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RESUMEN

Los anestésicos locales son compuestos muy utilizados durante
la practica clinica, sin gue se tenga conocimiento de posibles
efectos colaterales durante su aplicacién. Desde hace tiempo se
demostra en forma indirecta que los anestésicos locales inhibian
el proceso de transporte intracelular en células nerviosas, cuando
eran empleados a ciertas concentraciones. Recientemente se
encontrd que estos compuestos inhiben algunos otros tipos de
procesos de tranmsporte intracelular, como es la migracitn de
granulos pigmentarios en células retinales, habiéndose propuesto
una accion inhibitoria general de dichos compuestos sobre los
procesos de transporte interno.

Utilizando un novedoso sistema de video—microscopia pudimos
ohservar por primera vez como el trafico intracelular de organelos
en células nerviosas en cultive es inhibido cuando son incubadas
éstas en presencia del anestésico. Dicha inhibicidn se lleva a
cabo a concentraciones muy por debajo de las usualmente ya
reportadas.

La misma inhibicidn del flujo interno de organelos fue
encontrada cuando el anestésico se aplicd a otro fendmeno de
motilidad intracelular, como son las corrientes citoplasmicas de
células vegetales. El efecto inhibitorio para ambos procesos de
transporte fue dependiente de la concentracidn y al menos para
células vegetales fue de tipo reversible.

El andlisis del efecto del anestésico bajo diversas condiciones

idnicas en el medio de incubacidn, mostrd que en células vegetales



el efecto inhibitorio del proceso es independiente de la presencia
0 ausencia de las especies 16nicas contenidas en el medio de
incubacidn, lo gue sugiere un efecto del anestésico mas alla de la

membrana plasmatica, en este modelo celular en particular.



INTRODUCCION.

I. MOTILIDAD INTRACELULAR.

El transporte intracelular y las corrientes citopldsmicas son
dos formas de movimientos internos de materiales en diversos tipos
de células (Stebbings y Hyams 197%). La energia necesaria para que
se lleven a cabo estos procesos proviene de la célula misma vy
ciertos iones intervienen en su regulacidn (Frixione y Mena 198B6).
En dichas formas de movimiento estd involucrado el citoesqueleto
celular, particularmente microfilamentos y microtdbulos, siendo
estos ultimos los gue se encargan del transporte de una gran
variedad de componentes celulares en diversos sistemas. Ejemplos
de tales componentes son: granulos de pigmento en cromatdforos,
particula= en axopodios de protozoarios heliozoarios, ribosomas en
ovarios de insectos, particulas en tentdculos suctoriales,
vesiculas y organelos en axones de células nerviosas, etc. (vease
Stebbings y Hyams 1979).

Las corrientes citopldsmicas se manifiestan como flujos masivos
de citoplasma; en células vegetales es la principal forma de
movimienta intracelular y presenta diversos patrones de flujo que
dependen del organismo en particular. La forma mas simple que se
conoce es la agitacidn, un movimiento erratico ? al azar. El1 tipo
mas organizado, denominado rutac;cnal, es caracteristico de algas
y plantas acuaticas. Los elementos del citoesqueleto que se
encuentran principalmente relacionados con el proceso anterior son

los microfilamentos (Stebbings vy Hyams 1979).



Los mecanismos de regulacidn que operan en los procesos de

motilidad intracelular aun son desconocidos en general.

I1. TRANSFORTE AXONAL.

Las neuronas son células gue responden a estimulos externos a
través de cambios en el potencial eléctrico de la membrana
plasmatica, generando potenciales de accidn que se propagan como
impulsos nerviosos (Dyson 1978).

El movimiento de organelos en celulas nerviosas €5 un proceso
gue se lleva a cabo en forma mas activa gque en otros tipos de

celulas eucarioctas, puesto gue la adecuada distribucion de

organelos a lo largo de ;uﬁ delgadas prolongaciones citoplasmicas
taxones y dendritas) reguiere de un eticiente sistema de
transporte (Dyson 1978).
En une neurona tipica los ribosomas y el reticulo

endopl dsmico rugoso son confinados casi totalmenie al soma celular
en la vecindad del nucleo, siendo entonces todas las proteinas.
sintetizadas en esta regiﬁn. El aparato de Golgi, gue es la fuente
de membrana, también se ubica cerca del ndcleo, aungue en algunos
tipos de neuronas las terminales axonales contienen las enzimas
necesarias para la sintesie de neuwrotransmisores v llevan a cabo
un reciclaje de membrana {(Alberts et al. 1%83).

La distribucion de proteinas., por tanto, se lleva a cabo desde
su siti1o de sintesis hasta cualguier punto dentro del axon. De la
misma manera las vesiculas secretorias deberdn ser transportadas

por enormes distancias desde donde son formadas hasta el sitio de

enocitosis; en direccidn cpuesta son transportados materiales que



son éendoci tados o reciclados y destinados a degradacion en el soma
neural. Este modo de organizaciodn celular hace necesario un activo
mecanismo de rapido transporte axonal (Alberts et al. 1983).

El transporte axoplasmico posee componentes rdpidos y lentos.
El transporte lento involucra movimientos de material proteinico
que compone al citoesqueleto exportado desde el soma neural.
Tubulina y proteinas de neurofilamentos se transportan a lmm/dia
aproximadamente correspondiendo a la velocidad en la cual los
microtubulos se alargan por adicidn de mondmeros de tubulina. El
transporte rapido corresponde a la translocacidn de organelos vy
vesiculas membrancsas en forma bidireccional a una velocidad de
200 a 400 mm/dia. Estos mecanismas de transporte axonal rapido y
lento permiten a la ceélula renovar, mantener y reparar todas sus
prolongaciones citopldasmicas manteniendose una adecuada
distribucidn de materiales entre el nidcleo y las partes mas
lejanas de la ceélula (Alberte et al. 19B83).

Aungue el transporte axonal tradicionalmente ha sido dividido
en dos componentes, recientemente se han encontrado evidencias de
gue los elementos que componen al transporte axonal lento
{elementos del citoesqueleto), también pueden ser distribuidos a
través de transporte axonal réapido (Hollenbeck y Bray 1987).

Las componentes del transporte axonal réapido han sido
identificados visualmente por medio de diversas técnicas de
microscopia dptica y electrdnica, en gramn variedad de células
nerviosas de diversos organismos (Forman 1982a). Se han utlliZQAD
axones mielinizados segmentados de anfibio (Cooper y Smith 1974},
axones mielinizados intactos de anfibio (Hammond 1977), axones no

mielinizados de crustaceo (Adams 1982), axones intactos de



mamifero (Tsukita e Ishikawa 1980), células nerviosas en cultivo
(éreuer et al. 1973, Goldberg y Burmesteir 1986), etc.

El tamafo v forma de las particulas en movimiento va desde las
esféricas muy pequedas de 0.2 - 0.5 micras de diametro, hasta la=
grandes de forma alargada con oi dmetr o =imilares v longitud de
hasta varias micras, identificadas como miteocondrias. La velocidad
del movimiento para las particulas esfericas es de 0.5 - 1.5
micras/seg. Las particulas de forma alargada generalmente son mas
estacionarias y su movimiento es mas lento (Cooper y smith 1974,
Hammond 1977, Breuer et al. 1975, Goldberg y Burmesteir 198&4).

El tranmsporte axonal rapido se lleva a cabo en forma
bidireccional: a) en direccién anterdgrada el flujo se dirige
hacia el extremo distal éel soma celular. b)) en direccitn
retrograda el flujo proviene del extremo distal hacia el soma
celular.

Aparentemente existen diferenciasz en cuanto al tipo de
particulas yv a la velocidad de movimiento en ambas direcciones. La
velocidad de movimiento parece ser mas elevada en direcciodn
anterdgrada que en direccidn retrograda (Cooper y Smith 1974). El
movimiento de particulas es predominante en direccidn retrograda
(Adams y Bray 1983).

Algunos estudios de blogueo axonal por congelamiento local han
mostrado que, ademas de las mitocondrias, los componentes
membranosos del trancporte axonal pueden ser clasificados como:
Reticulo endoplasmico liso axonal v estructuras vesiculotubulares
en direccidn anterdgracga, y cuerpos membrancosos grandes en
direccidn retrograda (Tsukita e [shikawa 1980).

El transporte axonal rapideo es un movimiento de organelos de



tipo saltatorio, el movimiento saltatorio es la principal forma de
motilidad intracelular en células animales y se caracteriza como
un movimiente discontinuo de particulas con desplazamientos en
linea recta con pausas y cambios de direccidn (Forman 1982b). Se
ha demostrado que el movimiento de organelos es un procesao
altamente dependiente de ATP (Adams 1982, Ochs 1974).

El citoesgueleto de las celulas nerviosas, compuesto
principalmente por neurotdbulos y neurofilamentos (Schnnap y Reese
1982y, parece estar involucrado en el proceso de translocacidn
internas puesto gue se ha encontrado una estrecha asociacidén de
estoe elementos con organelos vesiculares y mitocondrias entre
otros organeios (Miller y Lasek 1985). Se ha visto ademas que
agentes desestabilizantes del citoesqueleto pueden inhibir el
transporte de organelos (Hammond y Smith 1977, Brady et al. 1984).

El papel gue juegan los microtdbulos en el transporte de
organelos ha sido estudiado recientemente en un modelo
exsperimental ; en el cual se emplea axoplasma extruido de axon de
calamar. Con este modelo se elimina la interferencia dptica que
produce la membrana axonal vy se facilita la aplicacion de
compuestos a la preparacion (Brady et al. 1985). A traveés de este
modelo experimental y con el empleo de una novedosa técnica en
microscopia optica en donde es acentuado el contraste
electronicamente se han observado microtdbulos individuales sobre
los que ocurren movimientos bidireccionales de organelos,
movimientos de organelos en filaﬁentoa disociados y movimientos
propios de filamentos, todos promovidos por factores solubles del
propio axoplasma (Yale et al. 198%a,b,c).

El transporte axonal rapido es un mecanismo dependiente de la



temperatura (Forman et al. 1977) vy al parecer algunos cambios de
pH (5.3 a 2.0), no tienen considerable efecto {(BHreuer et al. 1975,
Lavoie 198Za). Sobre la regulacidn i1dnica del proceso se ha
encontrado que el calcio es un componente esencial para que el

proceso de transporte pueda llevarse a cabo (Chan et al. 198B0).
111. CORRIENTES CITOPLASMICAS EN CELULAS VEGETALES.

En las celulas vegetales también se manifiesta wun actiwvo
sistema de trafico intracelular a través del citoplasma. Las
celulas vegetales alargadas con delgadas expansiones de citoplasma
que rodea una vacuola central, o las células vegetales de grandes
tamafios, comunmente mani;iestan activos flujos masivos de
citoplasma que distribuyen materiales y componentes citopldasmicos
(Alberts et al. 1983).

Famiya determind cinco diferentes patrones de corrientes
citoplasmicas en células vegetales (véasze Allen y Allen 1978 y
Stebbings vy Hyams 197%). Estos patrones no siempre son distintos
unos de otros: puede haber voriantes, mezclas o progresiones de un
tipo a aotro v no sdlo se restringen a celulas vegetales, puesto
que pueden estar presentes en varios protistos, animales y hongos.
El patrdn mas sencillo considerado es la agitacion o
desplazamientos en saltos, es un movimiento erréatico y al azar que
consiste de excursiones curvas o rectilineas de pacticulas en
diversas direccirones rebasando la distancia esperada para un
movimiento browniano, es el patrdn menos organizado y quiza el mas
simple y comun en las corrientes citopldsmicas. Otros tipos de

corrientes con un grado de organizacidn superior a la simple



agitacidén, =on las corrientes en fuente (o fuente invertida),
estriadas (o multiestriadas) y la circulacidn, donde el flujo de
particulas se lleva a cabo sobre rutas definidas como hebras o
canales transvacuolares de diversas caracteristicas en forma
unidireccional o bidireccional. El tipo mas organizado de
corrientes citoplasmicas es llamado rotacional donde el citoplasma
gira en la periferia de la célula, rodeando a una vacuola central,
no existen canales transvacuolares y el patroén de circulacion es
constante v unidireccional.

Las corrientes citoplasmaticas en células vegetales también se
han clasiticado de acuerrdo a su origen. Corrientes gque se
manifiestan en forma continua, si1n necesidad de que sean
estimul adas han sido denominadas primarias, aguellas gque pueden
induciree a traveés de estimulos gquimicos vy fédticos se han
considerado como secundaras (Yamamichi oy Manail 1981, véase Haupt
1982 .

En las corrientes de tipo secundario estimuladas por luz, la
orientacion v movimiento de organelos como cloroplastos depende de
la intensidad y direccitn de la luz (Haupt 19B82).

Urn tipo de influencia consiste en cambios en la orientacion y
distribucién de los prganelos dependiendo principalmente de la
direccion de 1la luz. Los cloroplastos se orientan en forma
perpendicular a la direccién de la luz exponiendo una mayor
superficie de absorcidn cuando la intensidad de iluminacion es
baja. Cuando la intensidad es elevada, la orientacion es paralefa
a la direccidn de la luz minimizando la superficie de exposicidn
{Haupt 1982).

En otro tipo de influencia no es tan importante la direccion de
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la luz, puesto gue el movimiento de organelos sdlo depende de la
intensidad luminosa vy la distribucitn de los mismos en estado de
reposo no cambia con respecto al estado activo. Estas formas de
distribucion y movimiento como sistemas de proteccidon o formas de
optimizacion de la fotosintesis son aun discutidas (Haupt 19BZ).

Se tiene conocimiento de la estructura y funcionamiento del
sistema motor responsable de las corrientes citoplasmicas en
ceélulas vegetales, sin embargo su regulacion todavia no es lo
bastantemente comprendida.

Los principales elementos del sistema motor involucrados en las
corrientes citopléasmicas primarias y secundarias, parecen ser
similares, aungue existen caracteristicas propias de un modelo
celular a otro.

La mayor parte de los estudios se han hecho en algas Characeas,
las cuales manifiestan patrones de flujo primarios en forma
rotacional. En dichas células el citoplasma estd compuesto de una
capa exterior estuacionaria denominada ectoplasma y una capa
endoplasmica mdtil en el interior (Allen vy Allen 1978). E1l
ectoplasma contiene hileras de cloroplastos fijos v en el
endopl asma se encuentran muchas particulas desplazandose en farma
unidlretcipnal (Allen y Allen 1978).

Se harn encontrado fibrillsas subcorticales compuestas de
microfilamentos de actina en arreglo paralelo a las hileras de
cloropla=tos en la region de roce de ambas capas citopldsmicas
(Nagai y Rebhun 195%&, Palevitz v Hepler 1975, Williamson 1974) vy
se han propuesto varias tenrias sobre el mecanicsmo responsable del
flujo citoplasmico, principalmente basandose en algas Characeas

(Allen y Allen 1978).



Al principio se pensd gue la fuerza responsable del movimiento
se generaba por el simple roce del ectoplasma o region cortical
con el borde del endoplasma (interaccidn gel-sol) involucrando a
las fibrillas subcorticales compuestas de microfilamentos de
actina. 0Otra propuesta fue la teoria de torsidn mecdnica, donde
movimientos torsionales de los paguetes de microfilamentos en la
capa cortical propulsan la matriz citopldsmica. For ltimo con la
aparicitn de filamentos endoplésmicos originados desde la region
cortical se penst gque la ondulacidn de éstos podria ser el
mecanismo active que impulsara al endoplasma, encontrandose ademas
gue las particulas citoplasmicas se desplazaban a lo largo de
estos filamentos endoplasmicos durante su ondulacidon (Allen vy
Allen 1978).

Se encontrd ademds que la direccidn de las corrientes
citoplasmicas es determinada por la polaridad de la actina-F (Chen
y Kamiya 1975, Kersey et al. 1974) y posteriormente se propuso gue
lo=s organelos endopl asmicos estan equipadeos con una proteina
similar a miosina que permite que se desplacen a lo largo de los
pagquetes de microfilameétus de actina-F (Nagai y Hayama 1%97%a).

En rcélulas de las hojas de plantas superiores como Elodea y
Vallisneria las corrientes secundarias internas son basadas
también en interacciones entre actina y miosina. En el caso de
Vallisneria al igual gue en Nitella se presentan corrientes
citoplidsmicas secindarias unidireccionales sobre las paredes
anticlinales de células epidermales y mesdfilas. Se han encontrado
pagquetes de microfilamentos de actina de &-7 nm de diametro al
borde de las paredes anticlinales, por debajo de la membrana

plasmatica en arreglo paralelo a la direccidn de las corrientes

11



citoplasmicas {(Yamaguchi y Magayr 1981, Tahégx y Nagai 1983). En
Elodea densa una proteina similar a miosina ha sido extraida y
parcialmente purificada (Ohsuka e Inoue 1979). Parece ser que el
flujo citopldsmico al 1gual que en algas Characeas, esta mediado
por elementos de la matriz citoplasmica v moléculas asociadas a
organelos (Vale et al. 1984, Kachar 198%5a). Algunos estudios
utilizandn drogas desestabilizantes de la matriz citoplasmica
mostrarcon la misma inhibicidn del flujo citoplasmicow, tanto en
algas Characeas (Williamson 1972, Bradley 19/3) como en
Vallizneria (Ishigami y Nagai 1980).

La regulacidn de las corrientes citopldsmicas primarias o
secundarias, parece estar mediada por los mismos factores, dentro
de los cuales el calcio ;ﬂtracxtuplésmncu es el princi|o
(Kikuyama y Tazawa 1982, Takagi vy Nagai 1984).

Los elementos involucrados en las corrientes citopl Azmicas ue
células vegetales en general han sido i1dentificados parcialmente,
sin embargo la regulacion del proce=o no ha sido ' totalmente

comprendida.
IV. ANESTESICOS LOCALES.
Los anestésicos locales son drogas gue detienen el fluio de

senales eléctricas a lo largo de la membrana plasmatica en las

prolongaciones cituplasmicas de celulas nerviosas.

12

Los anestésicos locales llevan a cabo su accion localmente en el

lugar donde son aplicados, su sitio blanco son nervios perifericos

mientras gue los anestésicos generales normalmente actdan scbre
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sistema nervioso central sin afectar nervios perifericos (De Jong

1977) .

A. MECANISMO DE ACCION ANESTESICA.

Los anestésicos locales son comunmente aminas terciarias
basicas, en estados i1onizados las moléculas son polares
consistiendo de un tallo hidrocarbonado gue soporta en uno de sus
extremos un grupo aminp hidrofilico con carga y en el otro a un
grupo aroméatico hidrofdbico (De Jong 1977, Feinstein 1%964), son
moléculas con elevados coeficientes de particiodn aceite/agua
(véase Seelig 1987). Es contradictorio el sitio exacto en la
membrana donde se inserta la molécula anestésica, en cualguier
forma estructural en la que se encuentre. Se piensa que en su
forma no cargada las moléculas parecen penetrar y peimanecer en la
parte central de la bicapa lipidica (teoria de la expancidn) (De
Jong 1977, vease Seelig 1987) y en su forma cargada permanecen en
la superficie externa de la membrana interactuando
electrostdticamente con los grupos polares lipidicos (teoria de
carga de superficie) (De Jong 1977, véase Seelig 1987), aungue en
esta Ultima forma puede existir también una intercalacidn de las
partes hidrofdbicas de la moleécula entre las cadenas de acidos
grasps, mientras que 21 grupo amino terciario reside en el
exterior de la membrana (De Jong 1977, véase Escudero y Gutierrez-
Merino 1987).

Sobre 21 mecanismo de accion anestésica se han propuesta varias
teorias, de las cuales la mas aceptada se explica en términos de

alteraciones en la membrana plasmatica. Tomando en cuenta que el
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calcin extracelular en células excitables proporciona estabilidad
a la membrana (De Jong 1977) por unirse el cation divalente a los
grupns anlonicos de los fosfolipidos, estabilizando la estructura
vy haciendo mas dificil la difusidn de otras especies idnicas {(como
sodio}, los anestésicos locales con sus cargas positivas de la
misma manera pueden unirse a los grupos fosfato y formar un
compleio de mayor estabilidad electrostatica que impida la
difusion de sodio al interior de las células durante la
depolarizacion de la membrana, inhibiendose asi la transmision de
sefiales electricas (De Jong 1977).

Se ha sugerido ademds gue los anestésicos locales pueden
bloguear la conduccidn nerviosa al incrementar la presidén interna
de la m2mbrana axonal , Cérrandoae por consiguiente los canales a
través de los cuales se lleva a cabo el intercambio de iones
durante la depolarizacion (Vease Seelig 195?}. Estas afirmaciones
son resultado de experimentos en los cuales se ha encontrado que
los anesteésicos locales cambian la presion interna e incrementan
la superficie de expansion (vease Seelig 1987) de membranas
lipidicas artificiales. -

Segun otra interpretacidn, se piensa, que la anestesia puede
resultar de un 1ncremento no especifico de 1la permeabilidad de
membranas excitables a cationes fisinlégicos (véase Escudero y
Gutiéerrez-Merino 1987), puesto que se ha obsérvado como en
vesjculas ailsladas de reticulo endoplasmico los anestésicos
locales incrementan la permeabilidad especifica de mafc1u Y
magnesio {(Escudero y Gutiérrez-Merino 1987), y se ha encontrado

ademas una inhibicidn en la captacidn g incremento en la
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liberacidn de calcio en reticulo sarcoplasmatico fragmentado
{Kurebayashi 19B2Z2).

La base precisa de la anestesia inducida por anestésicos
locales aun es muy discutida, sin enmbargo las diversas evidencias
existentes parecen indicar gue dicho estado es obtenido al
inhibirse la depolarizacion de la membrana en las células

nerviosas.

B. ANESTESICOS LOCALES Y TRANSPORTE AXONAL.

S5 ha observado gue los anestésicos locales aparte de su accidn
anestésica caracteristica pueden tener otro tipo de efectos sobre
células nerviosas. Se ha reportado que los anestésicos locales
inhiben reversiblemente el transporte axonal rapido en este tipo
de células (Fink et al. 197Z, Byer et al. 1972, Lavoie 19BZa,b,
Byer et al. 1973).

En los primeros trabajos que se mostrd el efecto inhibitorio
del transporte intracelular en celulas nerviosas por anestésicos
locales como la lidocalna, se empled la técnica de aminoacidos
marcados inyectados en el soma celular con medicidn de marcas
radicactivas a lo largo del axon en presencia del anestésico (Fink
et al. 1972).

En un estudioc similar se mostrd la misma inhibicion del
transporte intracelular por tetracalina, encontrandose gque la
potencia de inhibicidn era dependiente del pH y no fue modificada
por variaciones en la concentracion de calcio libre (Lavoie
17982a) .

En estudios mas detallados y con ayuda de la microscopila
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electronica se observaron los efectos de la lidocaina sobre la
morfologia de axones en diferentes intervalos de tiempo. Ademas de
la inhibicidn de impulsos y del transporte axonal rapido, se
mostraron efectos sobre algunas estructuras como el reticulo
endoplasmico liso y en particular se presentd depolimerizacion de
microtubulos. La reversibilidad del efecto tambieén se estudid, con
la recuperacion total de las condiciones afectadas (Byer et al.

1973) .

C. SOBRE EL EFECTO INHIBITORIO DEL TRANSPORTE AXONAL POR

ANESTESICOS LOCALES.

€e han propuesto varios mecanismos para explicar la inhibicidn
del transporte axonal rapido por anestésicos locales. FPuesto que
s ha encontrado gque el transporte intracelular es un mecanismo
dependiente del metabolismo oxidativo (Ochs y Hollinsworth 1971),
puede ser gque los anestésicos locales interfieran con este Gltimo,
blogueando el suministro de energia metabdlica necesario para que
se lleve a cabo el proceso de transporte.

Los microtdbulos, principales componentes de la matriz
citoplasmica en células nerviosas (Schnnap y Reese 1982, Hirokawa
1982), han sido involucrados directamente en el proceso de
transporte interno de particulas, ya gue en algunos estudios en
axones tratados con anestésicos locales se han encontrado numeros
reducidos de estas estructuras (Fink et al. 1972, Edstrom et al.
1977). Fuede ser gque el efecto inhibitorio del transporte
intracelular sea producide por alteraciones en dichas estructuras

(Hanson y Edstrom 1978, Samson et al. 1979).



Existen evidencias sobre la inhibicién de procesos de
transporte intracelular en algunos otros tipos de células, donde
el efecto ha sido asvuciado con el transporte de ciertos i1ones a
traves de la membrana plasmatica. Mondragon (1986) encontrd en
celulas retinales de crustaceo y de anfibio, que lidocaina inhibe
la migracidn de grénulos pigmentarios en presencia de ciertos
iones especlificos en el medio de incubacidn, particularmente
sodio. En dicho trabajo fue concluido que el efecto producido por
el anestésico parecia involucrar principalmente una difusion de
sodio hacia el interior de las células y gue de alguna manera, la
presencia de éste en el citoplasma interferia con el proceso de
transporte. Drogas gue estimulan la entrada de sodioc a las citlulas
como Batracotoxina, han mostrado una inhibicién comparable del
transporte intracelular, cuando han sido aplicadas a células
nerviosas (véase Chan et al. 198B0).

En axones tratados con la hormona paratiroidea (FTH) se ha
visto gue el transporte axonal incrementa su velocidad en ambas
direcciones; sin embargo, cuando estos axones son tratados ademas
con agentes antagonistas de canales de calcio, como las
cdihidroxipiridinas (DHF) nifendipina y nitrendipina, este
incremento en la wvelocidad es bloqueado totalmente. Cuando se
administra BAYE&44 una DHF agonista del canal de calcio, el
transporte axonal se incrementa de manera similar a como lo hace
la FTH, y este efecto es bloqueado también por nitrendipina.
Farece ser, por tanto, gue la entrada de calcio extracelular al
interior de la céluira estimula el trafico intracelular de
organelos (Breuer vy Atkinson 1988).

For otra parte, en algunos estudios empleando reticulo
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sarcaplasmatico fragmentado sze ha visto gue los anestésicos
locales reducen la capaciadad de captacidn de calcio de dicha
estructura, i1nhihiendo la actividad ATPasa de la bomba de calcio,
observdndoss ademas fque estos compuestos inducen la liberacion de
calcio en reticulo sarcoplasmatico precargado (Suko et al. 1974,
Furebayashi etal. 1982). Se ha encuantrado también gque los
anestésicos locales producen un incremento en la permeabilidad
pasiva de calcio, ademas de magnesio en vesiculas aisladas de
reticulo endoplasmico (Escudero y Gutiérrez-Mering 1987). Estos
resultados parecen indicar gue debido a que los anestésicos
locales incrementan la permeabilidad de membranas especifica o
inespecificamente, el mecanismo de inhibicidn del transporte
intracelular, posiblemenﬁe sea producido por una accidn de este
tipo en la membrana plasmatica o en 1os receptores intracelulares
del catidn, =1 el anetésico fuera internalizado en la celula.

51 el efecto de los anestésicos locales es asociado a una
elevacidn excesiva de la concentracidn de calcio
intracitoplésmico, el incremento en la permeabilidad podria
involucrar posiblemente alteraciones en los transportadores de
calcio de alta (ATFasa bombeadara de calcio, de membrana
plasmatica y reticulo endopléasmicol v bajia afinidad
(intercambiador Na*/Ca®de membrana plasmatica, con alta capacidad
de transporte) presentes en células gzcitahles.

Posiblemente, =| efecto pudiera ademas relacionarse con algun
mecanismo de inhibicidn de la actividad de ia calmodulina, la cual
ha sido invorucrada en el proceso de transporte asonal (Edstrom et
al. 1973, Ekstrom et al. 1982, Lavoie 1987, Tiberi y Lavoie 1984).

Se ha mostrado en diversos trabajos gue los anestésicos locales
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parscen tener wuna accirdn inhibitoria general para los fendmenos de
transporte interno; sin embargo no es claro adun el mecanismo por
el cual es producida ésta inhibicidn.

Ademas parece no existir alguna evidencia, donde haya sido
investigado el efecto de la liducalna sobre fencomenos de
transporte i1nterno de organelos en plantas, como es la ciclosis de

cloroplastos en células mesofilas.

V. VIDEDQ MICROSCOPIA POR CONTRASTE ACENTUADO ELECTRONICAMENTE.

El trabajo microscopico con células vivas exige necesariamente
el uso de luz visible, pussto gque longitudes de onda fuera de este
rango en el espectro electromagnético pueden alterar la integridad
del material biologico. For estas razones la resolucidn maxima de
estructuras muy diminutas se restringe tan solo al limite tedrico
de resolucidn para la microscopia optica (200 nm aprok.).

Al trabajar can células vivas el contraste obtenido en las
imagenes resulta ser muy débil, debido a que la mayoria de las
células son normalmete muy transparentes. Dicho inconveniente
impide el adecuado examén morfoldgico del citoplaszma en su estado
natural. Se han utilirado diversas tecnicas microscdplcas para
enftrentar este problema (contraste de fases, interferencia
diferencial, campo obscuro), pero de alguna manera siempre es
sacrificado =] contraste o =21 poder de resolucidn, o se dificulta
el registro de i1magenes poco 1luminadas.

Recientemente ha tenido lugar uno de los mas espectaculares
avances en el terreno de la microscopla dptica aplicada al estudio

de procesos biologicos. La combinacidan de varios métodos de



microscopla por transiluminacidn con sistemas de video de alta
sensibilidad ha permitido la obsesrvacidn directa, en células
vivientes, de la actividad de estructuras gue hasta principios de
la presente década so6lo eran visibles por medio de microscopia
electronica en células fijadas, es decir, en preparaciones
estaticas va sin wvida.

Frn loz primeros trabajos pioneros donde se uso el video, se
obtuvieron i1magenes con luz uv, sin embargo el dafo fotoguimico
imposibilitaba su aplicacion al estudio de células vivas (Zworykin
1933, Flory 1951, Montgomery et al. 1956).

A finales de los 40s y comienzos de los Sis se realizaron
cbhservaciones con video en el rango de luz visible del espectro
electromagrnético,

Farpat (1951) observo migraciones de granulos pigmentarios en
huevos fertilizados de erizo de mar. Tales trabajos sdlo servian
para demostrar imagenes del microscopio a grupos de estudiantes,
sin que produjeran informacién relevante o avancéa gque
contribuyeran determinantemente en la investigacidn bioldgica
hasta nuestro tiempo.

fleynolds (1972) junto com bidlogos del laboratorio de Biologia
Marina de Wopds Hole, acoplaron a microscopios intensificadores de
imagenes, para visualizar fendmenos lumini scentes de bajo nivel
incluyenda bigluminiscencia.

Gilkey el al. «.278) pudieron grabar la propagacidon de una onda
de aeguorina luminiscente durante el proceso de fertilizacion. La
luminiscencia de la fosfoproteina microinyectada fue colectada con
W intensificador de imdgenes demostrando asi la propagacion de

caleio libre posteriormente a la fertilizacién.
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En 1975 Dvorak et al. emplearon una cédmara de video de cierta
sensibilidad para registrar la invasion de un eritrocito humano
par un merozoito de malaria. Este proceso fue observado por la
combinacidn de una camara de imagen orthicon, dptica de Momarski
{DIC) ¥ eguipn de videograbacion . Los estudios pioneros
utilizando equipos de video saofisticados requirit el esfuerzo
combinado de bidlogos e ingenleros en electronica.

A finales de los 705 aparecieron camaras de video con tubos de
la familia widicon v videograbadoras con la posibilidad de grabar
en tiempo real y congelar imagenes. Fosteriormente Inoué (1981) y
Allen et al. (1%981ia,b), anunciaron un nueva método en microscopia
de luz, el cual consistid en acoplar avanzado equipo electrénico
de vioen a diversas clases de microscopia dptica (DIC, Lur
paolarizada, contraste de tase=z) obteniendose una excelente
resplucion v contraste en las imagenes resultantes. Ubjetos
gemast ads Finos para ser vistos con simple microscopia optica
habitual o gue produzcan muy bajo contraste en la imagen, pueden
ser ahora wvisualizados y estudiados en células vivas con la ayuda
de avanzado sguipo de video., Con tal equipo puede ser incrementado
considerablemente el contraste de la imagen del microscoplo,
sustrayendo electronicamente la sedal del campo de wisidn para
darle una elevacidn al contraste por i1ncrementar su ganancia
analoga en la camara de video, monitor o video-procesador. Con el
contraste asl incrementado se pueden usar objetivos de altas
aperturas NUMerlicas.

£l trabaio con dicho egquipo permite abservar estructuras muchas
veces mas peqguenas que 21 limite de resolucidn de la microscopla

Gptica. Estos pequefos obijetos forman imdgenes difractadas en el
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planog del campo donde las dimensiones de la imagen son
determinadas por la apertura del objetivo y 1a lente condensadora,
no por 21 diametro real del obieto.

El analisils de estructuras o movimiento a nivel de nandmetros
nbilizando la distribucion de la intensidad en i1magenes
difractadas ha comenzado ha ser euplorado a travées de técnicas de
incremento de contraste por video, con analisis y procesamiento de
imagenes por computadora (Schnapp et al. 1988).

La video-microscopla por constraste acentuado electrdnicamente
25 una técnica muy utilizada actualmente, que ha comenzado a
proporcionar bastante informacion relevante de procesos de
dinamica 1ntracelular de organelos. Es previsible en poco tiempo
la diversificacion de ﬁu-emplem en el estudio de diferences

procesos bioldgicoos.



OBJETIVOS GENERALES

1. Analizar el efecto de la lidocaina sobre 2l transporte

intracelular en células nerviosas.

2. Investioar 21 efecto que tiene la lidocalna sobre 1la ciclosis

de cloroplastos en células vegetales.

METAS FARTICULARES

1. Estimar la capacidad resclutiva de un sistema de video-
microscopla de contracte acentuado electranicamente, para su
utilizacidn como herramienta en el estudio de fendmenos de

motilidad intracelular de complicada observacidn.

2. Estandarirar la diseccidn de células mesofilas de Vallisneria

sp., donde pudiera ser estudiada la cielosis de cloroplastos.

G. Estandarizar las condiciones adecuadas para el mantenimiento de
las ceélulas (célulax nervionsas y celulas vegetales) durante su
observaci on (camara de observacidn, sistema de perfusion,

temper-ature, oxigenacidan, etc.).
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4.

Estandarizar las condiciones dpticas adecuadas para la
observacidn de los fendmenos de motilidad en estudio, a través

de manipulaciones en el sistema de video-microscopia.

Realizar un analisis descriptivo del comportamiento normal de
los fendmenos de motilidad intracelular de interés (tipos de

organelos, formas, tamafos, velocidades, comportamiento etc.).

FProbar el efecto de la lidocaina sobre los dos sistemas de

transporte intracelular.
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MATERIAL

I. SISTEMA DE VIDEO MICROSCOFPIA DE ALTA RESOLUCION.

El sistema de wvideo-microscopia de alta resolucion se compone

de los siguientes elementos:

1. Microscopio trinocular Reichert, con 6ptica corregida al
infinito.

2. Camara de video Dage-MTI NC-67M, eguipada con un tubo newvicon
y consola de control.

3. Monitor de alta resclucién Panasonic WV-5350N,E, de >750
lineas y 21.9% cm de diagonal.

4, Videograbadora Fanasonic NY-B0O30, de carrete abierto vy cinta de
12.7 mm.

5. Camara reflex auvtomatica Canon A-1 de Z5 mm, provista con un

lente macrg FD 50 mm, 1:3.5.

El sistema de video-microscopia de alta resolucion por
contraste acentuado electronicamente (VM-CAE) puede ser
considerado coma un sistema mixto que cembina los implementos
tradic1ﬂnaies de 1a microscopia optica con eguipo electronico de
video (fig 1).

La sefal dptica que proviene del microscoplio emerge por un
ducto espescial para thmmltrngra;ia er el cabezal tririocular del
microscoplio, proyectando la imagen a través de una lente ocular de
10X hacia la camara de video. La imagen inicial, convertida en

seRal electrdnica, s conducida en paralelo desde la salida de la



consola de control de la camara de video a la wvideograbadora y al
monitor, donde es transformada en imagen visual, gue puede ser
registrada con la cédmara fotografica.

En el componente optico del sistema se emplea como fuente de
iluminacion una lAmpara de arco de mercurio de 50 vatios, de cuya
emisidn se separa la linea de S46 nm por medio de un filtro de
interferencia. Se utilizd también una lampara de haldgeno de 12
vatios.

Los objetos se iluminan a través de un condensador aplandtico-—
acromatico con 1.3 de apertura numérica nominal, operado sin
diafragma de apertura. Se tiene intercalado ademas un condensador
de campo gque desempefa una funcion critica en el sistema y las
observaciones se efectian con objetivos planacromdticocs on

correccitn al infinito.

II. MATERIAL BIOLOGICO.

A. FPREPARACIONES BIOLOGICAS UTILIZADAS COMO PATRONES DE

RESOLUCION.

1. Freparacidn fija de algas diatomeas montada en balsamo de

canada.

2. Células bucovepiteliales obtenidas directamente por raspado

bucal.

B. CELULAS NERVIOSAS.

Se emplzaron cultivos primarios de telencéfalo de embricon de
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pollo de 8 dias de incubacidn (linea Rodhe Island). Las ceélulas se
sembraron sobre cajas de Fetri de pléastico calidad cultivo de
tejido de Z5 mm de diametro, donde previamente se colocd una
laminilla de vidrio, con el objeto de tener una monocapa de
ceélulas adherida a éste.

La preparacidn de las células nerviosas, hasta antes de
someterse a experimentacidn, fue amablemente realizada por la Dra.

Martha Romano (CINVESTAY IFN).

C. CELULAS VEGETALES.

Fara el estudio de las corrientes citopldsmicas se utilizd la
planta acuatica Vai}izne}ia sp.. Los ejemplares fueron adgquiridos
comercialmente y se mantuvieron en un acuario habitual dentro del
laboratorio, a temperatura ambiente.

bl trabajo se realizd sobre las células internas del mesédfilo
en la parte media de la planta de Vallisneria =sp., requiriéndose
de ciertas disecciones de tejido para ilegar a esta zona interna

weupada pur dichas células.

III. MATERIAL QUIMICO.

A. CELULAS NERVIDSAS.

Las cé&lulas nerviosas se mantlvieron e incubaron durante los
experimentos en solucidn salina fisioldgica Hanks (tabla I).
Se utilizéd el anestésico local lidocaina en su forma comercial

como solucién inyectable al 2 %, proveniente de ASTRA Chemicais.

27



28

B. CELULAS VEGETALES.

e empled como medio de diseccion e incubacidn solucion
fisiolégica AFPW (aqua de charco artificial) (Tabla [1).

Se utilizé el anestésico local lidocaina tanto en su forma
comercial, como en forma pura. En su forma comercial se empled
solucidn inyectable de lidocaina al 2 % de ASTRA Chemicals. El
amestésico puro (clorhidrato de lidocaina) se obtuvo de Chemist he

Fabrik, por cortesia de productos Mavi.

IV. DISECCION DE TEJIDOS VEGETALES.

Fara disecar tejidos de Vallizneria Fp. gue contuvieran celulas
mesdtilas se uti1lizd equipo habitual de diseccidn (tijeras
comunes, pinzas forceps, navaja, bisturil, alfileres, etc.),
microscopio estereoscopico Sterec Star zoom 380 de American
Optical, iluminandose con una fuente de luz BAUSCH & LOME, que
contenia un par de fibras éopticas equipadas con dos condensadores
terminales. Como soporie base de los segmentos de tejido durante
la diseccidn se empled una caja de petri de %.5 com de diametro
recubierta de una capa de material plastico inerte de color negro,

como fondo contrastante.

V. OBSERVACION DE LAS MUESTRAS.

Fara observar las preparaciones por VM-LAE, se necesitd montar
pstas @n una camara de observacidn acoplada a un sistema de

perfusiftn gue permitiera mantener a las células en condiciones



adecuadas para su estudio y poder administrar los compuestos vy

soluciones deseadas.

A. CAMARA DE OBSERVACION.

La camara de observacion se compone de un portacbjetos comun
sobre &1 cual van colocados lateralmente dos segmentos de vidrio
muy delgados. Estos segmentos situwados paralelamente a los
margenes de mayor lengitud del porta, actdan como escalones
marginales; cuando es situado un cubreobjetos encima de ellos
forman una peguefa cémara con aberturas laterales. Dicha cémara
puede ser llenada con solucidon fisioldgica y mantenerse en ella
algun tipo de preparacion bioldgica. A través de las aberturas
laterales o5 posible administrar soluciones experimentales al

acoplar un si1stema de perfusidn.

B. SISTEMA DE PERFUSIDN.

La perfusion de solucidn fisioldgica (fig 2) sobre la camara de
observacion se realico a través de una manguera de hule (a)
conectada por sus extremos a dos tubos de vidrio terminados en
punta. Un extremo se introducia por un tapdn de hule a un matra:z
Erlenmeyer (b) conteniendo la solucidn fisioldgica, hasta ser
inmerso en ésta. El otro extremo hacia contacto sobre una de las
aberturas laterales de la céamara de observacién (c). Sobre la
manguera, en una zona muy cercana a este extremo, se conectaba un
regulador de +iujo (d). Una segunda manguera (e} encargada de

desalojar el fluido gue atravesaba por la cémara de observacion se
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conectaba a la otra abertura lateral por uno de sus extremos,
introduciéndose el opuesto a éste en un recipiente colector de

luido (f). En el interior de la segunda manguera se introducia un
doble segmento de hilo bastante grueso que sobresalia por los
extremos, haciendo contacto con la abertura lateral de la camara,
para desalojar el fluido por capilaridad.

Una tercera manguera (g) que llevaba en uno de sus extremos un

tubo de widrio, se introduclia en el matraz gue contenia la
solucidn fisioldgica hasta la zona libre de medio, el otro extremo

de la manguera se conectaba a una fuente de aire u oxigeno.
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METODOS

I. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO PARA SU OBSERVACION.

A. CELULAS NERVIOSAS.

1. OBTENCION DE LA SUSPENSION CELULAR.

Se usaron telencéfalos de embridn de pollo Rodhe Island de 8
dlas de edad. Se obtuvieron los embriones en condiciones de
esterilidad y se depositaron en una solucidn salina balanceada
libre de calcio vy magnes;a. Se disecaron los telencéfalos
lavandolos repetidamente con la selucidn salina balanceada, la que
atloja la unidn de las células permitiendo gue el tejido se
disgregue facilmente. Los telencéfaleos se colocaron en Medio de
Cultivo Completo, en proporcion de 4 telencétalos por | ml. Se
disgregaron mecanicamente mediante repetidos pasajes a través de
una pipeta FPasteur. Una vez lograda una suspensidn de células, en

forma de esferas aisladas, se tomaron alicuotas gue se sembraron

en las cajas de petri previamente preparadas.

2. TULTIVO DE CELULAS NEURONALES.

Las cajas de petri se incubaron por 24 horas con una solucidn
de poli-l-lisina en amortiguador de boratos a una concentracidn de
-

1 mg/100 ml. Fosteriormente las cajas recibieron ¥ lavados de 10O

min cada una con agua bidestilada estéril. Se agregaron 2 ml de



medio de cultivo completo vy 100 ul de la suspensicon celular
aproximadamente 10 células. Para los experimentos se utilizaron

cultivos celulares de I-6 dlias de edad.

3. MONTAJE DE CULTIVOS PARA OBSERVACION.

Las laminillas de vidrio que contenian monocapas de células
nerviosas se extralan de las cajas de cultivo y se colocaban en la
tamara de obserwvacién, orientando hacia abajo la cara gue
soportaba a la monocapa de células. La camara de observacion
previamente se llenaba con medio fisioloégico Hanks y se sellaba
herméticamente recubriendo con silicona (grasa inerte) la zona de
contacto entre la laminilla vy los escalones marginales de la
misma. Una ver colocada la muestra, el medio se reciclaba a traves
del sistema de perfusion (fig Z).

l.a temperatura a la cual se mantuvieron las células fue de 36
SC,inyectandn aire u Dxigeno al matraz que contenia al medio para
mantener una adecuada ox:igenacion de las células.

El aire inyectado ejérce presion sobre el liquido que comienza
a subir por el tubo conectado a la manguera de suministro. Con el
regul ador se ajusta un flujo adecuado del medioc que penetra por
una de las aberturas laterales de la camara. El medio circula a
través de la prepa-acion y se desaloja por capilaridad sobre la
manguera de desagu.o, conectada en la otra abertura lateral. Euanﬂo
era necesario mantener un flujo de solucion mas rapido se
consctaba la manguera de desague a un sistema de wvacio gue

succionaba potentemente el medio (fig 20.
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B. CELULAS VEGETALES.
1. DISECCION DE TEJIDOS.

Se utilizaron plantas sanas de Vallisneria sp. mantenidas en el
laboratoriec hajo periodos de luz artificial durante él dia vy
oscuridad durante la noche. Se disecaron tejidos de la parte media
de la planta, por ser ésta la zona gue corresponde a las células
de nuestro interés; asi mismo, es la zona de mayor didmetro y que
menos dafos presenta.

Se cortaron con tijeras segmentos de la planta de S cm de
longitud v se transportaron a la caja de petri gue contenia
solucitin fisioldgica QPN; Los segmentos de forma rectangular se
fi1jarocn por sus extremos a la superficie de goma de la caja de
petri por medio de alfileres,

Ya ti1lados los segmentos de tejido en la caja de petri, se
empled el microscopio estereoscopico con su fuente de iluminacidn
para mliminar las capas externas de tejido, hasta llegar a la zona
interna de células del mesdfilo. lL.as disecciones de tejido bajo el
microscopio se realizaron con aumentos de entre 15X y &0X.

Con la ayuda de unas pinzas aprisionando en la punta un
segmento de navaja en forma de pala, se eliminaroun seamentos del
tejido epidermal externo que recubre la zona de tejido del
mesofilo. l.as células mesofilas se encuentran ademas rodeadas de
burbujas de aire gue quedan atraéadas al guitar el tejido
epidermal, teniendo que ser desalojadas delicadamente con la misma

navaja para no dafar el tejido interno gque se encuentra hasta este

momento totalmente expuesto.
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El segmento resultante de la diseccidn contenia ya solo dos
capas de ceélulas; las del mesédfilo que lograban ser expuestas con
este procedimiento y por debajo de ellas una capa de células
epidermales que servian de soporte.

El segmento inicial se subdividid en segmentos de 2 cm de

longitud antes de ser colocado en la cdmara de obserwvacion.

2. PRETRATAMIENTO DE TEJIDOS.

Fara asegurar la obtencidn de células mesdfilas que presentaran
adecuadamente el fendmeno de flujo citoplédsmico, los tejidos
recibieron un pretratamiento estimulatorio después de su diseccién
que simplemente consistid en dar varios pulsos cortos de luz
intensa, con un periodo posterior de reposo (30 minutos minimo)

bajo iluminacion habitual del laboratorip.

3. MONTAJE DE TEJIDOS PARA OBSERVACION.

Los segmentos de tejido ya disecados se tomaron con unas pinzas
forceps y se colocaron entre los dos escalones marginales de la
camara de observacidn. En dicha cadmara previamente se colocaron
unas gotas de solucion tisioldagica y el tejido fue inmerso en
ellas con la cara que correspondia a las células del mesédfilo
orientada hacia arriba. Las orillas de los escalones marginales se
recubrieron con silicona y se colocaba una laminilla de vidrio
sobre éstos, la camara guedaba sellada herméticamente y el fluido

solo podia salir por las aberturas laterales. Se llend
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completamente la camara con seolucidn y se conectd al sistema de
perfusian.

Se bafd a las células con solucidn fisioldgica AFW a
temperatura ambiente (24° C aprox.). Para estimular la perfusidn
de solucidn sobre la cdmara se i1nyectd aire en 21 matraz que

contenia al medio (fig 2).

II. OBSERVACIONES MICROSCOPICAS.

A. COLOCACION DE LAS MUESTRAS.

Las preparaciones bioldgicas que no fueron destinadas a
someterse a cierto tratamiento o gue no necesitaron de perfusion
de medio fisioldgico, se colocaron de la manera habitual en
laminillas de vidrio sobre el carro de la platina. Las
preparaciones gue necesitaron ser mantenidas o destinadas a alguna
incubacion, se montaron en la camara de observacidn y se colocaron
en la platina del microscopio, conectdndose al sistema de

perfusioén.

B. ILUMINACION DE LAS MUESTRAS.

Se aplicéd un método de contraste por iluminacidn asimétrica en
el cual se hicieron incidir rayos de luz oblicuos sobre los
objetos, generando una 1luminacion en gradiente, por este motivo

la fuente de iluminacion se orientd excéntricamente.



C. DBSERVACION DE LAS MUESTRAS.

Una vez colocada la preparacidn bioldgica en el microscopio, se
procedid a realizar las observaciones de las estructuras o
fendmenos de interdés de la siguiente manera:

Las observaciones se realizaron en dos fases: la primera de
ellas consistid en observar las preparaciones bajo microscopia
éptica de campo claro, para detectar a los especimenes o situarse
en alguna zona de ellos que fuera de interés. Las observaciones se
hicieron con inmersidon homogénea en aceite cuando se utilizaron
aperturas numéricas superiores a 1.

En la sequnda fase de la observacidn, la imagen de la zona
elegida se condujo de los oculares del microscopio hacia el ducto
para fotomicroyrafia, donde dicha imagen se proyectd sobre la
camara de vidco.

La distancia entre el ocular proyectivo y la placa frontal del
tubo de video se ajusto de tal manera que la imaéen final en el
monitor correspondiera a un incremento del aumento original del
objetivo por un factor de 100X,

Al hater incidir la imagen del microscopio scbre la camara, se
abrieron todous los diafragmas, se gquitaron los filtros de densidad
neutros vy se aumentd la potencia de la fuente de iluminacion
cuanda era necesarlo.

La 1magen qgue aparecid en el monitor se orientd de la manera
maés conveniente, rotando la platina giratoria y ajustando la
pucentricidad de la fuente de iluminacidn, para gque las

estructuras de i1nterés adquirieran un contraste y relieve
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adecuados, producto de los gradientes de luz generados por la
iluminacion asimetrica.

El rondensador de campo situado cerca de la fuente de
iluminacidn también se ajustd, para hacer incidir eficazmente los
rayos oblicuos sobre la muestra de la manera mas favorable para
cada objeto en particular.

El contraste de la imagen se aumentd extraordinariamente con
manipulaciones de los controles de ganancia y balances tonales en
la consola de control de la camara de video ¥y con los controles de
contraste vy brillantez del monitor.

Las imagenes elegidas para registro se fotografiaron
directamente de la pantalla del monitor o se grababaron en cinta
magnética para su puater;mr andlisis. La videograbadora permitid
detener a wvoluntad las imagenes durante su reproduccidn para ser
igualmente fotografiadas del monitor.

Las video-microgratias se ohtuvieron en pelicula de 125 de ASA
(Kodak Flus-X) a una velocidad de obturador de 1/8 de segundo vy

con diafragma variable.



RESULTADOS.

I. ESTIMACION DE LA CAFACIDAD RESOLUTIVA DEL SISTEMA DE vM—-CAE CON

PREPARACIONES BIOLOGICAS UTILIZADAS COMO PATRONES DE RESOLUCION.

A. DIATOMEAS.

Se observd por VYM-CAE el exocequeleto calcareo del alga
unicelular Pleurosigma angulatum. Las imagenes encontradas
revelaron con absoluta nitidez el tipico arreglo que adquieren los
foramenes en estas células (fig Z). La distancia encontrada entre

dos de estas unidades fue de 0,40 micras aproximadamente.

B. CELULAS BUCDEF.TELIALES.

Fue observada por VM-CAE a diferentes aumentos la topografia
membranal de células de epitelio bucal estratificado. Las imagenes
revaelaron el tipico patron corrugado de la membrana plasmitica,
definiendose claramente las creztas y hoyuslos que son producto de
su plegamiento (fig 4). Se encontrd que estos pliegues membranales

posesn una anchura de 0.2 micras aprosimadamente.

II. TRANSPORTE IMT#+ JELULAR EN CELULAS NERVIOSAS.

Se estudio el transporte intracelular de particulas en la red

ge neuritas de células nerviosas de pollo cultivadas in vitro. Se
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observe el continuo trafico intracelular de organelos existente en

dichas células.
A. TAMAND, EDAD Y FORMA DE NEURONAS.

El tamafo de las células nerviosas oscilaba desde varias
decenas hasta algunos cientos de micras de longitud. Los cuerpos
neuyronales alcanraban sdlo dos a tres decenas de micras y el resto
de la longitud total de la célula era ocupada por las
prolongaciones citoplésmicas {(axones y dendritas) denominadas
neuritas en general. El didmetro de las neuritas en las que se
realizd todo el trabajo wvarid entre 1 v S5 micras a todo lo largo
de la estructura, anreménténdose por algurnas unidades en la
entrada del soma neuwral o del cono de crecimiento cuando se
presentana éste. El estudio se realizo tanto en células gue
presentaban el cono de crecimiento como en aguellas que ya habian
hecho contacto con algun sitio blanco.

La mavor parte del trabajo fue realizado en células
individuales con bajo grado de desarrollo, es decir, ceélulas en
las cuales el avoplasma fuera bastante transparente sin muchas
estructuraz estdticas internas. Tales condiciones facilitan sobre
todo la observacion de los organelos de didmetros muy diminutos;
por tal razon, la edad de los cultivos utilizados fue de cuatro a
siete dias de haber sido sembrades; en este lapso de tiewmpo se
pueden encontrar células con diversos grados de desarrollo. En
cultivos de edad mas avanzada los axones i1ncrementan su didmetro,

aparecen muchas estructuras fijas vy pueden formar paguetes,



hacirendo mas dificultosa la observacidn del trafico intracelular

de particul as.

B. DINAMICA INTRACELULAR DE PARTICULAS.

1. DIRECCIONALIDAD DEL MOVIMIENTO.

Ubservaciones por VYM-CAE mostraron la dinamica de los
companentes 1nternos en células nerviosas cultivadas in vitro. Se
observd un continuo trafico de particulas a lo largo de la red de
neuritas en forma bidireccional, es decir en direccion anterograda
(2l movimiento es originado en el soma neural dirigiendose hacia
el sitio de inervacid®n o al cono de crecimiento) y en direccidn
retrdgrada (el flujo proviene de la terminacidn nerviosa hacia el

soma neural, fig 9.

2. TAMANO, FORMA Y VELOCIDAD DE PARTICULAS.

Tipos, formas y velocidades de las diferentes particulas gue
migran internamente fueron estudiadas en relacidn a su transporte
en ambas direcciones dentro de la célula. Esta parte del trabajo
cse llevo a cabio =2n cultivos con baja densidad de poblacién de
calulas con el objeto de i1dentificar satisfactoriamente los sitios
de origen e ingrvacidn celular, puesto gue cuando existe una red
muy densa de neuritas se diticulta aucho esta tarea.

Se encontraron cuatro diferentes tipos de particulas migrando
internamente en ambas direcciones, clasiticdndose como tales de

acuerdo a su tamafo, forma y velocidad.
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El primer grupd estd compuezto por las particulas mas peguenas
que se encontraron; su di dmetro aparente registrado fue de 0.2
micras, normalmente su forma fue esférica y son las mds veloces de
tadas las encontradas, promediando una velocidad de casi 3
micras/seg, en ambas direcciones. Estas particulas fueron las gue
mas dificultad presentaron para su observaciton, tanto por su
tamafio como por su velocidad, y resulté muy dificil congelar su
imagen en movimiento. De hecho su presencia so¢lo es vista cuando
estan desplazandose. Se les clasificd como tipo CH (fig &».

El segundo grupo, clasificado como tipo M de forma esférica,
incluye todas aquellas particulas de diAdmetros comprendidos entre
T.4 y 0,5 micras, su velocidad de migracidon en ambas direcciones
resulta ser menor en ccméaraciéﬁ al grupo anterior por casi el
doble. Si1in embargo son éstas las que mas comunmente se encuentran
migrando dentro de la célula, La cantidad presente de éstas supera
+ Lodas las demas, se detectan mac facilmente y se puede lograr
rongelar su imagen en movimiento sin ningun problema (fig 6.

El tercer grupo compuesto por las particulas de tipo G,
comprende a las mas grandes encontradas durante el estudio, su
diametro fue de 0.6 micras en adelante y presentaban forma
circular uw ovaly la mayoria de eéstas son lentas, pero algunas
viajan muy rapidamente. La velocidad promedio registrada en ambas
direcciones fue de casi 1.2 micras/seqg (fig &).

La tiltima clase de particulas encontradas fueron las Mt,
compuesta exclusivamente de narticulas que presentan la clasica
forma alargada (salchicha) de las mitocondrias: su diAmetro fue de
0.2 a U.4 mecras vy su longitud de 1 micra o mas. Gran cantidad de

estos organelos son estaticos, pero cuando se desplazan alcanzan
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una velocidad comparable a los dos grupos anteriores,
aproximadamente 1.5 micras/seg en ambas direcciones (fig &).

En forma general las particulas encontradas se pueden dividir
de acuerdo a su velocidad en dos clases:

Una clase compuesta exclusivamente de las particulas de tipo
CH, las cuales presentan una velocidad superior por casi dos veces
a los demds grupos, ¥ ung segunda clase compuesta por el resto de
las particulas incluyendo los tipos M, G, y Mt, sin gue existan
diferencias de velocidad entre ellos, pero si con respecto al tipo
de particulas incluidas en la clase anterior. No se encontraron
diferencias en cuanto al tipo y cantidad de particulas migrando en

ambas direcciones (fig 7).

3. DISTRIBUCION Y COMPORTAMIENTO.

El movimiento i1nterno de particulas en células nerviosas Nno es
visto como un flujo de organelos en masa, sinao qﬁe presenta
ciertos patrones especificos de comportamiento que 1o hacen
diferente. El1 movimiento de organelos parece seguir ciertas rutas
que se establecen de acuerdo a la disponibilidad de espacio libre
dentro de la célula, puesto gue estructuras estédticas dentro de la
misma actdan como barrera limitante deteniendo o retardando el
trafico de aquellcsf De la misma manera, la variabilidad de
velccidades existents entre los componentes, asi como su migracidn
en sentidos opuestos, traen consigo la aparicidn de colisiones ;
aglomeraciones entre ellos, cuando el transito es excesivo.

En ocasiones cuando dos particulas migram en sentidos opuestos

sohre un mismo "carril” ambas pierden velocidad durante su
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interaccion, incrementdndose esta posteriormente al seguir su
trayecto; se observaron ademas en algunas neuritas estructuras
filamentosas estaticas de gran longitud, que gquizas pudieran estar
involucradas en el proceso de transporte.

Aunque el movimiento de organelos parece depender de la
disponibilidad de espacio segun lo anterior, puede ser gque existan
rutas especificas de transporte, puesto que alguna vez se viod en
una neurita cédmo wna particula de tipo G durante su trayecto
desplazd a dos mitocondrias que se movian lentamente en direccidn
opuesta (fig B8). En tal neurita el axoplasma era casi totalmente
limpio de organelos estaticos y de estructuras fijas, lo gue
facilitaba el desplazamiento de las particulas en mnvimiento por
cualquier punto; sin emb;rgn, la interaccidn gque hubo entre éstos,
sugiere la existencia de rutas fijas de transporte a lo largo de
la celula, al menos para particulas da.tipu G.

El desplazamiento de los organelos presentd el tipico patrén
saltatorio descrito para este tipo de transporte intracelular.
Segun nuestras observaciones describimos cuatro tipos de
desplazamientos que pueden incluir al tipico patrdn saltatorio o
variantes de éste. La descripcidn de estos desplazamientos se hizo
de acuerdo a lo observado en una distancia de 18 micras de
longitud dentro de la neurita, distancia gque abarcaba la imagen en
la pantalla del monitor.

El primer tipo de desplazamiento observado fue un movimiento
constante de particulas, migrandé en forma continua desde gque
aparecen en pantalla, sin detenerse y a gran velocidad, durante su
trayecto sufren oscilaciones de diferentes intensidades. Todos los

tipos de particulas descritas pueden comportarse asi, sin embargo,
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parece ser la Unica forma en que viajan las particulas de tipo CH
(fig 9).

En el segundo tipo de movimiento denominado de "arranque y
frenadon", la particula 1nicia de una posicidn casi estdtica y
comienza a desplazarse repentinamente para luego frenar
bruscamente en un punto no muy lejano, pasa de nuevo por un
instante de tiempo estatica y reanuda su movimiento
posteriormente. Los desplazamientos continuos son generalmente mas
cortos y todos los tipos de particulas presentan este
comportamiento a excepcion de las particulas de tipo CH que
esporadicamente lo hacen (fig 9).

El tercer tipo de movimientu denominado de "arrepentimiento" es
similar al descrito anteriormente, salvo gque ahora la particula
puede cambiar de direccién durante su desplazamiento. De la mismeo
manera las particulas de tipo CH esporadicamente hacen ésto (fig
Y.

La tltima forma de movimento encontrada fue de tipo dudoso, en
la cual las particulas guardan una posicidn casi estédtica, pero
sufren ligeras oscilaciones constantes que poco a poco producen un
desplazamiento gue no es muy cuantificable. Este comportamiento
pudiera guizas enmascarar cierto movimiento browniano. Muchos
organelos estaticos y algunas estructuras citoplasmicas fijas
pueden comportarse de esta manera (fig %).

Se observaron ~demds algunos otros movimientos de intereés,
itndependientes al transporte intracelular, como retorcimientos de
filopoudios axonales y movimientos de lamelipodios en conos de
crecimiento adonal, asl como leves ondulaciones de las neuritas,

sobre todo cuando presentan bajo grado de desarrollo.
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C. EFECTOD DE LA LIDOCAINA SOBRE EL TRANSPORTE INTRACELULAR EN

NEURDNAS.

Se probt el efecto de lidocaina a diferente concentracion sobre
el transporte intracelular en la red de neuritas de células
nervipsas de pollo cultivadas in vitro (Tabla III). La droga se
administrd en la solucidn fisioldgica Hanks con la gue fue
mantenido el cultivo. Se registrd el numero de particulas que
atravesaron por un punto con respecto al tiempo de incubacidn con
la droga, independientemente a la direccidn de flujo (fig 10).

La lidocaina a una concentracién de ©.1 mM produjo una
disminucion del S0 % en él niamero de organelos gue atravesaron por
un punto a los & minutos de i1ncubacidén con la Sroga. La inhibicion
total del proceso se obtuvo al mantener las células por 12 minutos
en el medio conteniendo al farmaco. Cuando se incubaron las
células a wuna concentracidn mas baja de anestésico (0.01 vy 0,07
mM) el numero de particulas que atravesaron por un punto disminuyd
a casi un 25 %, durante L4 minutos después de haber sido
administrado el farmaco (solo se hicieron registros hasta este
tiempo, pero el movimiento continud presentédndose por un rato
mas). Al ser expuestas las células a una concentracion del
anestésico de 1| mM se observaron daros celulares de i1nmediato,
inhibiléndose el transporte intracelular al instante. Se tratd de
lavar la droga del medio a todas las concentraciones utilizadas
para observar la recuperacidon del proceso: sin embargo a ninguna
concentracion empleada pudo reactivarse el fendmeno a sus niveles

ordinarios de flujo.



Concomitantemente con el efecto anterior se presentd una
disminucidn de la velocidad de migracidn de todos los organelos en
general. La lidocaina 0.1 mM produjo una disminucicdn de la
velocidad a 1/% aproximadamente de la velocidad inicial, en 2
minutos de tratamiento. Después de este tiempo en presencia de la
droga el proceso se inhibid totalmente (fig 11). La lidocaina 0.07
mM solo redujo ligeramente la velocidad de migracion en los 24
minutos que durd la incubacidn con la droga presente (fig 11). El
efecto de la lidocaina se manifestd por igual en todos los
organelos presentes sin importar la direccién de flujo, no

habiendo por tanmto selectividad en este aspecto.

II1. CORRIENTES CITOPLASMICAS EN CELULAS VEGETALES.

A. DINAMICA CITOPLASMICA Y CICLOSIS DE CLOROPLASTOS.

Se incubaron tejidos vegetales preestimulados-en medio AFW por
una hora. Se grabo y analizé a diferentes horas del dia el
comportamiento normal del fendmeno de flujo citoplasmico en
ceélulas mesdfilas. Se realizd una descripcion morfoldgica de éste
y se registrd la velocidad de migracion de cloroplastos. Los
registros se obtuvieron sobre los tramos horizontales casi rectos
en las paredes anticlinales de las células del meséfilo.

La observacidan de la corrientes citoplasmicas por VM-CAE mostro
el tipico patrdn de movimiento como cinturdn citoplasmico dinamico
rodeando una zona clara gue corresponde al sitio ocupado por la
vacuola central. La masa fluyente de citoplasma en cada célula

arrastra consigo gran cantidad de organelos siempre en una sola
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direccidn, migrando a favor o en contra de las manecillas del
reloj.

Los organelos que se encontraron migrando en el citoplasma
fueron en su mayoria de muy diminuto tamafo y de forma esfeéerica,
algunos de forma mas alargada posiblemente fueron mitocondrias,
estos organelos diminutos no presentan un patron de desplazamiento
de tipo saltatorio, mas bien parecen ser arrastrados por la
corriente, y en algunas ocasiones las mitocondrias detenlan su
marcha producto de lo congestionado en organelos que es la masa de
citoplasma fluyente.

Una observacidn critica gue se hizo fue la presencia de gran
cantidad de filamentos de pequefos didmetros (0.b&6 micras) y con
varias micras de Iongitué. Tales filamentos a veces parecian
empaguetarse o enrollarse ligeramente pero siempre en continuo
movimiento; no fue posible identificar dichas estructuras
exactamente (fig 12).

El ntcleo de la ceélula se vid casi siempre comigrar con la masa
de citoplasma, aunque en forma mas lenta gue los demds organelos.
Otros organelos que acompafan el fluio de citoplasma son los
cloroplastos, el movimiento de estos organelos alrededor de las
paredes celulares es conocido como ciclosis y el nuamero de
cloroplastos presentes varia dependiendo del tamafio de la célula
(fig 13).

El flujo de citoplasma y cloroplastos en su maximo estado de
activacion se mantiene constante sobre las paredes aniiclinales
exclusivamente, adquirie&dn casi siempre los cloroplastos una
posicidn perpendicular a ellas, es decir, su forma de disco

aplanado es vista lateralmente (fig 14). Algunas veces se
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encuentran en el tejido ceélulas gque se acomadan en diferente
posicidn a las demas y las paredes anticlinales pueden ser vistas
frontalmente, permitiendo observar la cara circular de los
cloroplastos y con mayor claridad los demds organelos y filamentos
va descritos. En ocasiones se vieron migrar a los cloroplastos en
cuamulos, normalmente uno por célula. Tales cumulos no parecen ser
s6lo una aglutinacidn, sino mas bien un paquete compacto de
organelos gue resulta dificil de disgregarse, aungue esto llega a
suceder.

Algunas wveces se encontraron movimientos fuera del patron
normal de flujo, ocbservandose en ocasiones movimientos y giros de
nicleos y cumulos de cloroplastos en una sola region de la célula
en forma independiente a las corrientes citoplasmicas ya
establecidas. Otro movimiento anormal fue la tendencia a airar de
algunos cloroplastos durante su trayectoha migrar muy por debajo
del nivel de las corrientes, dejando a veces esta zona para
situarse en la regidn de la pared periclinal manteniendo solo
algunos movimientos oscilatorios. Estos extrafios movimientos
fueron mas comunes en células con corrientes citopldsmicas muy
lentas, 1o cual era un indicio de un mal estado fisioldgico de la
celulas puesto que al poco tiempo el fendmeno se inactivaba, estas

células no fueron tomadas en cuenta durante el trabajo.
B. VELOCIDAD DE MIGRACION DE DRGANELOS.
Se registrd la velocidad de migracion de organelos como

parametro cuantitativo del proceso, siendo para cloroplastos

individuales de 14,34 micras/seg (5.D.= 4, n= 90). La medicidn se



realizd en 90 células diferentes de2 varios segmentos de tejidos
vegetales disecados e inmersos en medio APW.

La velocidad de migracidn de grupos de cloroplastos no muy
numerosos y aun de algunos cdmulos caen dentro de este wvalor
promedio. Las mediciones se realizdron sobre tramos rectos en las
paredes anticlinales horizontales de las células, sitio en el cual
los organelos adguieren su maxima velocidad y existen menos
aglomeraciones. Sdlo se obtuvieron registros de la velocidad de
cloroplastos por las facilidades gque esto representaba, pero las
velpcidades de todos los demé&s organelos no es muy diferente
siempre y cuando el fendmeno esté en su maximo estado de

activacion.

C. EFECTO DE LA LIDOCAINA SOBRE LA VELOCIDAD DE MIGRACION DE

CLOROFPLASTOS.

52 trato de observar el efecto de la lidocaina sobre la
ciclosis de cloroplastos en células mesofilas. Se realizaron
incubaciones de tejidos en medio AFW conteniendo lidocaima pura de
Chemische Fabrik y lidocaina de Astra Chemicals a diversas
caoncentraciones (Tabla IV). Los experimentos consistieron en
incubar celulas que presentaran el fendmeno en forma normal en
medio AFPW con lidocaina durante 15 minutos. Al llegar a este
tiempo la droga se lavaba del tejido con solucidn pura AFW durante
tiempo indefinido.

Se encontrd gue el farmaco producia una inhibicidn de la
migracidn de cloroplastos con una disminucidn en su velocidad

dependiendo de la concentracidn utilizada, para ambas
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presentaciones del anestésico. Cuando ia droga se elimind del
medio de incubacidn (a los 15 minutos de tratamiento) se observod
una recuperacion casi total del proceso para la mayoria de las
concentraciones investigadas, lo gue i1ndica reversibilidad en el
efecto.

La lidocaina pura proveniente de Chemische Fabrik (fig. 15) fue
més potente que la lidocaina de Astra Chemicals (fig 16) puesto
gque se necesitaron concentraciones mas elevadas de esta ultima
presentacitdn que igualaran el efecto producido por la lidocaina de
Chemische Fabrik.

La figura 15 ilustra como la lidocalina de Chemische Fabrik
disminuyd la velocidad de migracidn de cloroplastos dependiendo de
la concentracién utilizada, con recuperacion casi total del
fendmeno cuando se elimind el farmaco de la preparacion
{concentraciones por =ncima de S mM produjeron un efecto
irreversible).

La misma disminucidn de la velocidad de migracicon de
cloroplastos se encontrd con la lidocaina proveniente de Astra
Chemicals (fig 16). Dicho efecto también fue dependiente de la
concentracion (aungque con esta presentacidn se necesitd de
concentraciones mas elevadas de farmaco) vy el proceso se reactivo
a los niveles iniciales de flujo cuando se elimind el anestésico
de la preparacion (15 minutos de tratamiento con la drogal). A una
concentracion de 20 mM del anestésico se encontrd una disminucién
por casi dos tercios de la velocidad normal de migracidn.

El resto del trabajo se realizdé Gnicamante con lidocaina de
Astra Chemicals, puesto que resultd dificil disponer del

anestésico proveniente de Chemische Fabrik.
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Dbservaciones cualitativas del proceso bajo la accion del
farmaco (lidocaina de Astra Chemicals) revelaron que los
cloroplastos durante su migracidn, aparte de disminuir su
velocidad, sufren en algunas ocasiones desorganizacidn en el
patrdn normal de flujo dependiendo de la concentracidn de farmaco
presente. Esto es manifiesto principalmente a concentraciones
elevadas, cuando se observa a los clouroplastos migrar dando
volteretas y con cierta tendencia a ocupar las paredes
periclinales de las ceélulas. Concentraciones por encima de 20 mM
inhiben totalmente el flujo y los cloroplastos quedan fijos en las
paredes antirlinales o en las periclinales cuando han salido del
cinturdn de flujo citoplasmico. Esto uGltimo lo realizan
normalmente en forma individual aunque en grupos pequefos también
es muy comin.

El nicleo al igual gQue los cloroplastos puede migrar muy
lentamente o guedarse fij)o en cualquier punto de la célula. Los
organelos de muy diminuto tamafo que acompafan al flujo
citoplasmico normalmente son los Ultimos en dejar de migrar, adn
cuando todos los demds organelos lo hayan hecho ya. Durante la
etapa de reactivacidn del proceso, al ser lavado el farmaco estos
ultimos organelos son los primeraos en comenzar a migrar
paulatinamente o incrementar sh velocidad cuando las corrientes no
han sido inhibidas totalmente. 'Ina vez que ésto ha sucedido y las
corrientes han sido restablecidas parcialmente, los cloroplastos
comienzan a migrar de su posicion fija en la pared anticlinal o
comienzan a incorporarse al fluio desde su posicidn en la pared
periclinal alcanmzandoc en poco tiempo su velocidad normal; lo mismo

sucede para los nidcleos.
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l.os eventos secuenciales del efecto de la lidocaina sobre las

corrientes citoplasmicas fueron los siguientes:

1. Alteracion en el patrdn normal de flujo de cloroplastos,
migrando en diferente positcion o dando volteretas.

2. Disminuciédn de la velocidad de las corrientes citopléasmicas.

3. Velocidad muy lenta de cloroplastos y ndcleo o inhibicidn del
movimiento de ambos, con algunas migraciones de organelos hacia
la pared periclinal.

4. Velocidad muy lenta de particulas diminutas o inhibicidn total

del proceso en general.

Cuando se elimind la droga del medio de incubacidn la

reactivacion del fendmeno se llevd a rmabo de la siguwiente manera:

1. Incremento i1nicial en la wvelocidad de particulas diminutas.

2. Imcremento o 1nicio del movimiento de cloroplastos y nidcleos
sobre corrientes parcialmente establecidas con migracidn e
incorporacién de organelos perdidos hacia la zona de flujo.

3. Normalizacidn del proceso de migracién de todos los organelos

citoplésmicos.

Aunque la reactivacicon del proceso se cumple casi normalmente
de acuerdo al patron anterior, es comin encontrar que no todos los
organelos reactiven su movimiento y pueden observarse organelos
fijos dentro de la célula despueés del tratamiento. Se eligid Z0 mM
como una concentracidn dptima en que se produjera un efecto de

consideracion sobre el proceso sin gue dafara a la célula y que
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permitier & valorar variaciones del mizmo Lagn diterentes

tratamientos

D. EFECTO DPE LA LIDOCAINA (Astra Chemicals) SOBRE LA CICLOSIS DE
CLOROPLASTOS EN PRESENCIA DE IONES SODIO, CALCIO, POTASIO Y
MAGNESIO AUMENTADOS INDEPENDIENTEMENTE, AUMENTADOS CONJUNTAMENTE Y

EN AUSENCIA DE ELLOS EN EL MEDIO APW.

El aumento individual, el aumento global y la ausencia de los
cationes contenidos en el medio AFPW en presencia del anestésico no
introdujeron variaciones de consideracion en el patrodn normal de
inhibicidan del proceso (Tablas WV, VI).

El efecto parece agudizarse ligeramente al llevarse a cabo las
modificaciones anteriores en el medio de incubacidn,; obteniéndose
una ligera disminucidn en la velocidad de migracién de los
organelos (fig 17).

La etapa de inhibicidn del proceso (15 minutos de incubacidn
con el anestésico) parece mantenerse constante independientemente
Je las modificaciones realizadas en el medio; sin embarao el
periodo de recuperacidn del proceso parece sufrir un retardo
cuando estas se llevan a cabo, principalmente al elevar en forma
glopal != composicidn idnica del medio. Bajo las diversas
condiciones 10nicas ensayadas siempre se obtuvo la recuperacion
casi total del proceso, aungque en algunaos cCasSns Se requirid de
mayecr tiempo (principalmente con el aumento en la concentracidn

10nica global).
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E. EFECTO DEL MEDIO APW (100X), AGUA DESIONIZADA, SACAROSA (114

mM) Y SODIO (116 mM) SOBRE LA CICLOSIS DE CLOROPLASTOS.

For otra parte, se observod el efecto de medios de elevada (AFW
100%, sacarovsa 114 mM y sodio 116mM) y reducida (agua desionizada)
fuerza idnica y osmotica con respecto al medio AFPW, sobre la
ciclosis de cloroplastos (Tabla VII).

Registros de la velocidad de migracidn de cloroplastos bajo las
condiciones anteriores, demostraron gue ninguna de éstas fue capaz
de alterar la velocidad normal de migracién de dichos organelos ni

el patron normal de flujo (fig 1B).

El efecto inhibitorio de la lidocaina 20 mM sobre la ciclosis
de cloroplastos de celulas vegetales, de acuerdo a todos los
resultados anteriores, parece ser independiente de la presencia o
ausencia de los iones extracelulares mas relevantes contenidos en
el medio externo de este tipo de células. El patrdn normal de
inhibicidn del fendmeno por el anestésico en el medio APW normal
(fig 16), es muy similar al patron de inhibicidén cuando la
concentracion de cada 16n especifico fue elevada 100 veces, asi
como cuando todos los iones fueron elevados en conjunto o cuando
fueron eliminados del medio totalmente (fig 17). La dnica
diferencia encontrada con la variacidn de las composiciones
ionicas en presencia del anestésico fue en el periodo de
reactivacién del proceso, cuando la droga fue lavada a los 15
minutos de tratamiento. Durante este periodo se puede observar gue
la recuperacion del fenomeno se logrd casi totalmente cuando se

variaron ciertos iones especificos o cuando fueron eliminados
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todos del medio. Sin embargo, cuando todos los iones fueron
aumentados en conjunto, se pudo observar una recuperacidn mas
lenta del proceso. Ademds el fendmeno no fue afectado por el
aumento v disminucidn de la fuerza idnica y osmotica del medio de

incubacion (fig 18).
F. EFECTO DEL pH SOBRE LA CICLOSIS DE CLDROPLASTOS.

Se tratd de observar el efecto que tiene el pH sobre la
ciclosis de cloroplastos en células vegetales (Tabla VIII).

El pH fue modificado con el propio amortiguador del medio APW
normal (TRIS-MALEATO!). La wvariacidn del pH se hizo de dos unidades
por encima y dos unidade% por debaijc del pH del medio AFW normal
(pH 7). Se incubaron las céluas en soluciones con un pH acido de §
vy con un pH basico de 9. Registros de la velocidad de migracidn
realizados a diferentes etapas (15 y 27 minutos), para los dos
valores de pH mostraron que el fendmenoc no fue afectado bajo estas
condiciones, manteniéndose una velocidad normal de migracion
durante todo el tratamiento (fig 18). La ciclosis de cloroplastaos

parece ser 1independiente del pH, en el intervalo gue estudiamos.
G. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA CICLOSIS DE CLOROPLASTOS.

Se estudid el efecto gue tieme la temperatura sobre la ciclosis
de cloroplastos de células vegetales (fig 19). Fueron realizadas
variaciones de 10 C por encima y por debajo de la temperatura
ambiente (25 C), a la que se realizaron 1la mayoria de los

experimentos. Se siguid el efecto durante casi | hora de
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tratamiento para cads valor de temperatura ensavado. Se observo
una disminucion continua del procesec, adquiriende una velocidad de
migracion de 0.7 micras/seg a los Z0 minutos de tratamiento cuando
la tempesratura fue elevada por 10® C. Es decir, a una temperatura
de Z5°C el proceso se inhibe casi totalmente sin que se recupere
cuando se regresa a la temperatura ambiente.

Este mismo efecto de disminucidn continua de la velocidad se
encontrd cuando la temperatura se disminuyo por 10® C, alcanzando
un promedio de 3.6 micras/seg, sin que se recupere el proceso
cuando se regresa a la temperatura ambiente (fig 19 . Bajo las dos
condiciones anteriores no se llega a la inhibicidn total del
proceso poar lo menos en 1 hora de tratamiento.

Temperaturac mas extremas al intervalo anterior provocoaron une

inhibicidn del proceso en tiempos mucho mas cortos v prodos-cr

ademé= algunos dafios morfoldgicos en las células.
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DISCUSION

1. RESOLUCION CON VIDEO-MICROSCOPIA.

Las algas unicelulares diatomeas tradicionalmente se han
utilizada en microscoplia dptica como patron de resolucion,
aprovechando el tipico arreglo regular que presenta su esgueleto
externo compuesto de silice.

Dicho arreglo ha sido estupendamente revelado cuando se ha
observado a traveés de diversos sistemas de video-microscopia
(Inoue 1981, Kachar 1985b). Las observaciones de Inoué (1981)
guien utilizéd el mismo especimen (Pleurosigma anguliatum) indican
que dichas estructuras se encuentran separadas por una distancia
aparente de 0.45 micras. Fachar (1983b) reportd wna distancia de
U.41 mici s entre cada fordmen de la diatomea Suriella gamna.
Nuestras observaciones revelaron que cada unidad constituyente o
fordmen se encuentra separada de otra por una distancia de 0.6
micras.

Otro patrdén estructural muy empleado para estimar la resolucion
microscéapica es la topografia membranal de células epiteliale=s. La
membrana plasmatica de este tipo de células presenta plegamientos
a manera de aumentar su superficie externa. For microscopia
electrénica de barrido se ha reportado gue los pliegues
membranales en estas células tieéen un didmetro de 0.1-0.2 micras
(vease kessel y Hardon 197%). Este patrdn corrugado, también puede
ser revelado estraordinariamente con sistemas de video aplicados a

metodos tradicionales de microscopia dptica. Nuestras



observaciones de tales especimenes con YM-CAE e iluminacidn
asimétrica (Kachar 1983b) indican que cada micropliegue posee una
anchura de 0.3 micras. Las observaciones de Allen (1981a,b) quien
utilizoé luz polarizada y contraste por interferencia diferencial
(AVEC-FOL y AVEC-DIC) revelan una anchura de 0.27 micras. De
acuerdo a las observaciones de Kachar (19BSb) la anchura de tales
estructuras es aproximadamente de (.22 micras.

Como se puede notar, los diametros de los micropliegues
obtenidos por wvideo microscopia son muy similares a los reportados
por microscopla electrénica. Esto parece indicar que a través de
sistemas de video microscopia se puede alcanzar el limite de
resoluciédn de la microscopia dptica, sin que represente un
problema el contraste de la imagen.

La diferencia encontrada en el diametro de los pliegues
membranales entre las imagenes provenientes de microscopia
electrdnica y de video microscopia, puede ser debida a gque con
este ultimo sistema de observacidn se obtienen imagenes producto
de la difraccion de estructuras, cuando se trabaja sobre el limite
de resolucidn del sistema de observacidén (microscopia dptica en
este caso). FPor esta razodn estructuras de dimensiones por debajo
del limite de resplucidn cuando son detectadas no poseen sus
dimensiones reales, aparecen con dimensiones acentuadas.

Si consideramos gue con nuestro sistema de observacidn
estructuras con diametros reales de 0.15 micras aparecen con un
diametro aparente de 0.3 micraé, posiblemente nuestro sistema
incrementa por un factor de 2 el diametro real de estas, cuando se
trabaja sobre el limite de resolucidn. Esto nos indica que obietos

de dimensiones menores a 0.3 micras observados en nuestro sistema,
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posiblemente poseen dimensiones reales que rebasan el limite de

‘resolucidn para la microscopla dptica.
11. TRANSPORTE INTRACELULAR EN CELULAS NERVIOSAS.
A. DINAMICA INTRACELULAR DE DRGANELODS.

Muestras observaciones del flujo interno de particulas en la
red de neuritas de ceélulas nerviosas en cultivo, revelaron los
mismos elementos dinamicos que componen el transporte rapido
axonal de células nerviosas {(Alberts et al. 1983). Se observd que
dichos componentes se transportaron tanto en direccidn retrégrada
como en direccion anterdérada tal y como fue descrito previamente
(Cooper y Smith 1974, Adams y Bray 1983). El tamafo y la forma de
las particulas que observamos coincide con los datos reportados
para transporte intraxonal en diversos tlﬁos de axones (Cooper ?
Smith 1974, Hammond 1977, Breuer et al. 1975). Sin embargo si
consideramos el fenomeno de difraccidn de campo cercano (Hecht
1974) detectado en nuestrp sistema de observacion (por este efecto
las estructuras aparecen infladas o aumentadas de tamafioc por
cierto factor, cuando no pueden ser resueltas con el sistema
¢ptico de trabajo) posiblemente las particulas mas diminutas que
reportamos (0.2 micras de diametro aprox.) tengan didmetros reales
mas pegueros, quizas por debajo del limite de resoclucicon de la
microscopla optica. Previamente se ha reportado gue la velocidad
de movimiento de particulas esféricas (que son las mas ;Dmunes} en
diversas clases de axones es de 0.5~-1.5 micras/seqg (Cooper y Smith

1574, Hammond 1977, Breuer et al. 1975, Goldberg y Burmeister
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19841, mismo que corresponde a la velocidad promedio gue
registramos para la mayoria de las particulas encontradas {(fig &).
For otra parte, particulas tan velocez ceomo del tipo CH observadas
(X micras/seqg aprox.) han sido escasamente reportadas, debido
gquiTas & que no siempre se les ha podide detectar en los diversos

tipos de axones estudiados.

respechto a la direccionalidad del movimiento se ha
reportado que exireten diferencias en los tipos, velocidades y
cvantidad de organelos transportados (Cooper y Smith 1974, Adams vy

Br:

v 198%, Tsukita e Ishikawa 1980). Sin embargo, segun nuestros
resultados no hay diferencias entre el transporte de organelos en
direccion retrograda v en direcci1on anter ograda en neuritas en
cultrwn figs &, 7).

Fensamos que dsto puede deberse al bajloe grado de desarrollo gue
manifrestan las células nerviosas en cultivo en la edad en gue se
hicieron los exnperimentos. Aungue ya erxisten proyecciones
crtopldsmicas que manifiestan transporte aronal, guiras algunas
propledades de éste sean diferentes a los de una célula madura,
dande los pracesos de crecimiento han concluido v la celula se
encus=ntra en un estado funcionalmente distintao.

llae diver=as formas de desplas

amrentos de organelos que
encontramas (constante, arranque y frenado, de arrepentimiento,
dudasa) fig 9, son caracteristicas del clasico movimiento

allator o descrito para el transporte de particulas axonales
T P =1

(Forman 178%8h) .
De acuerdo a nuestros resultados vy a los datos reportados
praviamente parsce existir una correlacion entre tamafo, velocidad

v facilidard de desplazamientn de organelos. puesto que entre mas
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pequeno sea éste, mayor wvelocidad adguiere vy se dificulta menos su
desplazamiento. Como ejemplo podemos citar a las particulas de
tipo CH, gue son las mas pegueras, las mas rapidas y las gque
manifiestan casy siompre un patron de desplazamiento de tipo

constante.

B. EFECTO DE LA LIDODCAINA SOBRE EL TRANSPORTE AXONAL DE ORGANELOS.

Desde hace tiempo se observd que los anestesicos locales,
aparte de su accidn bloqueadora sobre la transmision de sefales
electricas en celulas nerviosas, podian tener efectos sobre otros
procesas, como el transporte interno de materiales {(Fink et al.
1977). El wiecto sobre este proceso se manifiesta como una
inhibicion del transporte interno dependiendo de la dosis de
farmaco presente y del pH en el cual se encuentre la molécula
(Fink etal. 1972, Lavoie 198Za). Estas observaciones provienen de
estudios realizados fn vive e 1n vitro en los cuales se comprobd
en forma indirecta la inhibicidn del proceso de transporte; es
decir, con registros de ‘marcas radiocactivas a lo largo de axones
en células gque praviamente hablan sido inyectadas con aminodcidos
marcados en el soma neural vy expuestos posteriormente al
ane=tésico local (Fink et al. 1972, Lavoie 198Za). Sin embargo, no
exi1stia algun gstudio en el cual fuera comprobado en forma directa
al efecto inhibitocio sobre el transporte i1ntracelular de
arganelos en células nerviozas.

l'e acuerdo a nuestros resul tados (figs 10, 11), comprobamos por
va2e o primeEra en forma visual gque la lidocaina produce una

inhibicidn del transporte bidireccional de organelos en celulas
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nerviosas, efecto que depende de la dosis de farmaco empleada. En
nuestro modelo celular de trabajo (neuritas en cultivo) el efecto
se obtuvo con dosis bastante menores (figs 10, 11) a las
reportadas en otros modelos celulares de transporte axonal (Fink
et al. 1972, Lavoie 1%8Za,b). Ein embargo, el efecto inhibitorio
encontrado fue irreversible para todas las concentraciones
estudiadas a lo largo del tiempo total del experimento. Esta
irreversibilidad puede ser debida a que el tiempo de lavado de la
droga (1 hora) haya sido insuficiente para eliminarla de sus
sitios de anclaje en la membrana, suponiendo que sea éste su sitio
de accién, puesto que en algunos otros modelos celulares de
transporte axonal se ha obtenido la recuperacidn cel proceso
después de varias horas de lavado del anestésico (Aesheim et al.
1974, Fink y Kish 1976, Fink et al. 1972).

Nuestras observaciones del efecto inhibitorio revelaron cémo el
transito bidireccional interno de particulas fue arrestado sin que
haya selectividad del efecto en cuanto al tipo de organelo o a la
direccion de flujo en particular. En ambas direcciones de
transporte la disminucidn en la velocidad de migracidn de los
organelos en presencia del anestésico fue dependiente de la
concentracidén y no hay selectividad en el efecto para los diversos
tipos de organelos encontrados (fig 11).

Durante la etapa de inhibicidn del proceso de transporte
intracelular, pudimos observar epn forma cualitativa cémo los
organelos paulativamente van perdiendo velocidad y disminuye el
numero de ellos en movimiento, cesando casi por completo con el
paso del tiempo los desplazamientos de tipo constantes, vy

predominando preferencialmente desplazamientos lentos de arrangue
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y frenado: se aprecia una mayor dificultad en el movimiento de
organelos, como si encontriaran mayor resistencia durantz su
desplazamiento, hasta que se llega finalmente a mantener cierto
movimiento de tipo dudoso o a la inhibicidn total del fendmeno.

Aungue ﬁéscrihimoﬁ algunos aspectos cuantitatives y
cualitativos del efecto de los anestésicos locales, es necesario
realizar estudios mas detallados sobre la inhibicidén ya confirmada
del proceso, gue proporcionen mayor informacidn al respecto.

Los resultados obtenidos confirman la inhibicidn del transporte
axonal producido por anestésicos locales como un efecto
independiente a su accidn anestésica. Dicho efecto se suma asi a
las tantas evidencias existentes sobre una accion blogueadora
general de diversos procesos de motilidad celular por anestésicos

locales (Fink et al. 1972, Lavoie 198B2a,b, Mondragdn 1986).

111. CORRIENTES CITOPLASMICAS EN CELULAS VEBETALES.

Las células mesofilas de Vallisneria sp. resultan ser un
excelente modelo bioldgico para el estudio de las corrientes
citoplasmicas; la facilidad comn que se pueden obtener estas
celulas y las ventajas que ofrece el trabajar con ellas, como se
describid en los resultados, favorece el analisis directo de dicho
fenomeno.

En nuestros experimentos la induccidn del fendmeno se hizo en
forma fotocinética, aunque ha sido reportado que la estimufacibﬂ
puede ser guimiocinética (Takagi y Nagai 1983, Yamaguchi y Nagai
1981). Nuestras observaciones del flujo citoplasmico revelaron la

mayoria de los organelos y estructuras gque se encuentran
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involucrados en las corrientes citoplasmicas de células vegetales
‘en general. Se observaron cloroplastos, nuclecos, mitocondrias y
particulas endoplésmicas como lo hicieron Takagil y Nagai (1983),
Yamaguchil v Magai (1981, con microscopia dptica vy electronica en
celulas mesdfilas y epidermales de Vallisneria gigantea
respectivamente. Observamos ademas una gran cantidad de filamentos
motiles de 0.66 micras de didmetro que acompanan al flujo
citoplasmico, dichas estructuras en movimiento no habian sido
descritas en cvélulas de Vallisneria sp.

Elementos del citoesgueleto como paquetes de microtilamentos de
actina, vistos en Vallisneria por microscopia electrdnica (Takagi
v Magail 1982, Yamaguchi y MNagail 1981) y en otros tipos de ceélulas
vegetales como Mitella (Nagair y Rebhun 19866, Falevitz y Hepler
1973, Nagai y Hayama 197%a, Falevitz et al. 1%74) vy Acetabularia
(Dazy et al. 1981) no pudieron ser observadas con nuestro sistema
de videomicroscopia.

Se penst al principio gue los filamentos delgados que
encontramos podrian ser paquetes de microfilamentos, debido a su
estrecha asociacion con los demds organelos que acompanan el flulo
citopldsmico. Sin embargo, esta idea 1nicial se descartéd de
acuerdo a los hallasgos de Allen (19810, Allen y Allen (1982)
gquienes encontraron redes filamentosas de caracteristicas muy
similares en células epirdermales de cebolla, empleando microscopia
AVEC-DIC.

Estas redes filamentosas han si1do observadas también
inmedlatamente debaijio de la membrana plasmatica en el citoplasma
de células de dcetabularia, proponiéndese gque podrian ser

cisternas do reticulo endoplésmico (RE) ,{(Allen 1983). El altimo
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hallazgo de Allen y Brown (1983 sugiere gue dichas redes
filamentosas al emitir fluorescencia en presencia de
clorotetraciclina (CTC) presumiblemente contienen calcio, lo que
indica seguramente gue estas estructuras funcionan como
reservorios intracelulares del cation, papel que normalmente es
dessnperado por 1 RE. Estas observaciones confirmaron la
eristencia de una dinamica red filamentosa (FEN) de RE en ceélulas
vegetales. Con estos hallazgos v las observaciones de Yamaguchi y
Magai1 (1981) guienes encontraron cisternas de RE en celulas de
Vallisneria gigantea por microscopia electrdnica, podemos pensar
que los filamentos motiles gue observamos, mas gque posibles
elementos del citoesgueleto, deberian ser redes filamentosas
dinamicas (FENs) de FE, éxmxlares a las encontradas en células
epidermales de cebolla (Allen y Brown 1988). Dicha afirmacion solo
serd confirmada cuando se realicen mayores estudios para su exacta
identificacidn.

La velocidad de flujo citoplasmico en células vegetales muestra
gran variacion de un tipo celular a otro. FPara Nitella se ha
encontrado gque en el endoplasma mdatil subcortical muchas
particulas incluyendo el ndcleo migran a una velocidad de 100
micrasrsseg en forma unidireccional (Stebbings v Hyams 1979, Allen
y Allen 1778). 5in embargo en estas mismas células particulas
exogenas unidas covalentemente a miosina e i1ntroducidas
directamente a la ceélula exhiben movimiento unidireccional a una
velocidad de 2 micras/seg (Vale &t al. 1984). En células
filamentosas como Trandescatia, Urtica, Gloxinia, Cucurbita,
Campanula, y Saxitraga las velocidades de flujo van desde un

movimiento levemente perceptible hasta una velocidad de 40
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micras/seg (Allen y Allen 1978). En células cultivadas de tejidos
de Fuphobia se realiza un movimiento unidireccional vy
bidireccional de organelos a una velocidad de 0-19 micras/seg
{Allen v Allen 1978); en Caulpera filas de cloroplastos se mueven
circadianamente a una velocidad de Z-5 micras/seg (Allen y Allen
1978).

Organelos como cloroplastos, mitocondrias y otras particulas se
transportan a una velocidad de 1-10 micras/seg en Acetabularia
(Allen v Allen 1978). En células epidermales de cebolla particulas
esfericas v mitocondrias migran a una velocidad de Z-5 micras/seg
(Allen y Brown 1988). En ceélulas mesdfilas de Vallisneria, Takagi
y Nagai1 (1985) reportaron que el flujo de nucleos, cloroplastos y
particulas citoplasmicas se realizaba a una velocidad de 10-20
micras/seq.

La gran variacidén en el grado de velocidad de las corrientes
citoplésmicas en general descrita anteriormente, puede deberse a
caracteristicas especificas de cada organismo, pluesto que los
datos mostrados corresponden a diversos patrones de flujo —
corrientes rotacionales, circulatorias, multiestriadas, etc.
(Allen y Allen 1978)~ a factores tales como pigmentos encargados
en la percepcidn de la sefal luminosa (Haupt 19B2), a
caracteristicas propias del endoplasma, organelos, v a la
estructura del aparato motor en particular. Los elementos
involucrados en la regulacidn del procesc pueden ser también
responsables de ésto.

Nuestros resultados obtenidos sobre la migracidn de
cloroplastos en celulas mesofilas de Vallisneria sp. indican que

la velocidad registrada (16.34 micras/seg SD= 4, n= 90)



corresponde al intervalo reportado anteriormente en Vallisneria
gigantea (Takagi y MNagai 1985), la velocidad de los demas

organelos gue se encontraron -ndcleos, mitocondrias, particulas
esféricas—, aungue no se muestra, fue similar o ligeramente mas

lenta gue la registrada para cloroplastos.
A. EFECTO DE LIDDCAINA SOBRE LAS CORRIENTES CITOFLASMICAS.

La lidocaina es un anesteésico local que inhibe la transmisién
de sefales eléctricas en células nerviosas (De Jong 1977). El
anestésico actida a nivel de membrana plasmatica interfiriendo con
los flujos 1dnices producidos durante la depolarizacidn de la
misma (De Jong 1977). Esée efecto no es el dnico que produce el
farmaco; se ha encontrado que puede afectar otros procesos
celulares independientemente de su accidn anestésica, como el
transporte rapido intracelular en ceélu!as nerviosas (Fink et al.
1972). Al aplicar el anestésico en otros modelos intracelulares de
transporte, como la migracidn de granulos pigmentarios en células
retinsles (Mondragén 1986), se encontrd la misma inhibicidén del
transporte interno tal como la describid Fink et al. (1972).
Nuestros experimentos concuerdan con estos resultados, puesto gque
al aplicar lidocaina a celulas mesofilas de Vallisneria sp.,
similarmente se inhibieron las corrientes internas dependiendo de
la concentracion de farmaco utiljzada. Dicha inhibicion fue
reversible, como mostrd Fink et al. (1972) y Mondragdn (1986)
cuando la droga es eliminada del medio de incubacion. La

inhibicidn del procesoc por tanto, no es debida a una accién tdxica
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del farmaco puesto gque la reversibilidad de éste nos indica que el
efecto puede ser especifico en forma transitoria (figs 15, 1é).

La observacidn anterior es la primera evidencia existente de la
inhibicién de las corrientes citoplasmaticas en células mesdfilas
de Vallisneria por anestésicos locales.

Los resultados obtenidos se suman asi a las muchas evidencias
existentes de una posible accidn blogueadora general de los
anestésicos locales sobre los fendmenos intracelulares de

transporte.

B. MECANISMO DE ACCION DEL EFECTO INHIBITORIO.

For los antecedentes que se tenian del modo de accidn del
farmaco en otros modelos celulares, como se menciliono
anteriormente, la estrategia seguida para esclarecer el mecanismo
de accion del efecto inhibitorio encontrado sobre la ciclosis de
cloroplastos fue evaluar el efecto del anestésico bajo diversas
condiciones idnicas en el medio de incubacidn. Como los resultados
lo indican (fig 17} la respuesta encontrada fue siempre constante
y tanto la variacion selectiva, como la ausencia o0 la accion
conjunta de las principales especies idnicas (kg‘ﬁg'ﬂ Naf ca® no
introdujeron alguna variacidn de consideracion en el patrén normal
de inhibicidn producido por lidocaina 2O mM (fig 1&6).

S6lo se obserwvaron algunas diferencias durante la etapa de
recuperacion del fendmeno cuando la droga era eliminada del medio,
retarddndose ligeramente el reestablecimiento del proceso. Este
efecto se encontrd principalmente cuando se elevaron los niveles

idnicos en forma global.
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El efecto inhibitorio de la lidocaina no puede ser debido a una
accion plasmolizante de la ceélula, producto de la adicion del
farmaco ¢ de la elevacidn de la composicién idnica, puesto que al
incubarlas solo en medic AFW (100X), en Sacarosa 114 mM y Sodio
116 mM (para una fuerza idnica y osmiatica muy superior al medio
AFW normal) se mantuvieron inafectadas las corrientes
citoplasmicas durante mucho tiempo (> 1 hora), {(fig 18). De la
misma manera, posibles estados de turgencia por incubacidn de las
células en agua desionizada durante bastante tiempo (> 1 hora) no
afectaron el patrdn normal de flujo citoplasmico (fig 18).

Efectos debidos a una variacidn del pH producto de la adicién
del anestésico son improbables, puesto gue la solucidn final
siempre fue ajustada al pH fisioldgico del medio normal AFW (7.0).
Nuestros resultados ademds indican que variaciones de pH, al menos
en el rango gue probamos (5.0-9.0), no tienen efectos de
consideracion sobre el patrdén normal de flujo citoplésmico (fig
18).

El mecanismo de accién del anestésico sobre las corrientes
citoplésmicas en este modelo celular parece ser independiente de
la presencia o ausencia de las especies idnicas mas relevantes del
medio de incubacion, descartando asi la posibilidad gque ha sido
propuesta (Mondragdn 1986) de que el efecto del anestésico se
asocia a un flujo selectivo de iones hacia el interior de la
célula. Dicho influjo podria tener alguna accidn reguladora sobre
el fendmenoc de transporte internd, papel gque en muchos casos ha
sido adscrito al calcio, por su labor de segundo mensajero. En
estas células en particular, se ha reportado que dicho idén parece

ser uno de los principales agentes reguladores del proceso, puesto
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que cuando su concentracidn i1ntracitoplasmica se eleva por encima
de 10°%M produce un efecto inhibitorio (Takagi y Nagai 1984). Si
el anesteéesico hubiera tenido una accidn permeabilizante sobre la
membrana, cuando elevamos la concentracidn externa de calcio en
presencia del farmaco, hubieramos obtenido este ultimo efecto; sin
embargo, para ningun 16n especifico ocurrio tal cosa.

Lo anterior nos hace pensar que en nuestro modelo de estudio en
particular, el anestésico no actila a nivel de membrana plasmatica
como agente desestabilizante. De acuerdo a los resultados
obtenidos, posiblemente su sitio de accidn sea mas alla de la
membrana plasmadtica, radicando quizas en alguna o algunas
estructuras intracitoplasmicas. Con los antecedentes existentes
acerca de las propiedades fisicoguimicas de la moleécula
anestésica, su alto grado de liposolubilidad (De Jong 1977) v la
existencia de posibles sitios de alnjami?ntn ¢ receptores de ésta
en la membrana plasmatica (De Jong 1977), puede ser que el efecto
inhibitorio encontrado no sea asociado a la desestabilizacion de
esta estructura, sino mas bien puede ser producto de la activacidn
o desactivacidn de algunos otros componentes asociados, como
proteinas constitutivas de la membrana u otros elementos que
funcionen como segundos mensajeros o que sirvan de anclaje a otras
estructuras citopléasmicas como los elementos del citoesqueleto,
que en estas ceélulas en particular se encuentran en una regidn
inmediata a la membrana plasmatica (Takagi y Nagai 1983, Yamaguchi
y MNagai 1981). Este efecto seria de consideracidn si tomamos en
cuenta que la matriz citopldsmica constituida principalmente de
filamentos de actina en gran variedad de células vegetales, ha

sido involucrada directamente como componente esencial del aparato
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de propulsidén de organelos y particulas (Yamaguchi y Nagai 1981,
Ishigami y Nagai 1980, Nagai y Fukui 1981, Takagi y Nagai 19873,
Allen y Brown 1988, Vale et al. 1984). La desestabilizacidn de
dichas estructuras posiblemente traerla consigo el desensamblaje
del aparato motor llevando a la inhibicidn del proceso. Ishigami vy
Nagai (1%80) encontraron que al aplicar citocalasina B a células
de Vallisneria las corrientes citopldsmicas se inhibian, y la
direccidn inicial de flujo en ocasiones se invertia cuando el
proceso se reestablecia al lavar la droga del medio. Esta
inversion de la direccidn de flujo, segun ellos, se debia a que
posiblemente los filamentos de actina llegaban a despolimerizarse
totalmente mientras estuviera presente la droga. Cuando se 1lavaba
ésta del medio, los filamentos podian repolimerizarse en cualquier
sentido y en algunas células la direccidén inicial de flujo podria
invertirse al cambiar el sentido de la repolimerizacidén. De
acuerdo a esto la posible desestabilizacidn del citoesqueleto como
explicacidn que damos del efecto inhibitorio del fendmeno motil,
no llega a un grado de depolimerizacion del citoesqueleto, puesto
que nunca observamos inversitn de la direccidn inicial de flujo
durante los tratamientos.

51 consideramos la posibilidad de gue el anestésico se
introdujera al interior de la célula, los sitios mas probables de
accian podrian ser primeramente los elementos que constituyen el
aparato motor, como serian los pagquetes de microfilamentos de
actina, que parecen ser la estructura guia por la cual los
organelos y particulas son desplazadas (Vale et al. 1984, Kachar

1985a) o a los organelos y vesiculas gue son arrastradas en
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asociacion con los filamentos fijos de la matriz {(Vale et al.
'1‘?84, Kachar 1985a).

For los antecedentes que existen sobre la accidn reguladora que
tiene el calcio citoplasmico sobre el fendmenc de transporte en
este tipo de células (Takagi y Nagai 1983,1985,1986) y en otras
mas (Kikuyama y Tazawa 198Z, Vale et al. 1984, Fukui y Nagai 1985,
Kachar 1985a), podemos considerar gue aungue aparentemente la
accidn inhibitoria del farmaco no fue producto de un flujo masivo
de calcio hacia el interior de la célula, si pude haber sido por
una liberacion interna de calcio, por parte de algunas estructuras
gue funcionan como reservorios intracelulares del cation,
principalmente 2l tonoplasto (Kikuyama v Tazawa 1982) y de los
posibles elementos filamentosos motiles observados, si los
consideramos como posibles FENs de RE (Allen y Brown 1988). Esta
afirmacién no sdlo se basa en nuestras observaciones, puesto que
se han visto cisternas de RE previamente en el citoplasma de
Vallisperia gigantea, a través de microscopia electronica
(Yamaguchi y Nagai 1781).

Los fendmenos de dinamica intracitoplasmica en general dependen
dramaticamente del aporte energétice interno de la ceéelula (Adams
1982, VYale et al. 1984, Kachar 1985a, Ochs 1974, Ochs y
_Hollingsworth 1971). Cabe la posibilidad de que el efecto
inhibitorioc del flujo gue se encontrd, sea producto de una
interferencia con el metabolismo celular, viéndose comprometido el
aportelde energia metabolica gue requiere el proceso para 1leva;se.
a cabo {(véase Fink y Kish 19746, Lavoie 19B2a,b, Fink et al. 1972).

La dependencia metabdlica se confirma al inhibirse el proceso

cuando la temperatura es disminuida (fig 19). De la misma manera



el aumento de ésta inbhibe el proceso de tramsporte, posiblemente
por la inactivacidn o desnaturalizacidn de ciertos componentes
esenciales del aparato motor (fig 19).

La dgltima posibilidad gue consideramos sobre =21 efecto
inhibitorio del fenomeno por anestésicos locales es a nivel de
pigmentos fotoreceptores, puesto gue como proceso fotocinético
{Haupt 1982) la estimulacidn del flujo citopldsmico involucra la
percepcion de la sefal luminosa, traduccién y procesamiento de las
mismas, interviniendo cambios en las moléculas receptoras (Haupt
1982) principalmente fitocromos (Takagi y Nagai 1985). La
interferencia en alguna etapa del proceso general fotoinductor
traeria consigo alteraciones en la sefal de traduccién gue

estimula ¥y controla el aparato motor.
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CONCLUSIONES

El sistema de video-microscoplia de contraste acentuado
electrdnicamente, empleando iluminacidn asimétrica, resulta ser
una excelente herramienta para el estudioc de fendmenos

celulares de complicada observacién.

Comprobamos en forma directa el efecto inhibitorioc que tiene la
lidocaina sobre el transporte intracelular en ceélulas
nerviosas. El efecto inhibitorio depende de la concentracidn
del anestésico wtilizada y fue de tipo irreversible en los

tiempos ensayados.

La lidocaina produce una inhibicion dF la ciclosis de
cloroplastos en células vegetales. La inhibicidn del proceso
depende de la concentracion empleada del anestésico y es de

tipo reversible.

La inhibicidén de la ciclaosis de cloroplastos por lidocaina es
independiente de la presencia o ausencia de las especies

idonicas contenidas en el medio de incubacidn (APW).
La inhibicién de la ciclosis de cloroplastos por lidocaina,
parece ser debida a una posible accidn intracelular de la

molécula, mds que una accidn sobre la membrana plasmatica.

La ciclosis de cloroplastos es sensible a la temperatura y no
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es afectada por cambios de pH o por variaciones de la

fuerza idnica y osmdtica del medio de incubacidn.
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Fig.

1.

Sistema de video—microscopia de alta resolucidn.
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Fig.

2. Esguema del sistema de perfusidn.
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Fig.

Video-micrografias del alga Fleurosigma angulatum.
Ubservaciones realizadas con wun obietivo 40X, AN=

2600X. Bar. 9 micras

0. 66,
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Fig.

4.

Video-micrograflias de células de epitelio bucal humanco.
Observaciones realizadas con un pbjetivo 40X, AN= O, &,
Z2B00X. Bar. S5 micras en (a). Con un objetivo 100X, AM=

1.25, 6500X. Bar. 2 micras en (b) y (c).
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Fig.

5.

84

Secuencias de video—-micrografias gue ilustran el
movimiento de organelos en neuritas de células
nerviosas de ave cultivadas in vitreo. En la secuencia
fa)={e) se muestra como se desplara un organelo
esférico (flecha negra) con respecto a otro organelo
esferico estatico (flecha blanca) en la mas

superior de un grupn de neuwritas. La secuencia (1)-(3)
tlustra como un organelo de forma alargada u oval migra
caon respecto a un organeln estatico de forma esférica
en la neurita central de la i1magen. Las secuencias
(a)—(e) y (1)-(3) se obtuvieron con un objetivo 100X,

AN= 1.25, 7500X.
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Fig.

b.

Tipos, formas y velocidades de particulas migrando
internamente en la red de neuritas de células nerviosas
de ave cultivadas in vitro. Se puede apreciar gue no
existen diferencias en cuanto al tipo y velocidad de los
organelos con respecto a las dos direcciones de flujo, vy
parece existir una correlacidn entre tamafo vy

velocidad de los organelos.
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Fig.

Tu

Distribucidn de! tranmsporte de organelos con respecto

a la direccion de flujo en células nerviosas en

cultivo.

Los datos estan expresados en porcentajes del

numero total de organelos estudiados.
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TIPO DE FARTICULA ANTEROGRADA RETROGRADA
CH 7.4 12.6
I 25.8 24.7
G 4.8 9.1
Mt L | 8.0
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Fig. 8., Secusncila de video-micrografias que ilustran el
transporte 1ntracelular bidireccional simul téneo en
neuronas de ave cultivadas in vitro. EI lapso total
comprendido entre los cuadros (a) v () es de 12,5
segundos, de acuerdo a la siguiente cronometria:z
ta) O3 (b) 13 () 1.33 (d) 33 (=) 53 (f) 12.5. La gran
estructura alargada que aparece en el campo s una
prolongacidon de una célula nervicosa o neuwrita de
s6la Z.4 micras de ancho, dentro de la que pueden
distinguirse varios organelos intracelulares. Hay dos
organelos gue permanecieron estacionarios durante el
periodo de ohservacioni una vesicula o particula
situada cerce del borde inferior en todas las
micrografias, vy una larga varilla sobre el margsn
derechao de la neurita, que probablemente repressnta & uno
o dos microtubulos. Otros tres organelos —dos
mitocondrias (flechas blancas) vy una wvesicula o
particula {(flecha negral)- se desplazaron
longitudinalmente en sentidos opuestos durante este
mi=mo lapso. Ubseérvese como la particula descirende
rapidamente & lo largo de la neuwrita, ¥ a su paso
aparta y deforma a la mitocondria gque viaja con menor
velocidad en el mismo sentido. Al mismo tiempo, la otra
mi1tocondrio migra con relativa lentitud emn swentido
contraric hasta encontrarse con ia particula
descendente. En ambos cascs las mitocondrias parecen
ceder "derecho de paso” a la particula, gue no se

aparta de la vecindad del microtidbulo marginal. Un



sequndo mocrotubule, que parece i1nmovil en las
primeras fases de la secuesncia, ha ascendido y se curva
ligeramente hacia la izguierda en (f). La secuencia se

obtuvo con un obistive 100X, AN= 1.25, 7500X.
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Fig.

7. Tipos de desplazamientos de organelos cbservados en

ceélulas nerviosas en cultivo:

a) Movimiento constante. Es un trayecto continuo de
particulas, sin gue detengan su marcha por una gran
distancia.

b} Movimiento de arranque y frenado. Se componeg de
desplaramientos continuos con etapas de tiempo en gue
permanecen estaticas.

c) Movimiento de arrepentimiento. Con las
caracteristicas del movimiento anterior, inveolucrando
ademas cambios en la direccidn de flujo.

d) Mavimierto dudoso. Leves desplazamientos no muy

perceptibles al oscilar las particulas lateralmente.
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Fig.

10,

Efecto de lidocalina sobre el tranmsporte intracelul ar

en neuronas. Fodemos apreciar gue la lidocalna produce

una disminucian en el numero de organelos que

atraviesan por un punto a

lo largo de la neurita. Dicho

efecto es dependiente de la concentracidn de farmaco

empleada.

Aungque 21 anestésico se lavd a los cinco minutos,

cuando se ensayd a una concentracidn de 0.1 mM, o a

los guince minutos cuando
concentracidon de .01 mM,
recuperacion del proceso.
normalizada expresando en

particul as.

se ensayd a una
nunca se obtuvo la
La grafica fue

porcentale el numeroc de
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Fig.

1l.

Efecto de la lidocaina sobre la velocidad de

migracion de organelos en neuritas en cultivo. Se puede
apreciar una disminucion en la velocidad de migracion
de organelos dependiendo de la concentracion de

tarmaco empleada y no existe selectividad en la
disminucién de la velocidad para los diferentes
organelos. Aungue no se muestra en la grafica, el

fendmenc nunca se recuperd al lavar el anestésico.

98



99

Velocidad (Mm/seg)

==== LID 0.07 mM

e — LD 0.4 mM
® CH
o M
A 6
Obl— ! 1
0 15 30

Tiempo (min.)



100

Fig. 12. Filamentos citoplasmicos (flechas) comigrando con
cloroplastos en ceélulas mesdfilas. Observacidn

realizada con un obietivo 20X, AN= 0.5, 13500X.
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Fig.

13.

Secuencia de video—micrografias donde se pueden
apreciar cloroplastos desplazandose sobre la pared
celular de células vegetales. La flecha negra serala
a un grupo de cloroplastos de diferente tamafo migrando
velozmente a lo iargc de la pared celular vy rebasando a
un cloroplasto individual (flecha blanca) gue migraba
mas lentamente en la misma direcFidn.

lLa direccion de flujo fue hacia la derecha en la
ceélula inferior, mientras que en la célula superior
fue en direccion opuesta. Ubservaciones realizadas
con un obhietivo 20X, AN= 0.50, 1500X. Bar. 10 micras en

{a), (b) v ().
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Fig. 14. Ubicaci1dn de las paredes anticlinales y periclinales en
cealulas mesdfilas {(a) Plano anticlinal; (k) Flano

periclinal.
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Fig.

15. Efecto de la lidocaina (Chemische Fabrik) sobre la

velocidad cde migracidn de cloroplastos. La lidocaina
produjo una disminucion en la velocidad de migracidn
de cloroplastos dependiendo de la concentracion de
farmaco empleada. Dicho efecto fue revertido cuando la
droga se elimint® del medio de incubacidn. Cuando se
utlilizaron concentraciones del farmaco de 3 y § mM,
dicho efecto fue revertido al eliminar el anestésico a
los 15 minutos de haber sido administrado. 51 el
farmaco no era eliminado de las ceélulas el efecto no
se revertia. Concentraciones mas elevadas del
anestésico (10 y 20 mM) inhibian por completo la
migracion de cloroplastos, sin que se revirtiera este
efecto al ser eliminada la droga del medio de

incubacion.
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Fig.

16.

Efecto de la lidocaina (Astra chemicals) sobre la
velocidad de migracidon de cloroplastos. Se puede
obhservar un patrén de inhibicidn similar al producido
por el anestésico proveniente de Chemische Fabrik, con
la recuperacion de la velocidad inicial casi por
completo al ser lavada la droga. Sin embargo, la
lidocaina de Chemische Fabrik parece producir el efecto
a toncentraciones mas bajas gue el anestésico de

Astra Chemicals.
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Fig.

17

Efecto de la lidocaina (Astra Chemicals) sobre la
velocidad de migraciodn de cloroplastos bajo diversas
condiciones ionicas en el medio de incubacidn. La
variacion en la éompDSLCicn idnica no i1ntrodujo
modificaciones en el patrédn normal de inhibicion
del proceso, sin embargo durante el periodo de
recuperacidn de eéste cuando fue lavada la droga, se

puede observar cierto enlentecimiento, aunque la

velocidad parece alcanzar sus niveles normales de flujo

con el paso del tiempo.
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Fig. 18. Efecto del pH y medios de diversa composicidn idnica
sobre la velocidad de migracion de cloroplastos. La
velocidad de migracidn parece no ser afectada por
cambios de pH vy por variaciones de la fuerza i1dnica vy
osmética en el medio de incubacidn, al menos durante

casi 0 minutos de tratamiento bajo estas condiciones.
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Fig.

19.

Efecto de la temperatura sobre la velocidad de
migraciotn de cloroplastpos. Variaciones de 10° C por
encima y por debajo de la temperatura normal disminuyeron
la velocidad de migracidn e inhibieron el proceso de
transporte por completo al prolongarse por casi 20
minutos la incubacidn de las células bajo estas
condiciones. Al regresar a la temperatura normal 30
minutos después del tratamiento, es imposible

reestablecer el fendmeno.
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TABLA 1. Composicién 16nica de la solucidn Hanks para

células nerviosas.

COMPUESTO CONCENTRACION (%)
NaCl 0.8
KLl Q.04
CaCle 0.014
MgS0, a.01
MgCl, 0.01
Na, HPO, 0. 006
KH, POy 0. 006
GLUCDSA 0.1
ROJO DE FEMOL 0.002
NaHCO 5 0.035

#* ajustando a pH 7.2-7.4 la solucidn final
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TABLA II. Composicidn idnica del medio AFW para

celul as vegetales.

COMPUESTO CONCENTRACION (mM)
KC1 0.05

rali 0.2

Ca by ig 0.1

Mg (Nig 1y 0.1
TRIS-MALEATO 0.02

* ajustando a pH 7 la solucidn final
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TABLA 111. Concentraciones de lidocaina ensayadas en

solucidn Hanks de células nerviosas

CONCENTRACION (%)

COMPUESTO #S0OL 1 #50L 2 *S0L = *S0L 4
NaC1 0.8 " W @
KC1 0.04 " " i
CaCl, 0,014 " " "
MgS0y 0.01 ? " "
MgClg 0.01 " "
NaHFO Q.004 " von "
KHyFOy 0. 006 " " n
GLUCOSA 0.1 " " i
RDJD DE FENOL 0.002 » " o
NaHCO ¢ 0.035 , L "
LIDOCAINA °Q. 01 °0.07 °0.1 °1

* ajustando a pH 7.2-7.4

® concentracidn milimolar
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IV. Concentracidnes de lidocaina ensayadas en

medio AFW de celulas vegetales.

ANESTESICO DISUELTO EM MEDIO APW

CONCENTRACION (mM)

SOLUCIONES CON LIDOCAINA

DE ASTRA CHEMICALS 2 S =] 14 20

SOLUCIONES CON LIDOCAINA

k)
]

DE CHEMISCHE FABRIK 10 20
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TABLA V. Ensayo de lidocaina aumentando (100X) las
concentraciones idnicas del medio APW en forma

individual.

COMPUESTO *S0L 1 *S0L 2  =SOL 3 *S0L 4
KC1 5 - 2 -
NaCl - 20 — -
Ca(NDy), - - 10 -

Mg (ND, )y - - = 10
TRIS-MALEATO Q.02 0,02 0.02 0.02

L IDOCATNA 20 20 20 20

* ajustando a pH 7
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TABLA VI. Ensayo de lidocaina aumentando las concentraciones
1onicas del medio AFW en forma general (S50L 1)

y excluyvendo par completo los 1ones existentes

(SOL 2.

CONCENTRACION (mM)
COMPUESTD *S0L 1 #S0L 2
KC1 S -
NaCl 20 e
Ca(MNdqyly 10 -
Mg (NDg)y 10 -
TRIS-MALEATO 0.02 i
L.IDDCAINA 20 20

# ajustando a pH 7
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TABLA VI1. Ensayo de soluciones de diferente fuerza i1dnica

vy osmética

*50L 1 *50L 2 #*S0L 3
Medio AFW (100X) SACARDSA 114 mM NaCl 116 mM
EC1 5 mi TRIS- TRIS~
MALEATO 0,02 mM MALEATO 0,02 mM
Naltl 20 mM

Ca(NOaly 10 mM

Mg (NOq)a 10 mM

TRIS=
MALEATO 0,02 mM
REDUCIDA FUERZA IONICA Y OSMOTICA
sOL 4
AGUA DESIOMIZADA

* ajustando a pH 7
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TABLA VIII. Variacioén del pH en el medio AFW de células

vegetaies.

CONCENTRACION (mM)

COMPUESTO SOL 1 (pH ) SOL 2 (pH 9)
KC1 0.05 0.05
NaC1 0.2 0.2

Ca (NG} 0.1 G.1

Mg (NOy )y 0.1 0.1
BUFFER DE MALEATO 11.4 -

BUFFER DE TRIS = 11
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