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RESUMEN 

Los anestésicos locales son compuestos muy utilizados durante 

la práctica clínica, sin que se tenga conocimiento de posibles 

efectos colaterales durante su aplicación. Desde hace tiempo se 

demostró en forma indirecta que los anestésicos locales inhibían 

el proceso de transporte intracelular en células nerviosas, cuando 

eran empleados a ciertas concentraciones. Recientemente se 

encontró que estos compuestos inhiben algunos otros tipos de 

procesos de transporte intracelular, como es la migración de 

gránulos pigmentarios en células retinales, habiéndose propuesto 

una acción inhibitoria general de dichos compuestos sobre los 

procesos de transporte interno. 

Utilizando un novedoso sistema de video-microscopia pudimos 

observar por primera vez como el tráfico intracelular de organelos 

en células nerviosas en cultivo es inhibido cuando son incubadas 

éstas en presencia del anestésico. Dicha inhibición se lleva a 

cabo a concentraciones muy por debajo de las usualmente ya 

reportadas. 

La misma inhibición del flujo interno de organelos fue 

encontrada cuando el anestésico se aplicó a otro fenómeno de 

motilidad intracelular, corno son las corrientes citoplásrnicas de 

células vegetales. El efecto inhibitorio para ambos procesos de 

transporte fue dependiente de la concentración y al menos para 

células vegetales fue de tipo reversible. 

El análisis del efecto del anestésico bajo diversas condiciones 

iónicas en el medio de incubación, mostró que en células vegetales 
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RESUMEN

Los anestesicos locales son comnuestos muy utilizados durante

la practica clinica, sin que se tenga conocimiento de posibles

efectos colateralee durante su aplicacion. Desde hace tiempo se

demostro en †orma indirecta que los anestésicos locales inhibian

el proceso de transporte intracelular en celulas nerviosas. cuando

eran empleados a ciertas concentraciones. Recientemente se

encontro que estos compuestos inhiben algunos otros tipos de

procesos de transporte intracelular, como es la migracion de

granulos pigmentarios en celulas retinales, habiéndose propuesto

una accion inhibitoria general de dichos compuestos sobre los

procesos de transporte interno.

Utilisando un novedoso sistema de video-microscopía pudimos

observar por primera vez como el trafico intracelular de organelos

en celulas nerviosas en cultivo es inhibido cuando son incuhadas

estas en presencia del anestésico. Dicha inhibición se lleva a

cabo a concentraciones muy por debajo de las usualmente ya

reportadas.

La misma inhibición del flujo interno de Drganelde fue

encontrada cuando el anestesico se aplicó a otro fenomeno de

mdtilidad intracelular, como son las corrientes citoplasmicas de

celulas vegetales. El efecto inhibitorio para ambos procesos de

transporte fue dependiente de la concentracion v al menos para

celulas vegetales fue de tipo reversible.

El analisis del efecto del anestésico bajo diversas condiciones

ionicas en el medio de incubacion, mostro que en celulas vegetales



el efecto inhibitorio del proceso es independiente de la presencia 

o ausencia de la• especies iónicas contenidas en el medio de 

incubación, lo que sugiere un efecto del anestésico más allá de la 

membrana plasmática, en este modelo celular en particular. 
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el efecto inhibitorio del proceso es independiente de la presencia

o ausencia de las especies ionicas contenidas en el medio de

incubacion, lo que sugiere un efecto del anestésico mas allá de la

membrana plasmatica, en este modelo celular en particular.



INTRODUCCION. 

l. MOTILIDAD INTRACELULAR. 

El transporte intracelular y las corrientes citoplásmicas son 

dos formas de movimientos internos de materiales en diversos tipos 

de células <Stebbings y Hyams 19791. La energía necesaria para que 

se lleven a cabo estos procesos proviene de la célula misma y 

ciertos iones intervienen en su regulación <Frixione y Mena 1986). 

En dichas formas de movimiento está involucrado el citoesqueleto 

celular, particularmente microfilamentos y microtúbulos, siendo 

estos últimos los que se encargan del transporte de una gran 

variedad de componentes celulares en diversos sistemas. Ejemplos 

de tales componentes son: gránulos de pigmento en cromatóforos, 

partícula• en axopodios de protozoarios heliozoarios, ribosomas en 

ovarios de insectos, partículas en tentáculos suctoriales, 

vesículas y organelos en axones de células nerviosas, etc. <véase 

Stebbings y Hyams 19791. 

Las corrientes citoplásmicas se manifiestan como flujos masivos 

de citoplasma; en células vegetales es la principal forma de 

movimiento intracelular y presenta diversos patrones de flujo que 

dependen del organismo en particular. La forma más simple que se 

conoce es la agitación, un movimiento errático y al azar. El tipo 

más organizado, denominado rotacional, es característico de algas 

y plantas acuáticas. Los elementos del citoesqueleto que se 

encuer1tran principalmente relacionados cor1 el proceso anterior son 

los microfilamentos CStebbings y Hyams 19791. 
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IHTHÚDUEEIUH

I. HDTILIDQD IHTRHCELULHR.

El transporte intracelular v las corrientes citoplasmicas son

dos formas de movimientos internos de materiales en diversos tipos

de celulas fåtehbings v Hvams 1???l. La energia necesaria para que

se lleven a cabo estos procesos proviene de la celula misma v

ciertos iones intervienen en su regulacion lFrieione v Hena läflal.

En dichas formas de movimiento esta involucrado el citoesqueleto

celular, particularmente microfilamentos v microtúoulos, siendo

estos ultimos los que se encargan del transporte de una gran

variedad de componentes celulares en diversos sistemas. Ejemplos

de tales componentes son: granulos de pigmento en cromatoforos,

particulas en aeopodios de protocoarios helioeoarios, rihosomas en

ovarios de insectos, particulas en tentaculos suctoriales,

vesículas v organelos en aeones de celulas nerviosas, etc. lvease

ätebbings v Hvams l9?9l.

Las corrientes citoplasmicas se manifiestan como flujos masivos

de citoplasma; en celulas vegetales es la principal forma de

movimiento intracelular v presenta diversos patrones de flujo que

dependen del organismo en particular. La forma mas simple que se

conoce es la agitacion, un movimiento erratico v al asar. El tipo

mas organizado, denominado rotacional,

v plantas acuaticas. Los elementos del

encuentran principalmente relacionados

los microfilamentos iåtebbings v Hvams

es característico de algas

citoesoueleto que se

con el proceso anterior son

1???l.



Los mecanismos de regulación que operan en los procesos de 

motilidad intracelular aún son desconocidos en general. 

11. TRANSPORTE AXONAL. 

Las neuronas son células qL1e resporlder1 a estimL.1los externc>s a 

través de cambios en el potencial eléctrico de la membrana 

plasmática, generando potenciales de acción que se propagan como 

impulsos nerviosos CDyson 19781. 

El movimiento de organelos en células nerviosas es un proceso 

qt1e se lleva a cabo en forma más activa que en otros tipos de 

células eucariotas, puesto que la adecuada distribucion de 

organelos a lo J.argo de sus delgadas prolongac:ior·1es citc)plásrnicas 

(axones y dendritas) requiere eje L1n eficiente si.stema de 

transporte <Dyson 19781. 

En un2 neurona típica los ribosomas y el retículo 

endoplásmi(:O r·ugoso son cor1fir1ados c:asi totalmer1te al soma celL1lar 

en la vecindad del núcleo, siendo entonces todas las proteínas 

sintetizadas en esta región. El aparato de Golgi, que es la fuente 

de membrana, tarnbién se ubica cer·ca del núcleo, aunque en algunos 

tipos de neuronas las ter1ninales axonales contienen las er1zimas 

r1ecesar-1as ~Jar-a la síntesis de r1eLlrotransmisor·es y llevan a cabo 

un rericlaJe de membrana CAlberts et al. 1983). 

La L1istr·ibL1cior·1 (:ie protefnas~ por tanto~ se lleva a cabo desde 

su sitio de síntesis hasta cualquier punto dentro del axon. De la 

1nisma ~ar1er·a las vesículas secretorias deberán ser trar1sportadas 

po~ enormes distancias desde dor1de son formadas hasta el sitio de 

exocitos1s; en dirección opuesta son transportados materiales que 
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Los mecanismos de regulacion que operan en los procesos de

motilidad intracelular adn son desconocidos en general.

II. TRANSPDRTE ÉKÚNHL.

Las neuronas son celulas que responden a estímulos eaternos a

traves de cambios en el potencial electrico de la membrana

plasmática, generando potenciales de accien que se propagan como

impulsos nerviosos iüvson 19751.

El movimiento de organelos en celulas nerviosas es un proceso

que se lleva a cabo en forma mas activa que en otros tipos de

celulas eucariotas, puesto que la adecuada distribucion de

organelos a lo largo de sus delgadas prolongaciones citoplasmicas

iasones v dendritasl requiere de un eficiente sistema de

transporte lDvson IQTBI.

En una neurona tipica los ribosomas v el reticulo

endoplasmico rugoso son confinados casi totalmente al soma celular

en la vecindad del núcleo, siendo entonces todas las proteinas.

sintetieadas en esta region. El aparato de Golgi, que es la fuente

de membrana, tambien se ubica cerca del núcleo, aunque en algunos

tipos de neuronas las terminales aconales contienen las enzimas

necesarias para la sintesis de neurotransmisores v llevan a cabo

un reciclaje de membrana ifilberts et al. IWSÉD.

La distribucion de proteinas, por tanto, se lleva a cabo desde

su sitio de sintesis hasta cualquier punto dentro del-ason. De la

misma manera las vesículas secretorias deberan ser transportadas

por enormes distancias desde donde son formadas hasta el sitio de

euocitosis; en dirección opuesta son transportados materiales que



sor1 er1docitados o reciclados y destinados a degradación en el soma 

neural. Este modo de organización celular hace necesario un activo 

mecanismo de rápido transporte axonal IAlberts et al. 1983). 

El transporte axoplásmico posee componentes rápidos y lentos. 

El transporte lento involucra movimientos de material proteinico 

que compone <ll citoesqueleto exportado desde el soma neural. 

Tubulina y proteínas de neurofilamentos se transportan a lmm/dia 

aproximadamente correspondiendo a la velocidad en la cual los 

microtúbulos se alargan por adición de monómeros de tubulina. El 

transporte rápido corresponde a la translocación de organelos y 

vesículas membranosas en forma bidireccional a una velocidad de 

200 a 400 mm/dia. Estos mecanismos de transporte axonal rápido y 

lento permiten a la célula renovar, mantener y reparar todas sus 

prolongaciones citoplásmicas manteniéndose una adecuada 

distribución de materiales entre el núcleo y las partes más 

lejanas de la célula (Alberts et al. 1983). 

Aunque el transporte axonal tradicionalmente ha sido dividido 

en dos componentes, recientemente se han encontrado evidencias de 

que los elementos que componen al transporte axonal lento 

<elementos del citoesqueleto), también pueden ser distribuidos a 

través de transporte axonal rápido <Hollenbeck y Bray 1987). 

componentes del transporte axonal rápido han sido 

identificados visualmente por medio de diversas técnicas de 

microscopia óptica y electrónica.en gran variedad de células 

nerviosas de diversos organismos <Forman L982a). Se han utilizado 

axones mielinizados segmentados de anfibio CCooper y Smith 19741, 

axones miel.in12acjos ir·1tactos de anfibio (Hammond 1.977), a:-:ones no 

mielinizados de c~Ltstáceo (Adams 1982), axones intactos de 
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son endocitados o reciclados v destinados a degradación en el soma

neural. Este modo de organización celular hace necesario un activo

mecanismo de rapido transporte asonal (nlberts et al. 1¢B3l.

El transporte aioplasmico posee componentes rapidos v lentos.

El transporte lento involucra movimientos de material proteinico

que compone al citoesqueleto exportado desde el soma neural.

Tubulina v proteinas de neurofilamentos se transportan a lmmfdia

aproeimadamente correspondiendo a la velocidad en la cual los

microtúbulos se alargan por adición de monómeros de tubulina. El

transporte rapido corresponde a la translocación de organelos v

vesículas membranosas en forma bidireccional a una velocidad de

200 a ado mmfdia. Estos mecanismos de transporte aaonal rapido v

lento permiten a la celula renovar, mantener v reparar todas sus

prolongaciones citoplasmicas manteniéndose una adecuada

distribucion de materiales entre el núcleo v las partes mas

lejanas de la celula ielberts et al. 19831.

aunque el transporte aeonal tradicionalmente ha sido dividido

en dos componentes, recientemente se han encontrado evidencias de

que los elementos que componen al transporte aaonal lento

(elementos del citoesqueletol, tambien pueden ser distribuidos a

traves de_transporte aconal rapido (Hollenbeck v Erav 19E?l.

Lu componentes del transporte anonal rapido han sido

identificados visualmente por medio de diversas tecnicas de

microscopía óptica v e1ectrónica_en gran variedad de celulas

nerviosas de diversos organismos (Forman I9B2al. Se han utilizado

aeones mieliniiados segmentados de anfibio (Cooper v Smith leïfll,

asones mielinizados intactos de anfibio (Hammond 1s??l, anones no

mielinizados de crustaceo (ndams 1982), anones intactos de



marnife1~0 (Tsukita e Ishikawa 1980), célula''· nerviosas en cLiltivo 

(Breuer· et al. 19!~.l, Goldberg y Burmesteir 1986), etc. 

El tamaRo y forma de las partículas en movimiento va desde las 

esféricas ml1Y peque~as de 0.2 - (l.5 micr·as de diámetro, hasta las 

grandes de for-ma alargad¿; ccm di .~mPt•·,-,.- "'imi lélres y longitud de 

hasta varias micras, identificadas como mitocondrias. La velocidad 

del movimiento par·a las particulas esferica~; es de (1.5 1.5 

micras/seg. Las particL1las de forma alargada generalmente son más 

estacionarias y su movimiento es más lento CCooper y smith 1974, 

Hammond 1977, Br-E•uer et al. 197~:l, Goldb!".'r-g y 8urme<o;te:i.t·- 1986). 

El transporte axonal rápido se lleva a cabo en forma 

bidireccional: al en dirección anterógrada el flujo se dirige 

hacia el e:<tr-emo distal del saina celular. b) en dir··ecciór1 

retrógrada el flujo proviene del extremo distal hacia el soma 

celular. 

Aparentemente existen diferencias en cuanto al tipo de 

partículas y a la velocidad de movimiento en amb~s direcciones. La 

velocidad de movimiento parece ser más elevada en dirección 

anterógrada que en dirección retrógrada CCooper y Smith 19741. El 

movimiento de partlcttlas es predomiriante en dirección retrógrada 

(Adams y Bray 19831. 

Algunos estudios de bloqueo axonal por congelamiento local han 

mostrado que, además de las mitocondrias, los componentes 

membranosos de] tr-an'.:porte a}~onal pueden ser clasificados corno: 

Retículo endoplásmico liso axonal y estructuras veslculotubulares 

en dirección anterógraaa, y cuerpos membranosos grandes en 

dirección retrógrada CTsukita e Ishikawa 1980). 

El transporte axonal rápido es un movimiento de organelos de 
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mamiferd ET5uHita e Iehikawa 1?HÚ1, celulae nervidead en cdltivn

íàreuer et al. IWÉE, Bdldberg y Burmesteir 1?Bfi1, etc.

El tamafiü F fdrma de lae particulae en mdvimientd va deäde lee

eefericae muy pequefiae de Ú.2 - Ú.5 miüraä de diámetrü, heeta laa

grendee de furma alargada cun diámfiiffl" eímilaree v ldngitud de

haeta varias micras, identificadas cnmu mitucundriae. La velucidad

del mdvimientu para lee partìculae eefericee ee de Ú.5 - 1.5

micreefeeg. Las particulas de Fdrme alargada generalmente adn mee

estaciunariae y en mdvimientu es más lente íüduper y smith 19?4,

Hammdnd 19??, Breuer et al. 19?5, Gdldherg y Burmeäteir 19Hà}.

E1 tranepurte annnal rápida se lleva a ceba en Farma

bidireccional: ah en direcciún anterdgrada el ilujn se dirige

hacia el extreme distal del suma celular. hi en direcciún

retrügrada el Fluid previene del extreme distal hacia el emma

celular.

flparentemente existen diferencias en cuanto al tipn de

partícdlac y a la veldcidad de mdvimientu en ambàe direcciones. La

velucidad de mdvimientn parece Ber mee elevada en direccidn

anterdgrade que en dirección retrúgrada (Bumper y Smith 1§?ãJ. El

mdvìmientn de particulae ee predüminente en dirección retrúgradm

(edema y Era? 1983).

ñlgunde eetudide de hluqueu axdnal per cdngelamientu lucel han

mustradu que, ademàe de laa mitdcundriae, lde cumpunentee

membranueue del trflnupnrte axunal pueden ser claeificadue cumd:

Heticulu enddplàemicd lisd anunal 9 eetructurae veeiculdtubuleree

en direccídn anterdgrada, y cuerpee membrandede grandes en

dirección retrügrada fiTeukita e Iehíkawa IÉEÚJ.

El tranepurte efidnal ràpídd eã un muvímientn de drganeìus de



tipo saltatorio, el movimiento saltatorio es la principal forma de 

motilidad intracelular en células animales y se caracteriza como 

un movimiento discontinuo de partículas con desplazamientos en 

linea recta con pausas y cambios de dirección (Forman 1982b). Se 

ha demostrado que el movimiento de organelos es un proceso 

altamente dependiente de ATP CAdams 1982, Ochs 19741. 

El c1toesqueleto de las células nerviosas, compuesto 

principalmente por neurotObulos y neurofilamentos (Schnnap y Reese 

1982>, parece estar involucrado en el proceso de translocación 

interna puesto que se ha encontrado una estrecha asociación de 

estos elementos con organelos vesiculares y mitocondrias entre 

otros organelos ¡Miller y Lasek 1985). Se ha visto además que 

agentes desestabilizantes del citoesqueleto pueden inhibir el 

transporte de organelos <Hammond y Smith 1977, Brady et al. 19841. 

El papel que juegan los microtObulos en el transporte de 

organelos ha sido estudiado recientemente en un modelo 

experimental, en el cual se emplea axoplasma extruido de axon de 

calamar. Con este modelo se elimina la interferencia óptica que 

produce la membrana axonal y se facilita la aplicacion de 

compuestos a la preparacion CBrady et al. 1985). A través de este 

modelo experimental y con el empleo de una novedosa técnica en 

microscopia óptica en donde es acentuado el contraste 

electrónicamente se han observado microtdbulos individuales sobre 

los que ocurren movimientos bidireccionales de organelos, 

movimientos de organelos en filamentos disociados y movimientos 

propios de filamentos, todos promovidos por factores solubles del 

propio axoplasma <Vale et al. 1985a,b,cl. 

El transporte axonal rápido es un mecanismo dependiente de la 
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tipo saltatorio, el movimientu saltatorio es 1a principal forma de

motilidad intracelular en celulas animales v se caracteriaa come

un movimientó discontinuo de particulas con desplasamientos en

ìinea recta cón pausas v cambiee de dirección (Forman IQBEDJ. Se

ha demostrado que el movimiento de organelos es un proceso

altamente dependiente de HTP (adams 1952, üchs 19?4).

E3 citoesqueleto de las celulas nerviosas, compueetó

principalmente per neurótóbulós v neurófilamentóe ãächnnap v Reese

l9E2›, parece estar involucrado en el proceso de translocación

interna puesto oue se ha encontrada una estrecha asociación de

estoe elementos con organeiós vesiculares v mitocondrias entre

otros organelos ¿Miller v Lasek 1955?. Se ha visto ademas que

agentee desestabilizantes del citóesgueleto pueden inhibir el

transpórie de órganelós ¿Hammond v Smith 197?, Bradv et a1. 19541.

El papel que juegan les microtóbulds en el transpórte de

Drganelóe ha side es†udiadó recientemente en un müdeló

experimental, en el cual se emplea aaoplasma eatruído de aaon de

calamar. Con este modeld se elimina la inter+erencia óptica que

produce la membrana aaonal v ee facilita la aplicación de

compueatos a la preparacion íeradv et al- 19551. a traves de eete

modelo experimental v con el empleo de una npvedosa tecnica en

microscopía óptica en donde es acentuado el contraste

electrónicamente se han observadó micrótubulos individuales sobre

loa que ocurren movimientos bidireccionaìes de organelos,

movimientóe de organelos en filamentos disdciados v movimientos

propios de filamentós, todos promovidos por ïactores solubles del

propio aaoplasma (vale et a1. 1?Bfia,b,c}.

El transporte aaonal rapido es un mecanismo dependiente de la



temperatura (Forman et al. 1977) y al parecer algunos cambies de 

pH 15.3 a 9.01, no tienen considerable efecto IBreuer et al. 1975, 

Lavoie 1982a). Sobre la regulación iónic:a del proceso se ha 

proceso de tran~;por·te pueda llevar<e.e a cabo IChan et al. 1980). 

III. CORRIENTES CITOPLASMICAS EN CELULAS VEGETALES. 

En las células vegetales también se manifiesta un activo 

sistema de tráfico intracelular a través del citoplasma. Las 

células vegetales alargadas con delgadas expansiones de citoplasma 

que rodea una vacuola central, o las células vegetales de grandes 

tama~os, cornunmerlte manifiestan activos flujos n\asivos de 

citoplasma que distribuyen materiales y cc1mpor1er1tes citoplásmicos 

<Albérts et al. 1983). 

Kamiya determinó cinco diferentes patrones de corrientes 

citoplásn~cas en células vegetales (véase Allen y Allen 1978 y 

Stebbings y Hyams 1979). EstcJs patrones no siempre sor1 distintos 

Llnos de ot~os: pLtede ha~er v0rt?ntes, mezclas o progresiones de un 

tipo a otro y no sólo se restringen a células vegetales, puesto 

qLte pLteden es·tar presentes en varios pr·otj_stos, animales y hongos~ 

El patrón más sencillo considerado es la agitación ó 

c1esplazan1ier1tos en saltos, es l1r1 movimiento errático y al azar que 

consiste de e>:cursior1es curvas o rectilíneas de pa-ticulas en 

diversas d1recc1ones rebasando la distancia esper·ada para tJn 

movimiento browniano, es el patrón menos organizado y quizá el más 

simple y común en las corrientes citoplásmicas. Otros tipos de 

corrientes con un grado de organización superior a la simple 
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temperatura {Forman et al. 19??i v al parecer algunos cambios de

UH i5.3 a ?.ül, no tienen considerable efecto ifireuer et al. 1??5,

Lavoie 19EEal. Sobre la regulación iónica del proceso se ha

encontrado que el calcio es un com|:ionente eseni.-11a] para que el

proceso de transporte pueda llevarse a cabo iühan et al. IQEÚJ.

III. EURRIEHTEE EITÚLHEHIEQS EH CELULHB UEEETÉLEE.

En las celulas vegetales tambien se maniiiesta un activo

sistema de trafico intracelular a traves del citoplasma. Las

celulas vegetales alargadas con delgadas expansiones de citoplasma

que rodea una vacuola central, o las celulas vegetales de grandes

tamaños, comunmente manìiiestan activos flojos masivos de

citoplasma que distriouven materiales v componentes citoplasmicos

Ieloerts et al. l?E3i.

Hamiva determinó cinco diferentes patrones de corrientes

citoplasmicas en celulas vegetales tvease allen v allen IQTB v

Etebbings v Hvams 19?Wl. Estos patrones no siempre son distintos

unos de otros: puede haber v¬riantes, meaclas o progresiones de un

tipo a otro v no sólo ee restringen a celulas vegetales, puesto

gue pueden estar presentes en varios protistos, animales v hongos.

E1 patrón mas sencillo considerado es la agitación ó

desplaaamientos en saltos, es un movimiento erratico v al asar gue

consiste de escursiones curvas o rectillneas de particulas en

diversas direcciones repasando la distancia esperada para un

movimiento hrowniano, es el patrón menos organiaado v guisa el mas

simple v comun en las corrientes citoplasmicas. Dtros tipos de

corrientes con un grado de organiaación superior a la simple



agitación, son las corrientes en fuente (o fuente invertida), 

estriadas (o multiestriadas) y la circulación, 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 más organizado de 

corrientes citoplásmicas es llamado rotacional donde el citoplasma 

gira en la periferia de la célula, rodeando a una vacuola central, 

no existen canales transvacuolares y el patrón de circulación es 

constante y unidireccional. 

Las corrientes citoplasmáticas en células vegetales también se 

han clasific ado de acumrdo a su origen. Corrientes que se 

man i fi e stan en forma continua, sin necesidad de que sean 

e st .1 mulada<; han si do denominadas pr 1 marias, aquellas que pueden 

ind L1cJr·se a través de est!mLtlo~ químicos y fóticos se han 

considera do como se.cuncl F:\r i -7:\ ~ 7, (YA rn:::i.ri11ch) v Naq a i. 1.Cf8l., véase Haupt 

1987'). 

En las corrientes de tipo secundario estimuladas por luz, la 

orientación y movimiento de organelos como cloroplastos depende de 

la intensidad y dirección de la luz CHaupt 19821. 

Un t ipo de influencia consi s te en cambios en la orientación y 

di st ribución de los organelos dependiendo principalmente de la 

dir e c c ión de la luz. Los cloroplastos se orient an en forma 

perpendicular a la dirección de la luz exponiendo una mayor 

superficie de absorción cuando la intensidad de iluminación es 

baja. Cuando la intensidad es elevada, la orientación es paralela 

a la direc ci ón de la luz minimizando la superficie de exposición 

CHaupt 19821 . 

En otro tipo de influencia no es tan importan te la dirección de 
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agitación, son las corrientes en fuente lo fuente invertida),

estriadas to multiestriadasi y la circulación, 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 celula, rodeando a una vacuola central,

no existen canales transvacuolares v el patrón de circulación es

constante v unidireccional.

Las corrientes citoplasmaticas en celulas vegetales tambien se

han clasificado de acuerdo a su origen. Corrientes que se

manifiestan en forma continua, sin necesidad de que sean

estimuladas han sido denominadas primarias, aquellas que pueden

inducirsn a traves de estímulos químicos v fóticos se han

considerado como secundarinn fYnmannrhi v Nanai 1951, véase Haupt

1?BE>.

En las corrientes de tipo secundario estimuladas por luz, la

orientacion v movimiento de organelos como cloroplastos depende de

la intensidad v dirección de la lu: iHaupt 1952).

Un tipo de influencia consiste en cambios en la orientación v

distribución de los organelos dependiendo principalmente de la

dirección de la luz. Los cloroplastos se orientan en forma

perpendicular a la dirección de la luz exponiendo una mavor

superficie de absorción cuando la intensidad de iluminacion es

baja. Cuando la intensidad es elevada, la orientación es paralela

a la dirección de la luz minimizando la superficie de exposición

íHaupt l9BÉ}.

En otro tipo de influencia no es tan importante la dirección de



la luz, puesto que el movimiento de organelos sólo depende de la 

intensidad luminosa y la distribución de los mismos en estado de 

reposo no cambia con respecto al estado activo. Estas formas de 

distribución y movimiento como sistemas de protección o formas de 

optimización de la fotosíntesis son aún discutidas IHaupt 19821. 

Se tiene conocimiento de la estructura y funcionamiento del 

sistema motor responsable de las corrientes citoplásmicas en 

células vegetales, sin embargo su regulación todavía no es lo 

bastantemente comprendida. 

Los principal~s elementos del sistema motor involucrados en las 

corrientes citoplásmicas primarias y secundarias, parecen ser 

similares, aunque existen características propias de un modelo 

celular a ot~o. 

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 está compuesto de una 

capa e:~ter·ior est~cionaria denominada ectoplasma y una capa 

endoplásmica mótil en el interior CAllen y Allen 1978). El 

ectaplasma contiene hileras de cloroplastos fijos y en el 

endoplasma se encuentran muchas partículas desplazandose en forma 

unidireccional CAllen y Al len 1978). 

Se rj21·i e1·1c~or1trarjo fibrillas subcor·ticales compuestas de 

microfilar11er1tos de actina en arreglo par-alelo a las hileras de 

cloroplastos er1 la r·egión de r·oce de ambas capas citoplásmicas 

INagai y Rebhun 1966, Palevitz y Hepler 1975, Williamson 19741 y 

se han propuesto varias teorias sobre el mecanismo responsable del 

flujo citoplásn11co, principalmente basándose en algas Characeas 

CAllen y Al len 1978). 
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la lux, pueete que el meuimiente de erganeles sele depende de la

inteneidad luminesa y la dietribucien de les mismes en estade de

repese ne cambie cen reepette al estede active. Estas fermas de

dietrihucien y mevimiente ceme sistemas de preteccien e ïermae de

eptimieacien de la +etesinteeis sen aun diecutidae {Haupt l9B2}.

Se tiene cenecimiente de la estructura 9 funcienamiente del

sistema meter respensaele de las cerrientes citeplasmicas en

celulas vegetales, sin embarge eu regulacien tedavia ne es le

bastantemente cemprendida.

Les principales elementes del eistema meter invelucrades en lae

cerrientes citeplasmicas primarias y secundarias, parecen ser

similares, aunque existen caracteristicas prepiae de un medele

celular a etre.

La maïer parte de les estudies se han heche en algas Characeas,

las cuales manifieetan patrenee de Fluje erimaríee en Farma

retacienal. En dichas celulas el citeelaema esta cempueste de una

capa eeterier estacienaria deneminada ecteelaema y una capa

endeplasmica metil en el interier iñllen y allen 19?B!. El

ecteplaema centiene hileras de clereplaetee fijee y en el

endeplaema ee encuentran muchae particulas deselazandese en ferma

unidireccienal iñlìen y flllen l??Hì.

ee nar eucentrade +ier11lae suecerticales cempuestas de

micreiilamentes de actina en arregle paralele a las hileras de

clereelastee en la regien de rece de ambas capas citeplásmicas

{Nagaì y Heehun 1?ee, Palevitz 9 Heeler läïã, williamsen 19?4l y

ee nan ereeueete varias feerías sehre el mecanisme respensaele del

fluje citeplaemice, eriecieeimeete eaeandese en algas Charaeeaa

lñllen y fillen IÉTB1.



Al principio se pensó que la fuerza responsable del movimiento 

se generaba por el simple roce del ectoplasma o región cortical 

con el borde del endoplasma (interacción gel -sol) involucrando a 

las fibrillas subcorticales compuestas de mi crofila1nento s de 

actina. Otra propuesta fue la teoría de torsión mecánica, donde 

movimientos torsionales de los paquetes de microfilamentos en la 

capa cortical propulsan la matriz citoplásmica. Por último con la 

aparición de filamentos endoplásmicos originados d e sde la región 

cortical se pensó que la ondulación de éstos podría ser el 

mecanismo activ!:J que i mpulsara al endoplasma, encor·1trándose además 

que las partículas citoplásmicas se desplazaban a lo largo de 

estos filamentos endoplásmicos durante su ondulación IAllen y 

Al 1 en 1 978 J • 

Se encontró además que la dirección de l as corrientes 

citoplásmic:as es determinada por la polaridad de la actina-F IChen 

y Kamiya 1975, Kersey et al. 19761 y posteriormente se propuso que 

los organelos endoplásmicos están equipados con una proteína 

similar a miosina que permite que se desplacen a lo largo de los 

paquetes de microfilamentos de actina - F CNagai y Ha yama 1979al. 

Er1 células de las hojas de plantas su~er· ic1re s como ~lodea y 

Vallisneria las corrientes seLundarias interna s son basadas 

ta1nbién en interacciones entr-e actina y miosin a . En el caso de 

Valli:;neria al igual que en Nitella se pr· pr~ent.ar1 c::orTient.es 

citoplásm1cas S (?CL ·r·1darias unidireccionales sobre la s paredes 

antic linales de células epidermales y mesófilas. Se han encontrado 

p a quetes de m1crofilamentos de actina de 6-7 nm de diámetro al 

borde de las paredes anticlinales, por debajo de la membrana 

plasmática en arreglo paralelo a la dirección de las corrientes 
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el principie se pense que la fuerza respensaele del mevimiente

se generaba per el simple rece del ecteplasma e regien certical

cen el berde del endeplasma (interaccien gel-sell invelucrande a

las fierillas suecertìcales cempuestas de micrefilamentes de

actina. ütra prepuesta +ue la teeria de tersien mecanica, dende

mevímíefltes tersienales de les paquetes de micrefílamentes en la

capa eertical prepulsan la matri: citeplasmica. Per últime cen la

aparición de Filamentes endeplasmices eriginades desde la regien

eertical se pense que la endulacien de estes pedría ser el

mecanismo active que impulsara al endeplasma, enceutrándese ademas

que las particulas citeplasmicas se desplasaeae a le large de

estes filamentes endeplesmices durante su endulacien lfillen y

Allen l9?B}.

Se encentre ademas que la direccien de las cerrientes

citeplasmicas es determinada per la pelaridad de la actina-F (Chen

y Hamiya 19?5, Hersey et al. 197b) y pesteriermente se prepuse que

les erganeles endeplasmices están equipados cen una preteína

similar B miesina que permite que se desplacen a le large de les

paquetes de micretilamentes de actina~F (Nagai y Hayama l??9a).

En Células de las heJas de plaetas superieres ceme Eledea y

Vellxsnerxa las terríentes secundarias internas sen basadas

también en interaccienes entre actina y miesina. En el case de

Vaïlisnerƒa al igual que en Hitella se presentan eerrientes

citeplasmicas swuw¬darias unidireccienales sebre las paredes

anticlinales de celulas epidermales y mesúfilas. ñe han encentrade

paquetes de micrefilamentes de actina de e-? nm de diametre al

berde de las paredes anticlinales, per debaje de la membrana

plasmatica en arregle paralele a la direccien de las cerrientes



citoplásmicas \Yamaguctu y Naga1 1981, Takagi y Nagai 198c'.l. En 

Elodea densa una proteína similar a m1osir\a ha sido extraída y 

parcialmente purificada IOhsuka e Inoue 19791. Parece ser que el 

flujo citoplásmicc1 al igual que en algas Ctiaraceas, está n1ediado 

por elementos de la matriz citoplásmica y moléculas asociadas a 

orga~elos <Vale et al. 1984, Kachar 1985al. Algunos estudios 

utilizando drogas desestabilizantes de la matriz citoplasmica 

mostráron la m.sma inhibición del fluJo citoplásmicu, tanto en 

algas Characeas <Will1amson 1972, Bradley 1973) como en 

Vallisneria <Ish1gami y Nagai 1980). 

La regulación de las corrientes c1toplásmicas pr1mar1as o 

secundarias, parece estar mediada por los mismos fac·tore~;, dentro 

de los cuales el calcio intrac1toplásm1cu e's el prinCl!'·' 

O:ikuyama y Tazawe>. 198:', Takagi y NaCF"- 1986>. 

l_os elementos ir1volucrados en las corrier1tes citop]~~~r111cas c:E~ 

células vegetales en general han sido identificados parcialmente, 

sin enibargo la reg11laciori del pr-oceso no ha sido·totalmer1te 

comprendi rJ¿,. 

IV. ANESTESICOS LOCALES. 

Los anestésicos locales son drogas que detienen el flL1jo de 

se~ales eléctricas a lcJ largo de la membrana plasn1át1 ca eri las 

pr~oJ.or1gac1ones cit(_•¡-1 lásrnicas de célula~::. ner-v1osas. 
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Li:i~; anestésicos locales llevan a cabo su acción localmente en el 

lugar donde son aplicados, su sitio blanco son nervios per·1fericos 

mientras que los anestésicos generales normalmente act~an sobre 
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citeplasmicas fïamaguchi y Nagai iëül, Tahagi y Nagai 1993). En

Eledea densa una preteina similar a miesina ha side extraída y

parcialmente purificada (flhsuha e Ineue l???J. Parece ser que el

+1uje citeplesmice al igual que en algas Characeas. esta mediaee

per elementes de la matrix citeplasmica y meleculas aseciadas a

erganeles (Vale et el. 19H4, Hachar läfifial. filgunes estudies

utilieande dregas desestaeilieantes de la matrir citeplasmica

mestraren la misma inhieicien del Fluje citeplasmicu, tante en

algas Characeas iwilliamsen IWT2, Bradley 1??3l ceme en

Vallisneria ilshigami f Nagai leüül.

La regulación de las cerrientes citeplásmicas primarias e

secundarias, parece estar mediada per les mismes factores, dentre

de les cuales el calcie intraciteplasmite es el princapa'

íeikuyama y Tazawa 1982, Takagi y Nagai 1985:.

les elementes invelucrades en las cerrientes citupìasm1:aE ee

celulas vegetales en general han side identificades parcialmente,

sin embarge la regulacíen del precese ne ha side'tDta1mente

cemprendida.

IV. HNEETEEICDB LUCQLEE.

Les anestesices lecales sen dregas que detienen el +luje de

señales electricas a le large de la membrana plasmatnra en las

prelengacienes cithrlàsmicas de celulas nerviesas.

Les anestesices letales llevan a cabe su acción lecalmente en el

lugar dende sen aplicades, su sitie elance sen nervies per1+erices

mientras que les anestesices generales nermalmente actúan sobre



sistema nervioso central sin afectar nervios perifericos (De Jong 

1977) . 

A. MECANISMO DE ACCION ANESTESICA. 

Los anestésicos locales son comunmente aminas terciarias 

básicas, en estados ionizados las moléculas son polares 

consistiendo de un tallo hidrocarbonado que soporta en uno de sus 

extremos un grupo amino hidrofilico con carga y en el otro a un 

grupo aromático hidrofóbico CDe Jong 1977, Feinstein 19641, son 

molécula s con elevados coeficientes de partición aceite/agua 

(véase Seelig 19871. Es contradictorio el sitio e x acto en la 

memb rana donde se inserta la molécula anestésica, en cualquier 

far· ma estructural en la que se encuentre. Se pj. ensa que en su 

forma no cargada las moléculas parecen penetrar y r~rmanecer en la 

parte central de la bicapa lipidica Cteorfa de la expanciónl (De 

Jong 1977 , véase Seel19 1987 1 y en su forma cargada permanecen en 

la superficie externa de la membrana interactuando 

electrostáticamente con los grupos polares lipidicos <teoría de 

carga de superficie) CDe Jong 1977, véase Seelig 19871, aunque en 

esta última forma puede existir también una intercalación de las 

partes hidrofóbicas de la molécula entre las cadenas de ácidos 

grasos, mientras que el grupo amino terciario res ide en el 

exterior de la membrana CDe Jong 1977, véase Escudero y Gutiérrez

Merino 19871. 

Sobre el mecanismo de acción anestésica se h an propuesto varias 

teorías , de las cuales la más aceptada se explica en términos de 

alteraciones en la membrana plasmática. Tomando en cuenta que el 
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sistema nerviese central sin afectar nervies peri+erices (De Jeng

1977).

H. HECHNISHÚ DE QBCIDH HNESTESICQ.

Les anestesices lecales sen cemunmente aminas terciarias

basicas, en estades ieniaades las meleculas sen pelares

censistiende de un talle hidrecarbenade que seperta en une de sus

eatremes un grupe amine hidrefilice cen carga y en el etre a un

grupe arematice hidrefebice ¡De Jeng 1977, Feinstein 19641, sen

meleculas cen elevades ceeíicientes de particien aceitefagua

fvease Seelig 1?B?i. Es centradicterie el sitie eeacte en la

membrana dende se inserta la melecula anestesica, en cualquier

ferma estructural en la que se encuentre. Se piensa que en su

+erma ne cargada las meleculas parecen penetrar y permanecer en la

parte central de la bicapa lipidica iteería de la eepancienl (De

Jeng l9??, vease Seelig ieeïi y en su ierma cargada permanecen en

la superficie externa de la membrana interactuande

Electresteticamente cen les grupes pelaree lipidices (teeria de

carga de superïiciel (De Jeng 19?7, Vease Beelig i9B?l, aunque en

esta última ferma puede existir tambien una intercalacien de las

partes hidrefebicas de la melecula entre las cadenas de acides

grases, mientras que el grupe amine terciarie reside en el

eeterier de la membrana (De Jeng 1??7, véase Escudere y Gutierrez*

Herine l9B?l.

Sebre el mecanisme de acción anestesica se han prepueste varias

teerías, de las cuales la mas aceptada se explica en termines de

alteracienes en la membrana plasmática. Temande en cuenta que el



calcio extracelular en células excitables proporciona estabilidad 

a la membrana <De Jong 19771 por unirse el catión divalente a los 

grupos an1ónicos de los fosfolipidos, estabilizando la estructura 

y haciendo más dificil la difusión de otras especies iónicas (como 

sodio), los anestésicos locales con sus cargas positivas de la 

misma manera pueden unirse a los grupos fosfato y formar un 

compleJo de mayor estabilidad electrostática que impida la 

difusión de sodio al interior de las células durante la 

depolarización de la membrana, inhibiendose así la transmisión de 

seBales eléctricas <De Jong 1977>. 

Se ha sugerido además que los anestésicos locales pueden 

bloquear la conducción nerviosa al incrementar la presión interna 

de la m2mbrar1a a>:onal, cerrar1dose por cor·1s1guiente los canal 5 a 

través de los cuales se lleva a cabo el intercambio de iones 

durante la depolarización (Véase Seelig 1987). Estas afirmaciones 

son resultado de experimentos en lcJs cLtales se h' encontrado que 

los anestésicos locales cambian la presión interna e incren)entan 

la superficie de expans~ón (véase Seelig 1987) de membranas 

lipídicas artificiales. 

Segúr1 otra interpretación, se piensa, que la anestesia puede 

resultar de un incremento no especifico de la permeabilidad de 

membranas excitables a cationes fisiológicos (véase Escudero y 

Gutiérrez-Merino 1987), puesto que se ha obs~rvado como en 

vesículas aisladas de retículo endoplásmico los anestésicos 

locales incrementan la permeabilidad especifica de calcio y 

magnesio <Escudero y Gutiérrez-Merino 1987), y se ha encontrado 

además una inhibición en la captación e incremento en la 
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calcie extracelular en celulas excitables preperciena estabilidad

a la membrana (De Jeng 1???l per unirse el catien divalente a les

grupes anienices de les fesfellpides, estabiliaande la estructura

v haciende mas dificil la difusien de etras especies ienicas fceme

sediel, les anestesices lecales cen sus cargas pesitivas de la

misma manera pueden unirse a les grupes fesfate v fermar un

cdmplege de maver estabilidad electrestatica que impida la

difusien de sedie al interier de las celulas durante la

depelariaacien de la membrana, inhibiendese asi la transmisien de

señales electricas (De Jeng l9??l.

Se ha sugeride ademas que les anestesices lecales pueden

blequear la cenduccien nerviesa al incrementar la presien interna

de la membrana axenal, cerrandese per censigulente les canales a

traves de les cuales se lleva a cabe el intercambie de ienes

durante la depelarisacien ¡Vease Heelig l?H?l. Estas afirmacienes

sen resultade de experimentes en les cuales se ha encentrade que

les anestesices lecales cambian la presien interna e incrementan

la superficie de expansien lvease Eeelig lfiflïl de membranas

lipìdícas artificiales. _

Según etra interpretación, se piensa, que la anestesia puede

resultar de un incremente ne especifice de la permeabilidad de

membranas excitables a catienes fisielegices ivease Escudere v

Eutierresrflerine 19B?l, pueste que se ha ebservade teme en

vesículas aisladas de reticule endeplasmice les anestesices

lecales incrementan la permeabilidad especifica de calcie v

magnesie iEscudere v Eutierre:-Herine l?E?l, v se ha encentrade

ademas una innibicien en la captacien e incremente en la



liberación de calcio en retlculo sarcoplasmático fragmentado 

IKurebayashi 1982). 

La base precisa de la anestesia inducida por anestésicos 

locales aún es muy discutida, sin embargo las diversas evidencias 

existentes parecen indicar que dicho estado es obtenido al 

inhibirse la depolarización de la membrana en las células 

ner-·vi osas. 

B. ANESTESICOS LOCALES Y TRANSPORTE AXONAL. 

Se ha cibse~vado que los anestésicos locales aparte de su acción 

anestésica característica pueden tener otro tipo de efectos sobre 

células nerviosas. Se ha reportado que los anestésicos locales 

inhiben reversiblemente el transporte axonal rápido en este tipo 

de célulaE IFink et al. 1972, Byer et al. 19TS, Lavoie 1982a,b, 

Byer· et al. 1973). 

En los primeros trabajos que se mostró el efecto inhibitorio 

del transporte intracelular en células nerviosas por anestésicos 

locales como la lidocafna, se empleó la técnica de aminoácidos 

marcados inyectados en el soma celular con medición de marcas 

radioactivas a lo largo del axón en presencia del anestésico (Fink 

et al. 1972>. 

En un estudio similar se mostró la misma inhibición del 

transporte intracelular ~lor tetracaina, encontrandose que la 

potencia de inhibición era dependiente del pH y no fue modificada 

por variaciones en la concentración de calcio libre (Lavoie 

19El2a l. 

En estudios más detallados y con ayuda de la microscopia 
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liberación de calciü en retïculp earcuplaamatice Fragmentadd

íflurehayaehi 19521.

La baee preciea de la aneeteeia inducida por aneeteeicae

lucalee aún ea muy diecutida, ein embargd las divereae evidencias

eeíetentee parecen indicar que dichu eetadd es ubtenidu al

inhibiree la depularizaciún de la membrana en laa celulae

nervideae.

H. HHESTEEICÚS LUCHLE5 T TRHNEPDRTE HIDHHL.

Se ha mbaervadu que lue aneeteeicne lucalee aparte de eu acciún

aneetesica característica pueden tener utrp tipu de efectua edbre

celulas nerviueae. Be ha repertadu que Ida aneeteeicua lucalea

inhiben revereiblemente el tranepprte annnal rapida en este tipd

de celulas {FinH et al. IQTE, Byer et al. l??3, Laveie 1?E2a,h,

Ever et al. l??3}.

En lee primerde trabajue que ee mpetrd el efectu inhibiturie

del tranepurte intracelular en celulas nerviueae per aneeteeícne

lncalee cdmu la liducalna, se empleó la tecnica de amìnuacidue

marcadue inyectadue en el suma celular cun medicíún de marcas

radicactivae a la larga del aedn en preeencia del aneeteeicu (Pink

et al. l9?2l-

En un eetudid eimilar ae mdetrü la misma innibiciún del

traneperte intracelular per tetracaina, encdntranduee que la

pfltencia de lnhibiciün era dependiente del pH y nd *ue müdificada

por variaciunee en la cdncentraciün de calcid libre ftavdie

1?H2al.

En eetudide mae detalladda y can ayuda de la micruecupia



electrónica se observaron los efectos de la lidocaina sobre la 

morfologia de axones en diferentes intervalos de tiempo. Además de 

la inhibición de impulsos y del transporte axonal rápido, se 

mostraron efectos sobre algunas estructuras como el retículo 

endoplásmico liso y en particular se presentó depolimerización de 

microtúbulos. La reversibilidad del efecto también se estudió, con 

la recuperación total de las condiciones afectadas (Byer et al. 

1973). 

C. SOBRE EL EFECTO INHIBITORIO DEL TRANSPORTE AXONAL POR 

ANESTESICOS LOCALES. 

Se han propuesto varios mecanismos para explicar la inhibición 

del transporte axonal rápido por anestésicos locales. Puesto que 

se ha encontrado que el transporte intracelular es un mecanismo 

dependiente del metabolismo oxidativo (Qchs y Hollinsworth 1971), 

puede ser que los anestésicos locales interfieran con este último, 

bloqueando el suministro de energía metabólica necesario para que 

se lleve a cabo el proceso de transporte. 

Los microt~\bulos, principales componentes de la matF·iz 

citoplásmica en células nerviosas (Schnnap y Reese 1982, Hirokawa 

19821, han sido involucrados directamente en el proceso de 

transporte interno de particulas, ya que en algunos estudios en 

axones tratados con anestésicos locales se ~an encontrado números 

reducidos de estas estructuras (Fink et al. 1972, Edstrom et al. 

1973). Puede ser que el efecto inhibitorio del transporte 

intracelular sea producido por alteraciones en dichas estructuras 

(Hanson y Edstrom 1978, Samson et al. 1979). 
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electrunica se uhservarun lus eiectus de la liducaina subre la

murfulugia de aeunes en diferentes intervalus de tiempu. Hdemas de

la inhibiciun de impulsus y del transpurte aeunal rapidu, se

mustrarun eïectus subre algunas estructuras cumu el reticulu

enduplaemicu lieu y en particular ee presentó depulimerieaciun de

micrutubulus. La reversibilidad del efectu tambien se estudiu, cun

la recuperaciun tutal de las cundiciunes afectadas íflyer et al.

19?3l.

C. SDBRE EL EFEETÚ INHIHITUHID DEL TRQNBFDTE HIDHÑL PUR

HHESTESIEÚE LDCHLEE.

Ee han pruuueetu varíus mecanismuå para explicar la inhihicìün

del transpurte aeunal rapidu par aneetesicus lucales. Puestu que

se ha encuntradu que el tranapurte intracelular es un mecanismu

dependiente del metabulismu ueidativu iüchs y Hullinswurth 1??1l,

puede ser que lus anesteeicus lucales interfieran cun eete últimu,

bluqueandu el suministra de energia metabólica necesariu para que

se lleve a cabu el prucesu de transpurte.

Lua micrutúbulus, principalee cumpunentea de la matriz

cituplasmica en celulas nerviusas íåchnnap y Reese 1952, Hirukawa

1952), han sidu invulucradus directamente en el prucesu de

transpurte internu de particulas, ya que en algunus estudius en

aäuneä tratadus cun anesteeícus lucalee ae han encuntradu numerue

reducidua de estas estructuras (Fine et al. 1??2, Edstrum et al.

lïïïl. Puede ser que el efectu inhibituriu del transpurte

intracelular sea pruducidu pur alteraciunes en dichaä estructuras

(Hansen y Edstrum i??B, Eamsun et al. 19?9l.



Existen evidencias sobre la inhibición de procesos de 

transporte intracelular en algunos otros tipos de células, donde 

el efecto ha sido asociado con el transporte de ciertos iones a 

través de la membrana plasmática. Mondragón C1986l encontró en 

células retinales de crustáceo y de anfibio, que lidocalna inhibe 

la migración de gránulos pigmentarios en presencia de ciertos 

iones especificas en el medio de incubación, particularmente 

sodio. En dicho trabajo fue concluido que el efecto producido por 

el anestésico parecía involucrar principalmente una difusión de 

sodio hacia el interior de las células y que de alguna manera, la 

presencia de éste en el citoplasma interfería con el proceso de 

transporte. Drogas que estimulan la entrada de sodio a las células 

como Batra<otoxina, han mostrado una inhibición comparable del 

tr·ansporte intracelular, cuando han sido aplicadas a céltili~c; 

nerviosas (véase Chan et al. 1980). 

En axones tratados con la hormona paratiroidea CPTHI se ha 

visto que el transporte axonal incrementa su velocidad en ambas 

direcciones; sin embargo, cuando estos axones son tratados además 

con agentes antagonistas de canales de calcio, como las 

dihidroxipiridinas CDHPI nifendipina y nitrendipina, este 

incremento en la velocidad es bloqueado totalmente. Cuando se 

administra BAYK644 una DHP agonista del canal de calcio, el 

transporte axonal se incrementa de manera similar a como lo hace 

la PTH, y este efecto es bloqueado también por nitrendipina. 

Parece ser, por tanto, que la entrada de calcio extracelular al 

interior de la céluia estimula el tráfico intracelular de 

organelos <Breuer y Atkinson 19881. 

Por otra parte, en algunos estudios empleando retículo 
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Existen evidencias subre la innibiciun de prucesus de

transpurte intracelular en algunus utrus tipus de celulas, dunde

el efettu ha sidu asuciadu cun el transpurte de ciertus iunes a

traves de la membrana plasmatica. Hundraqún í19Eal encuntru en

celulas retinales de crustaceu v de anfibiu, que liducaina inhibe

la migraciun de granulus pigmentarius en presencia de ciertus

iunes especificus en el mediu de incubaciun, particularmente

sudiu. En dichu trabaju fue cuncluidu que el efectu pruduüidu pur

el anestesicu parecia invulucrar principalmente una difusiun de

sudiu hacia el interiur de las celulas v que de alguna manera, la

presencia de este en el cituplasma interferia cun el prucesu de

transpurte. Drugas que estimulan la entrada de sudiu a las celulas

cumu Hatracutuxina, han mustradu una inhibiciun cumparable del

transpurte intracelular, cuandu han sidu aplicadas a celulas

nerviusas Ivease Chan et al. l9BÚl.

En axunes tratadus cun la hurmuna paratiruidea IPTHJ se ha

vistu que el transpurte axunal incrementa su velucidad en ambas

direcciunes; sin embargu, cuandu estus axunes sun tratadus ademas

cun agentes antagunistas de canales de calciu, cumu las

dihidruxipiridinas (DHPl nifendipina v nitrendipina, este

incrementa en la velucidad es bluqueadu tutalmente. Euandu se

administra BñYha44 una DHP agunista del canal de calciu, el

transpurte axunal se incrementa de manera similar a cumu lu hace

la PTH, v este efeutu es bluuueadu también pur nitrendipina.

Parece ser, pur tantu, que la entrada de calciu extracelular al

interier de la celula estimula el traficu intracelular de

urganelus {Breuer v fitxinsun 19881.

Pur utra parte, en algunus estudius empleandu retïculu



sa1··coplasrnát:ico f~agme11ta•icJ se ha v1stcl qLte lo•; ar1estésicos 

locales reducen la c:apaciadad de ca~1tación de calc:io de dicha 

estr·uctLtra, inhihj.endo la actividad ATPasa de la bomba de calcio, 

obser·v~ridose además qLtP estos compuest1~s ir1duc:ef·1 la liberación de 

calcio en retículo sarcoplasmático precargado CSuko et al. 1976, 

f<urebayashi etal. 1982). Se ha encont.r·ado también que los 

anestésicos lc1cales producen un incremento en la pern1eabilidad 

pasiva de calcio, además de magnesio en vesicL1las aisladas de 

retículo endoplásmico <Escudero y Gut.iérrez-Merino 19871. Estos 

resultados parecen indicar que debido a que los anestésicos 

locales incr·ementar1 la permeabilidad de membranas especifica o 

inespecíf1camente, el mecanismo de inhibición del transporte 

intracelular, posiblen1ente sea ~1roduc1dc1 por una acción de este 

tipo en la membrana plasmática o er1 las receptores intr-acelL1lares 

del catión, si el anetésico fuera internal1zado en la célula. 

81 el efecto de los anestésicos locales es asociado a una 

elevaciór1 e::ces1va dP la concentr·ac1ón de calcicJ 

intracitoplásmico, el incremento en la permeabilidad podría 

involucrar posiblemente.alteraciones en los transportadores de 

calcio de alta CATPasa bombeadora de calcio, de membrana 

plasmática y reticLtlo endoplásmico) y baja afinidad 

( l nte1,...c¿~mbi ¿1dDr· Na+ /Ca'•de me::•mb1,-ana p l i:tsmc':\t. i ca, con al ta capacidad 

de transporte) presentes en células excitatiles. 

Posiblemente, ~l efecto pudiera además relacionarse con algún 

mecanismo de 1nh1b1ción de la actividad de la calmodul1na, la cual 

ha sido involLtcrada e11 el proceso de transporte a:~or1al (Edstrom et 

E•l. 19/c .. Ekstrorn et al. 191'l2. L.avcne 1987, Tiberi y L.avoie 1984l. 

Se tia n1cJstrado en diversos trabajos que los anestésicos locales 
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sarcupìasmaticu íragmentadu se ha vistu que lus anestesicus

locales reducen la rapaciadad de captaciun de calciu de dicha

estructura, inhihiendu la actividad ñTPasa de la bumba de calciu,

ubservdnddse ademas que estus cumpuestus inducen la liheraciun de

calciu en reticulu sarcuplasmaticu precargadu (Suxu et al. 1ä?ó,

Hurebavashi etal. l9B2l. Se ha encuntradu también que lus

anestesicus lucales pruducen un incrementu en la permeabilidad

pasiva de calciu, ademas de magnesiu en vesículas aisladas de

reticulu endupìasmicu âEscuderu v Gutierrez~Nerinu iqãïi. Estus

resultadus parecen indicar que debidu a que lus anestesicus

lucales incrementan la permeabilidad de membranas específica u

inespecificamente, el mecanismu de inhibitiun del transporte

intracelular, pusiblemente sea pruducidu pur una acción de este

tipu en la membrana plasmatica u en lus raceptures intracelulares

del catiún, si el anetesicu fuera internalizadu en la celula.

Si el efectu de lua anestesicus lucales es asuciadu a una

elevación excesiva de la Luncentraciún de calciu-

intracituplasmicu, el incrementa en la permeabilidad pudria

invulucrar pusiblementeìalteraciunes en lus transpurtadures de

calciu de alta {aTPasa bumbeadura de calciu, de membrana

plasmatita v retículu enduplasmicui v baja afinidad

iintercambiadur Na*fCd"de membrana plasmática, cun alta Capacidad

de transpurte) presentes en celulas excitables.

Pusiblemente, el efeetu pudiera ademas relaciunarse cun algun

mecanismu de inhibiciún de la actividad de la calmudulina, la cual

ha sidu invulucrada en el prucesu de transpurte axunal (Edstrum et

al. ifiïö, Ekstrum et al. 1992. Lavuie 198?, Tiberi y Lavuie 1984).

Se ha mustradu en diversus trabajus que lus anestesicus letales



parecen tener una acc1ór1 inh1b1tor1a general para los fenómenos de 

transporte interno; sin er11bargo no es claro aún el mecanisn}o por 

el cual es producida ésta inhibición. 

Además parece no existir alguna evidencia, donde haya sido 

investigado el efecto de la 11docafna sobre fenómenos de 

transporte interno de organelos en plantas, como es la ciclosis de 

cloroplastos en células mesófilas. 

V. VIDEO MICROSCOPIA POR CONTRASTE ACENTUADO ELECTRONICAHENTE. 

El trabajo microscópico con células vivas exige necesariamente 

el uso de luz visible, puesto que longitudes de onda fuera de este 

rango en el espectro electromagnétic~ pueden alterar la integridad 

del material biológico. Por estas razones la resolución máxima de 

estructuras muy diminutas se restringe tan solo al limite teórico 

ce resolución para la microscopía opt1ca 1200 n~ aprox. l. 

Al trabajar con células vivas el contraste obtenido en las 

imágenes resulta ser muy débil, debido a que la mayoría de las 

células son normalmete muy transparentes. Dicho inconveniente 

impide el adecuado examén morfológico del citoplasma en su estado 

natural. Se han L1til12ado diversas téc:r11cas microscópicas para 

enfrentar ~ste problema (contraste de fases, inter·ferer1cj.a 

diferencial, campcJ obscuro), pero de alguna manera siempre es 

sacrificado el contraste o el poder de resolución, o se d1f1culta 

el registro de imáger1es poco 1lu~ir1adas. 

Recientemente ha ter11do lugar uno de los más espectacular-es 

avances en el terreno de la microscopia óptica aplicada al estudio 

de procesos b1ológ1cos. La combinac1.ón de varios métcJdos cJe 
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parecen tener una acción inhibitdria general
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para les Fenúmenes de

transperte interno; sin embargp nd es clard aun el mecanismo per

el Cual es preducída este inhibición.

ñdemas parece nd eeietir alguna evidencia, dende haya side

investigadd el efectu de la lidpcaìna sdbre +endmends de

transpdrte internd de urgenelüe en plantee, teme ee la ciclüeie de

cldreplastde en celulae mesdfilas.

V. UIDED HIERDSEÚFIñ PUR EDNTRQETE HCEHTUHDD

El trabaJd micrdscepicd cun celulas vivas

el ueu de lu: visible, pueetn que lungitudes

range en el espectre electromagnética pueden

del ma†er1al hielügice. Fer estas raednes la

ELEETRDHICHHEHTE.

exige necesariamente

de pnda +uera de este

alterar la integridad

Fesdluciün maxima de

estrueturas muy diminutas se restringe tan selp al limite tedrice

de resuìuciún para la micrpscdpla dptica IEUU nm apreH.l.

el trabajar cen celulas vivas el cdntraete dhtenidd en las

imagenes resulta ser muy debil, debidd a que la mayeria de las

celulas sen ndrmalmete muy transparentes. Dichd inconveniente

impide el adecuade examen mdrmdldgicd del citeplasma en su estadd

natural. Se han utilirade divereae tecnicas micruscúpicas para

en+rentar este prdblema icdntraste de fases, interferencia

diferencial. campu dbecurel, pere de alguna manera siempre es

sacriflcade el contraste U el pdder de resdluciún, e se dificulta

el reqistru de imagenee pere iluminadae.

Recientemente ha tenldm lugar und de les mae eepectaculares

avancee en el terreno de la micrdscppia dptica aplicada al estudie

de prucesde bidldgicds. La cdmbinacidn de varids metpdda de



rn1croscopia por transilLtminac1ón con sistemas de video de alta 

sensibilidad ha permitido la observación directa, eri célLJlas 

vivientes, de la actividad de estructuras que hasta pr-incipios de 

la pr-esente década sólo er-an visibles por medio de microscopia 

electrónica en células fijadas, es decir, er-1 pr-·eF)ar ·ac1ones 

estáticas ya sin vida. 

En los ~irimeros trabaJos pioneros donde se L.tso el video, sP 

obtL.tvieron imáger1es con luz LtV, sin embargo e] dafio ·fotLJqL1i1111co 

imposibilitaba su aplicación al estudio de células vivas CZwory~1n 

1933, Flory 1951, Montgomery et al. 1956). 

A finales de los 40s y comienzos de los Sl:)s se realizaron 

observacior1es con video er1 el rango de luz visible del esr1ectro 

electr··amdgr1éticor 

F:·ar-~iat ~J.951) observ1j m1gr·ac1ones de gránl.1los p1gn1e1-¡tar·1os en 

huevcJ~:; fertilizados de erizo de mar. íal~s trabaJo~¡ S<~llo servían 

para ciemostrar imágenes del micr-oscopio a grupos de estL1diantes, 

s1r1 qLJe prodL1jerar1 ir·1for-macj.ón relevar1te o avar1ces q1Je 

contribuyeran determinantemente en la investigación biológica 

hasta nuestro tiempo. 

Reynold0 (19721 junto con biólogos del laboratorio de Biología 

Marina de Woocjs l~ole, ac:oplarcin a m1croscopios intensificadores de 

imágenes, para visualizar ~enomer1os lLtmj_njscentes de bajo nivel 

L11cluyer11jo bic:)l!Jn1i11j.scencia. 

Gilk~y et al. J78) pud1er··on gratiar la propagación de una onda 

de aeq1Jcir·1na 1L1mir1iscer1te durante el pr-ocescJ de fer·til.ización. La 

1L1mi11iscencj.a de la fc)sfopr·otefna microinyectada fLte colectada con 

un intensif1cador de imágenes demostrando así la propagación de 

calcio libre poste~1ormente a la fertilización. 
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miereseepia per transiluminacien cen sistemas de videe de alta

sensibilidad ha permitide la eeservacien directa, en celulae

vivientes, de la actividad de estructuras gue basta principies de

la presente decada sele eran visibles per medie de mitrescepía

eleetrenica en telulas fijadas, es decir, en preparaeidnes

estáticas va sin vida.

Fn les primeres trabages pieneres dende se use el vided, se

ebtuvieren imagenes cen lu: uv, sin emearge el dañe Fetequimiee

impesieílitaba su aplicatiún al estudie de celulas vivas ilwervkin

1933, Flere 1951, Hentgemery et al. 195d).

Q finales de les ads v cemienzes de les Ses se realiearen

ehservacienes cen videe en el range de lux visible del espedtre

electremagnetieei

Pareat ilåfili ehserve migracienes de granules pigmentaries en

huevue Fertilitades de eriee de mar. Tales trabages sdle servían

para demestrar imagenes del micrescepie a grupes de estudiantes,

sin gue predujeran iniermacien relevante U avancee que

centribuveran determinantemente en la investigacien bieldgica

hasta nuestre tiempe.

Hevnelds iläïïi junte cen eieleges del laheraterie de Hielegia

Harina de Needs Hele, acenlaren a micrescepiea intensiïicaderes de

imagenes, para visualiear +enemenea luminiscentes de baje nivel

incluvende eieluminiscentia.

Eilkev et ai. =f?üi pudieren grabar la prepagacien de una enda

de aeguerina luminiscente durante el preuese de Fertitizacien. La

luminiseencia de la fesiepreteïna micreinvectada Fue celectada cen

un intensiiicader de imagenes demestrandfl asi la erepagadiün de

ealtie libre pesteriermente a la fertilieacien.



En 1975 Dvorak et al. emplear·on ur1a cámara de video de cierta 

sensibilidad para registrar la invasión de un eritrocito humano 

por un merozoito de malaria. Este proceso fue observado por la 

combinación de una cámara de imagen orthicon, óptica de Nomarski 

CDICI y equipo de videograbación . Los estudios pioneros 

utilizando eqt.Jl~lOS de video safj.sticados requirió el esfLterzo 

combir1acjo de biólogos e ingen1er-cJs en electrónica. 

A finales de los 7(:is aparecieron cámaras de video con tubos de 

la familia vidicon y videograbadoras con la posibilidad de grabar 

en tiempo real y congelar imágenes. Posteriormente Inoué (1981) y 

Al len et al. C1981a,b), anunciaron un nuevo método en microscopia 

de luz, el cual consistió en aco~llar avanzado equipo electrónico 

ae v1a00 2 diversas clases de microscopia óptica <DIC, Luz 

polarizada, contraste de fases) obter1iendose t_~na exce].er1te 

resolución y contraste en las imágenes resultantes. Objetos 

ciemas1acic1 ·finos para ser vistos con simple mic~oscopia óptica 

habitual o que produzcan muy bajo contraste en la imagen, pueden 

ser ahora visualizados y estudiados en células vivas con la ayuda 

de avar1zado equipo de video. Con tal equ1po puede ser incrementado 

considerablemente el contr-aste de ].a imagen del microscop10, 

sustrayendo elec:trónicame1·1te la se~al del cam~>o de visión para 

darl.e una elevación al contraste por incrementar su gan2nr1.a 

análoga en la cámara de video, monitor- o video~procesad1~r. Lon el 

contraste as:[ incrementado se pueder1 usar· objetivos de altas 

aper-tL.tras numer1c:as. 

El tratJa·io con dicho eqL11po permite observar estructuras mucha~ 

veces más peqLte~as qL1e el limj.te de resolución de la m1croscopia 

óptica. Estos peque~os obJetos forman imágenes difractadas en el 
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En 1?75 Dverak et al. emplearen una camara

sensibilidad para registrar la invasien de un

per un merezeite de malaria. Este preeese +ue

de video de cierta

eritrecite humane

ebservade per la

cpmbinacien de una camara de imagen erthicen, óptica de Nemarski

iüïül v equipe de videegrabaeien , Les estudips pieneres

utilieandp equiues de videe sefistidades requirie el esfuerza

Cembinade de bieleges e ingenieres en electfüflica.

H Finales de les Tüs aparecieren eamaras de videe Cpn tubes de

la familia vidicen v videpgrabadpras cen la ppsibilidad de grabar

en tiempp real v cengelar imagenes. Pesteriermente Indue (1?81l v

allen et al. <1?ü1a,bl, anunciaren un nueve metede en micrpscppia

de lu:, el cual censistid en acpplar avaneadp equipe electrónico

de vieee a diversas clases de micrescepia óptica (DIU, Lua

pelarixada, eentraste de iasesl ebteniendpse una excelente

reselucien v centraste en las imagenes resultantes. Ubjetes

uemasiade iines para ser vistes cen simple micrescepia óptica

habitual e que preduecan muv baje centraste en la imagen, pueden

ser ahpra visualizades v estudiades en celulas vivas cen la ayuda

de avanzada equipe de videp. Gen tal equipe puede ser incrementade

:ensideraelemente el :entraste de la imagen del miceeeeepie,

sustravende eleetrenicamente la señal del :ampe de visidn para

darle una elevación al centraste per incrementar su ganancia

analega en la camara de videe, meniter e videerprecesader. [en el

centraste asi incrementade se pueden usar ebjetivps de altas

aperturas numericas.

El trabaie cen diche equipe permite ebservar estructuras muchas

veces mas pequeñas que el limite de reselucien de la micrescepia

eptica. Estes pequefies ehjetps ëerman imagenes difradtadae en el



pJ.ar10 del carnpo donde las din1ensiones de la imager1 son 

determinadas por la apertura del c1bjetivo y la lente cor1densadora, 

no por el diámetro real del obJeto-

E:l an,,11 i~::.i·s dt:: F,~~;tr··uct.L\r-.::1.~:::. o movimiE?nto a nivPJ de nanómE-'~tros 

1.1tilizar1do la distribuciór1 de la intensidad er1 imágeries 

difractadas ~'ª comenzado ha ser e>:plorado a través de técnicas de 

ir1cremento de contraste por video, con análisis y procesamiento de 

1mác¡enes pcw computador-a (f')c::hnapp et al. 198[:). 

La video-mic::rosc::opia por constr-aste acentuado elec::tr-ónicamente 

es una técr1ica n1L.ty utilizada actualmente, que ha comenzado a 

proporc1onar bastan·te ir1·formac1ón relevante de pr-ocesos de 

dinámica intracelular· de organelos. Es previsible er1 poco tiempo 

la cjiver!sifi_c:ación de su empleo en el estudio de difer-er·i·Les 

pr·ocesrJs biológiccJs. 
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plana del campu dunüs las dimsnsimnss de la imagen son

dsfurminadas pur la apertura del ubjstivu y la lente cnndsnsadura,

nu por el diametru real del ubgstu.

El análisis de Estructuras u mmvimientu a nxvel de nanúmatrus

utìlizandu la distribuciún de la intensidad en imagenes

d1+ractadas ha comenzada ha ser smpluraüu a través ds técnicas de

íncrementu de contraste pur videu, :un análisis y prncesamientu dE

imágenes par cnmputadura íächnapp et al. IQBBI.

La vidau-microscopía pur cunstraste acentuada electrónicamente

es una técnica muy utilizada actualmente, que ha cumsnzado a

propmrciunar bastante información relevante de procesos de

dinámica intracelular ds urganslms. Es previsible en poco tiempn

la diversišicaciún ds su emplea en el Estudio de difervnies

promesas biulügicus.



OBJETIVOS GENERALES 

1. {~nal1:·~-,:.-1.r [>] efecto de la 11ciocaina sobre el transporte 

intracelular en células nerviosas. 

2. Investigar el efec:to qL1e tiene la lidocaina sobre la ciclosis 

de clorc1~ilastcJs eri células vegetales. 

METAS PARTICULARES 

1. Estj_mar la capacidad resolL1tiva de un sistema de video

~11c:roscopia de contra~te acentuado electrórijcanlerlte, para su 

ut1l1zaciór1 corno herramienta er\ el estudio de fenómenos de 

motilidad in·tracelular de co111p]_j_cada observación. 

2. Estandar1.zar la disección de célL1las mesófilas de Vallisneria 

sp., donde pL1diera ser estudiada la c1closis de cloroplastc:>s. 

~·. E:stanclar-1zar las condiciones adec:uadas para el mantenimier1to de 

las célLtl.as (~élula~~ nerviosas y células vegetales) durante sLt 

observacJón <cámar-a de ot)servación~ sistema de perfL1s1ón, 

tempe¡-atura, oxigenaciór1, etc.>. 
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4.
.IF

1. Hnaliear el efectd de la liddeaina sobre el transporte

EI

1.

2.

1

1. Ú

UHJETIVÚS EENERÉLES

intracelular en Células neruiesae.

InveaLigar el efecte que tiene la liducaina sebre la ciclesis

de tlereulastfls en celulae vegetales.

HETHS PQHTIEULHHES

Estimar la capacidad reselutiva de un sistema de viden-

miiruscnpia de contraste acentuade electrunimamente, para su

utilixacien come herramienta en el estudie de ienúmenes de

metilidad intracelular de cemplicada ubservaciün.

Estandaritar la disección de Celulae meeüfilae de Valliãnerie

ep., dende pudiera eer estudiada la cielesie de clureplaetus.

Estandariear las cundicienes adecuadas para el mantenimiente de

las celulas ficelulae nervifieas y celulas vegetales) durante su

nbservacinn (cámara de uhservacien, sistema de perfusinn,

temperatura, eeigenaciún, etc.l.



4. Estandarizar las condiciones ópticas adecuadas para la 

observación de los fenómenos de motilidad en estudio, a través 

de manipulaciones en el sistema de video-microsco~>ia. 

5. Realizar un análisis descriptivo del comportamiento normal de 

los fenómenos de motilidad intracelular de interés <tipos de 

organelos, formas, tamaRos, velocidades, comportamiento etc. l. 

6 . Probar el efecto de la lidocaina sobre los dos sistemas de 

transporte intracelular. 
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4. Estandariear las condiciones opticas adecuadas para la

observacion de los fenomenos de motílidad en estudio, a travee

de manipulaciones en el sistema de video-microscopía.

5. Realiear un analisis descriptivo del comportamiento normal de

los fenomenos de motilidad intracelular de interes (tipos de

organelos, Formas, tamaños, velocidades, comportamiento etcil-

e. Probar el efecto de la lidocaina sobre los dos sistemas de

transporte intracelular.



MATERIAL 

l. SISTEMA DE VIDEO MICROSCOPIA DE ALTA RESOLUCION. 

El sistema de video-microscopia de alta resolución se compone 

de los siguientes elementos: 

1. Microscopio trinocular Re1chert, con óptica corregida al 

infinito. 

Cámara de video Dage-MTI NC-67M, equipada con un tubo newvicon 

y consola de control. 

~. Monitor de alta resolución Panasonic wv-5:350N, E, de ">750 

lineas y 21.5 cm de cliagor1al. 

4. Videograbadora Panasonic NV-8030, de carrete abierto y cinta de 

12.7 mm. 

~. Cán,ara reflex automática Canon A-1 de 35 mm, provista con un 

lente niac~ro FO 50 mm, 1:3~5 . 

El sistema de video-microscopia de alta resoluclon por 

contraste acentuado electrónicamente <VM-CAEl puede ser 

considerado como un sistema mixto qLJe combina los implementos 

tradicionales de la microscopia óptica con equipo electrónico de 

video <fig ll. 

La seRal óptica que pr·ov1ene del micr·osc:opio emerge por un 

dueto especial para foton11crografia er1 el cabezal tr·1nocL1lar del 

microscopio, proyectando la imagen a través de una lente ocular de 

10X hacia la cámara de video. La imagen inicial, convertida en 

se~al electrónica, es conducida en paralelo desde la salida de la 
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HHTERIHL

I. SISTEMA DE VIDED HICRDSCDPIH DE HLTH HESDLUCIDN.

El sistema de videormicroscopia de alta resolucion se compone

de los siguientes elementos:

1. Microscopio trinocular Heicnert, con optica corregida al

infinito.

2. Cámara de video Dage~MTI NC-oïfl, equipada con un tubo newvicon

y consola de control.

3. Monitor de alta resolucion Panasonic HU-535ÚN,E, de FTSU

lineas V 21.5 cm de diagonal.

4. videograbadora Panasonic Nvräüåü, de carrete abierto v cinta de

12.? mm.

5. Camara reflex automatica Canon firl de E5 mm, provista con un

lente macro FD 50 mm, l:E.5.

El sistema de video-microscopía de alta resolucion por

contraste acentuado electronicamente (vn-CHE; puede ser

considerado como un sistema mixto que combina los implementos

tradicionales de la microscopía optica con equipo electronico de

video (fig 1).

La señal optica que proviene del microscopio emerge por un

ducto especial para totomicrograiia en el caoeeai trinocular del

microscopio, proyectando la imagen a traves de una lente ocular de

IÚK hacia la camara de video- La imagen inicial, convertida en

señal electronica, es conducida en paralelo desde la salida de la



consola de control de la cámara de video a la videograbadora y al 

monitor, donde es transformada en imagen visual, que puede ser 

registrada con la cámara fotográfica. 

En el componente óptico del sistema se emplea como fuente de 

iluminación una lámpara de arco de mercurio de 50 vatios, de cuya 

emisión se separa la linea de 546 nm por medio de un filtro de 

interferencia. Se utilizó también una lámpara de halógeno de 12 

vatios. 

Los objetos se iluminan a través de un condensador aplanático

acromático con 1.3 de apertura numérica nominal, operado sin 

diafragma de apertura. Se tiene intercalado además un condensador 

de campo que desempeRa una función critica en el sistema y las 

observaciones se efectúan con objetivos plar\acromátic~G~, 1:(J"l 

corrección al infinito. 

11. MATERIAL BIOLOGICO. 

A. PREPARACIONES BIOLOGICAS UTILIZADAS COMO PATRONES DE 

RESOLUCION. 

1. Preparación fija de algas diatomeas montada en bálsamo de 

canada. 

2. Células bucoepiteliales obtenidas directamente por raspado 

bucal. 

B. CELULAS NERVIOSAS. 

3e emplearon cultivos primarios de telencéfalo de embrión de 
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consola de control de la camara de video a la videograoadora v al

monitor, donde es transformada en imagen visual, que puede ser

registrada con la camara fotografica.

En el componente optico del sistema se emplea como fuente de

iluminacion una lampara de arco de mercurio de 50 vatios, de cuva

emision se separa la linea de 54o nm por medio de un íiltro de

interferencia. Ee utiliso tambien una lampara de halogeno de 12

vatios.

Los objetos se iluminan a traves de un condensador ap1anatico¬

acromatico con 1.3 de apertura numérica nominal, operado sin

diafragma de apertura. Se tiene intercalado ademas un condensador

de campo que desempeña una iuncion critica en el sistema v las

observaciones se efectúan con objetivos planacromatifos cow

correccion al intinito.

II. HHTEHIRL HIDLUEICU.

H. PREPÉRHEIDNEE HIÚLDEIEHE UTILIIHDHS DDHH PHTRDNES HE

REEDLUÉIÚH.

1. Preparacion fija de algas diatomeas montada en balsamo de

canada.

2. Eelulas bucoepiteliales obtenidas directamente por raspado

bucal.

B. EELULHE HERVIDEHS.

de emplearon cultivos primarios de telencefalo de embrion de



pollo de 8 días de incubación llínea Rodhe Islandl. Las células se 

sembraron sobre cajas de Petri de plástico calidad cultivo de 

tejido de 35 mm de diámetro, donde previamente se colocó una 

laminilla de vidrio, con el objeto de tener una monocapa de 

células adherida a éste. 

La preparación de las células nerviosas, hasta antes de 

someterse a experimentación, fue amablemente realizada por la Dra. 

Martha Romano <CINVESTAV IPN>. 

C. CELULAS VEGETALES. 

Para el estudio de las corrientes citoplásmicas se utilizó la 

planta acuática Vallisneria sp •. Los ejemplares fueron adquiridos 

comercialmente y se mantuvieron en un acuario habitual dentro del 

laboratorio, a temperatura ambiente. 

El trabajo se realizó sobre las células internas del mesófilo 

en la parte media de la planta de Vallisneria sp., requiriéndose 

de ciertas disecciones de tejido para llegar a esta zona interna 

OCLlµaüa por dichas células. 

111. MATERIAL QUIMICD. 

A. CELULAS NERVIOSAS. 

Las células nerviosas se mant~vieron e incubaron durante los 

experimentos en solución salina fisiológica Hanks (tabla !). 

Se utilizó el anestésico local lidocaína en su forma comercial 

como solución inyectable al 2 X, proveniente de ASTRA Chem1cals. 
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pollo de B dias de incubación ¿linea Hodhe Island). Las celulas se

sembraron sobre cajas de Petri de plastico calidad cultivo de

tejido de 35 mm de diametro, donde previamente se coloco una

laminilla de vidrio, con el objeto de tener una monocapa de

celulas adherida a éste.

La preparacion de las celulas nerviosas, hasta antes de

someterse a experimentación, fue amablemente realieada por la Dra.

Hartha Romano KCINVESTHV IPN).

C. CELULHS VEGETHLEB.

Para el estudio de las corrientes citoplasmicas se utilizo la

planta acuática Vallieneria sp.. Los ejemplares fueron adquiridos

comercialmente y se mantuvieron en un acuario habitual dentro del

laboratorio, a temperatura ambiente.

hi trabajo se realizo sobre las celulas internas del mesdFi1o

en la parte media de la planta de Feìlisneria sp., requiriendose

de ciertas disecciones de tejido para llegar a esta zona interna

ocuuada por dichas celulaäi

III. HÉTERIHL EUIHICD.

Q. EELULHS NERVIDSHS.

Lae celulas nerviosas se mantuvieron e incubaron durante los

experimentos en solucion salina tisiologica Hanks (tabla I).

Se utilizo el anestésico local lidocaina en su forma comercial

como solucion inyectable al 2 E, proveniente de HSTRA Chemicals.



B. CELULAS VEGETALES. 

Se empleó com(~ medio de disección e incLtbación solución 

f1s1ológica APW (agua de charco artificial) <Tabla JI>. 

Se utilizó el anestésico local lidocaina tanto en su forma 

comercial, co1no er1 forma pura. En su forma coinercial se empleó 

solución inyectable de lidocaina al 2 X de ASTRA Chemicals. El 

anestésico puro (clorhidrato de lidocaina) se obtuvo de Chemisr he 

Fabrik, por cortesía de productos Mavi. 

IV. DISECCION DE TEJIDOS VEGETALES. 

F'aF·a disecar tejid11s de Vallisneria sp~ qLte contuvier-ar·1 c:éluJ.a·~ 

mesófilas se Lttj lizó e(1u1po habitual de dj.sección (t:ijeras 

comunes, p1r12as forceps, navaja, b1stL1ri, alfileres, etc.J, 

microscopio estereoscopico Stereo Star zbom 38c) de American 

Opt1cal, iluminándose con una fuente de lu2 BAUSCH & LOMB, que 

conte11ia L1r1 par de fibr-as ópticas eq1_lipadas con dcJs condensadores 

terminales. Con10 so~1cJrte base de lo~i segrne1·1tos ele tejido dur·ante 

la cjisección se enipleó ur1a caja de petri de 9.5 c1n de diámetro 

recLlbierta de una capa de material pJ.ástico ine1rte de color negro, 

como fondo contr-astante. 

V. OBSERVACION DE LAS MUESTRAS. 

F'ar·a obser-var l&s preparaciones por VM·-C:AE, se necesitó montar 

éstas er1 una cámara de observación acoplacja a un sistema de 

perfusión qL1e pern1itiera mantener a las células en condiciones 
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1..

B. EELULHE UEEETHLEE.

ee emplee como medid de diseccidn e incubación solucion

fisiologica HPN (agua de cnarcd artiiiciali ilabìa Ill.

de utiliad el anestésico ldcal liddcaína tanto en su forma

comercial, como en Farma pura. En su +orma comercial se emplee

solucion invectable de liddcaina al E H de HETHH Chemicals. El

anestésico puro iclorhidrato de lidocainal se obtuvo de Chemisihe

Fabrik, por cortesia de productos Havi.

IU. DISEEEIÚH DE TEJIDÚ5 UEEETHLEE.

Para disecar tejidas de Faliisneria ap. que contuvieran celulas

mesü†1las se utilice equipo habitual de disección itiierae

comunes, pincas fdrteps, navaja, bisturí, aliileres, etc.›,

microscopio estereoscopicd Stered Star :bem JEÚ de flmerican

dptical, iiuminanddse cdn una iuente de lu: BHUSLH E LUHH, que

cdntenia un par de Fibras ópticas equipadas con des condensadores

terminales. Lomo suporte base de los segmentos de tejido durante

la disección se empleo una caja de petri de W.5 cm de diametro

recubierta de una capa de material plastico inerte de color negro,

como ëondo contrastante.

U. UESERUHCIUN DE LHE HUEETRHS.

rara nbservar las preparacidnes par UH-LHE, se necesite mentar

estas en una camara de observación acoplada a un sistema de

periusidn due permitiera mantener a las celulas en condiciones



adecuadas para su estudj.o y poder ad1ninistrar los compuestos y 

solucior1es deseadas. 

A. CAMARA DE OBSERVACION. 

La cámara de observación se compone de un portaobjetos camón 

sobre el cual van colocados lateralmente dos segmentos de vidrio 

muy delgados . Estos segmentos situados p~ralelamente a los 

márgenes de mayor longitud del porta, actóan como escalones 

marginales; cuando es situado un cubreobjetos encima de ellos 

forn1an una peqLte~a cámara con aberturas laterales. Dicha cámara 

puede ser llenada con solución fisiológica y mantenerse en ella 

algün tipo de preparación biológica. A través de las aberturas 

laterales es posible administrar soluciones experimentales al 

acoplar un sistema de perfusión. 

B. SISTEMA DE PERFUSION. 

La perfusion de solución fisiológica (fig 2l sobre la cámara de 

observación se realizo a través de una manguera de hule (al 

conectada por sus extremos a dos tubos de vidrio terminados en 

punta. Un extremo se introducía por un tapón de hule a un matraz 

Erlenmeyer (b) conteniendo la solución fisiológica, hasta ser 

inmerso en ésta. El otro extremo hacia contacto sobre una de las 

aber·tLtras laterales de la 1:ámara'de observación (e) . Sobre la 

manguera, en una zona muy cer·cana a este extremo, se conectaba ur·1 

regulador de ~luJo (d). Una segunda manguera (e) encargada de 

desalojar el fluido que atravesaba por la cámara de observación se 
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adecuadas para su estudio v ooder administrar los compuestos y

soluciones deseadas.

Q. ÉÉHÉRA DE UBSERVHCIBN.

ta camara de observacion se compone de un portaobjetos común

sobre el cual van colocados lateralmente dos segmentos de vidrio

muy delgados. Estos segmentos situados paralelamente a los

margenes de mayor longitud del porta, actúan como escalones

marginales; cuando es situado un cubreobjetos encima de ellos

Forman una pequeña camara con aberturas laterales. Dicha camara

puede ser Ilenada con solucion sisiologica v mantenerse en ella

algun tipo de preparacion oiologica. H traves de las aberturas

laterales es posible administrar soluciones experimentales al

acoplar un sistema de periusion.

B. SISTEHQ DE PERFUSIDN.

La persusion de solucion iisiologica (sig El sobre la camara de

observacion se reaiieo a traves de una manguera de hule (al

conectada por sus extremos a dos tubos de vidrio terminados en

punta. Un extremo se introducia por un tapon de hule a un matra:

Erlenmever (bi conteniendo la solucion Fisiologica, hasta ser

inmerso en esta. El otro extremo hacia contacto sobre una de las

aberturas laterales de la camara de observacion (cl. Sobre la

manguera, en una zona muy cercana a este extremo, se conectaba un

regulador de †iujo (dl. Una segunda manguera (el encargada de

desalojar el fluido que atravesaba por la camara de observacion se



conectaba a la otra abertura lateral por uno de sus extremos, 

introduciéndose el opuesto a éste en un recipiente colector de 

fluido (f). En el interior de la segunda manguera se introducía un 

doble segmento de hilo bastante grueso que sobresalía por los 

extremos, haciendo contacto con la abertura lateral de la cámara, 

para desalojar el fluido por capilaridad. 

Una tercera manguera <gl que llevaba en uno de sus extremos un 

tubo de vidrio, se introducia en el matraz que contenía la 

solución fisiológica 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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conectaba a la otra abertura lateral por uno de sus extremos,

introduciendose el opuesto a este en un recipiente colector de

fluido if). 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 igi que llevaba en uno de sus extremos un

tubo de vidrio, se introducia en el matrae gue contenía la

solucion fisiologica hasta la :ona libre de medio, el otro extremo

de la manguera se conectaba a una Fuente de aire u oxigeno.



ME TODOS 

l. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO PARA SU OBSERVACION. 

A. CELULAS NERVIOSAS. 

1. OBTENCION DE LA SUSPENSION CELULAR. 

Se usaron telencéfalos de embrión de pollo Rodhe lsland de 8 

dias de edad. Se obtuvieron los embriones en condiciones de 

esterilidad y se depositaron en una solución salina balanceada 

libre de calcio y magnesio. Se disecaron los telencéfalos 

lavándolos repetidamente con la solución salina balanceada, la que 

afloja la unión de las células permitiendo que el tejido se 

disgregue fácilmente. Los telencéfalos se colocaron en Medio de 

Cultivo Completo, en proporción de 4 telencéfalos por 1 ml. Se 

disgregaron mecánicamente mediante repetidos pasajes a través de 

una pipeta Pasteur. Una vez lograda una suspensión de células, en 

forma de esféras aisladas, se tomaron alícuotas que se sembraron 

en las ca~as de petri previamente preparadas. 

2. CULTIVO DE CELULAS NEURONALES. 

Las cajas de petri se inc1~baron por 24 horas con una solución 

de poli-l-l1sina en amortiguador de boratos a una concentración de 

1 mg/l(JO ml. F'Dster1or·mente las cajas rec1b1eron 3 lavados de 10 

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

I. PREPARACION DEL HHTERIQL BIDLDEICD PHRH SU DBSERVQCIDN.

H. CELULQS NERVIDSAS.

1. OBTENCION DE LA SUSPENSIDH BELULHR.

Se usaron telencefalos de embrion de pollo Rodhe Island de B

dias de edad- Se obtuvieron los embriones en condiciones de

esterilidad v se depositaron en una solucion salina balanceada

libre de calcio v magnesio. Se disecaron los telencefalos

lavandolos repetidamente con la solucion salina balanceada, la-que

afloja la union de las celulas permitiendo que el tejido se

disgregue facilmente. Los telencefalos se colocaron en Medio de

Cultivo Completo, en proporcion de 4 telencefalos por 1 ml. Se

disgregaron mecánicamente mediante repetidos pasajes a traves de

una pipeta Pasteur. Una vez lograda una suspension de celulas, en

forma de esferas aisladas, se tomaron alicuotas gue se sembraron

en las cajas de petri previamente preparadas.

2. CUTIVD DE CELULRS NEURÚNHLES.

Las cajas de petri se incubaron por 24 horas con una solucion

de poli-I-lisina en amortiguador de boratos a una concentracion de

i mgfiüo ml. Posteriormente las cajas recibieron 3 lavados de iü

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



medio de cultivo completo y 100 ul de la suspensión celular 

aproximadamente 10 células. Para los experimentos se utilizaron 

Ctjltivos celulares de 3-6 dias de edad. 

3. MONTAJE DE CULTIVOS PARA OBSERVACION. 

Las laminillas de vidrio que contenían monocapas de células 

nerviosas se extraían de las cajas de cultivo y se colocaban er1 la 

cámara de observación, orientando hacia abaJo la cara que 

soportaba a la monocapa de células. La cámara de observación 

previamente se llenaba con medio fisiológico Hanks y se sellaba 

herméticamente recubriendo con s1licona (grasa inerte) la zona de 

cor1tacto entre la laminilla y los escalones marginales de la 

misma. Una vez coloca.da la. muestra, el medio se r-eciclab1 ,~ tr¿'l\t?·"i 

del •;istem.c\ de perfusión (fig 2l. 

La temperatura a la cual se mantuvieron las células fue de 36 

•c,1nyectando aire u oxigeno al matraz que contenía al medio para 

mantener ur1a adecuada oxigenación de las célLtlas. 

El aire inyectado ejerce presión sobre el liquido que comienza 

a subir por el tubo conectado a la manguera de suministr·o. Con el 

regulador se ajusta un flujo adecuado del medio que penetra por 

una de las aberturas laterales de la cámar-a. El medio circula a 

través de la prepa~ación y se desaloja por capilaridad sobre la 

ma.nguer~a dF~ dF·~_;ag1 __ , , -, conec:tada en la otra abertL1r-a lateral. Cuando 

Pro. nece~:::.ar .. i o mc""'lntener- un f 1 uj o de =..ol uci ón mc-;\s rápido se 

conectaba la manguera de desague a un sistema de vacio que 

succionaba potentemente el medio (fig 2l. 
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medio de cultivo completo v lüü ul de la suspension celular

aproximadamente lü celulas. Para los experimentos se utilizaron

cultivos celulares de 3-o dias de edad.

3. HUNTHJE DE CULTIVDS Pñflfi ÚHSEHUHCIDH.

Las laminillas de vidrio que contenían monocapas de celulas

nerviosas se extraian de las cajas de cultivo v se colocaban en la

camara de observacion, orientando hacia abajo la cara que

soportaba a la monocapa de celulas. La camara de observacion

previamente se llenaba con medio fisiologico Hanks v se sellaba

hermeticamente recubriendo con silicona (grasa inerte) la :ona de

contacto entre la laminilla v los escalones marginales de la

misma. Una vez colocada la muestra, el medio se reciclabi a traves

del sistema de perfusion ifig Él.

La temperatura a la cual se mantuvieron las celulas fue de 3o

'C,invectando aire u oxigeno al matra: que contenía al medio para

mantener una adecuada oxigenacion de las celulas.

El aire inyectado ejerce presion sobre el líquido que comienza

a subir por el tubo conectado a la manguera de suministro. Con el

regulador se ajusta un flujo adecuado del medio que penetra por

una de las aberturas laterales de la camara. El medio circula a

traves de la preparacion v se desaloja por capilaridad sobre la

manguera de dosag«~- conectada en la otra abertura lateral. Cuando

era necesario mantener un flujo de solucion mas rapido se

conectaba la manguera de desague a un sistema de vacio que

succionaoa potentemente el medio ifig Él.



B. CELULAS VEGETALES. 

1. DISECCION DE TEJIDOS. 

Se utilizaron plantas sanas de Vallisneria sp. mantenidas en el 

laboratorio bajo periodos de luz artificial durante el dia y 

oscuridad durante la noche. Se disecaron tejidos de la parte media 

de la planta, por ser ésta la zona que corresponde a las células 

de nuestro interés; asi mismo, es la zona de mayor diámetro y que 

menos daRos presenta. 

Se cortaron con tijeras segmentos de la planta de 5 cm de 

longitud y se transportaron a la caja de petri que contenia 

solución fisiológica APW. Los segmentos de forma rectangular se 

fijaron por sus extremos a la superficie de goma de la caja de 

petri por medio de alfileres. 

Ya f1Jados los segmentos de teJido en la caja de petri, se 

empleó el microscopio estereoscópico con su fuente de iluminación 

para eliminar las capas externas de tejido, hasta llegar a la zona 

interna de células del mesófilo . Las disecciones de tejido bajo el 

microscopio se realizaron con aumentos de entre 15X y 60X. 

Con la ayuda de unas pinzas aprisionando en la punta un 

segmento de r1avaja en forma de pala, se eliminaron segmer1tos del 

tejido ep1dermal externo que recubre la zona de teJido del 

mesófilo. Las células mesófilas se encue~tran además rodeadas de 

burbujas de aire que qu~dar1 atrapadas al quitar el tejido 

epidcrmal, teniendo que ser desalojadas delicadamente con la misma 

navaJa para no daRar el tejido interno que se encuentra hasta este 

momento totalmente expuesto. 
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H. CELULHS UEBETHLEE.

1. DISECCIDH DE TEJIDUE.

Se utiliearon plantas sanas de Faìííanería ap. mantenidas en el

laboratorio bajo períodos de lu: artificial durante el dia y

oscuridad durante la noche. Se disecaron tejidos de la parte media

de la planta, oor ser esta la :ona que corresponde a las celulas

de nuestro interes; así mismo, es la aona de mayor diametro y que

menos dafios presenta.

Se cortaron con tijeras segmentos de la planta de 5 cm de

longitud y se transportaron a la caja de petri que contenía

solucion +isio1ogica ñPH; Los eegmentos de forma rectangular se

fijaron por sus eatremoe a 1a superficie de goma de 1a caja de

petri por medio de alfileres.

fa +ijados ios segmentos de tejido en la caja de petri, se

empleo el microscopio estereosuopico con su fuente de iluminacion

para eliminar las capas externas de tejido, hasta lìegar a la :ona

interna de celulas del mesoïílo. Las diseccipnes de tejido bajo el

microscopio se realizaron con aumentos de entre 151 y eül.

Bon la ayuda de unas pineas aprisionando en la punta un

segmento de navaja en Forma de pala, se eliminaron segmentos del

tejido epidermal externo que recubre la :ona de tejido del

mesofilo. Las celulas meso+i1as se encuentran ademas rodeadas de

burbujas de aire que quedan atrapadas al quitar el tejido

epidermal, teniendo que ser desaìojadas delicadamedte con la misma

navaja oara no dañar el tejido interno que se encuentra hasta este

momento totalmente expuesto.



El segmento resultante de la disección contenía ya solo dos 

capas de células; las del mesófilo que lograban ser expuestas con 

este procedimiento y por debajo de ellas una capa de células 

epidermales que servían de soporte. 

El segmento inicial se subdividió en segmentos de 2 cm de 

longitud antes de ser colocado en la cámara de observación. 

2. PRETRATAMIENTO DE TEJIDOS. 

Para asegurar la obtención de células mesóiilas que presentaran 

adecuadamente el fenómeno de flujo citoplásm1co, los tejidos 

recibieron un pretratamiento estimulatorio después de su disección 

que simplemente consistió en dar varios pulsos cortos de luz 

intensa, con un periodo posterior de reposo (30 minutos min1mol 

bajo iluminación habitual del laboratorip. 

3. MONTAJE DE TEJIDOS PARA OBSERVACION. 

Los segmentos de tejido ya disecados se tomaron con unas pinzas 

fórceps y se colocaron entre los dos escalones marginales de la 

cámara de observación. En dicha cámara previamente se colocaron 

unas gotas de solución fisiológica y el tejido fue inmerso en 

ellas con la cara que correspondía a las células del mesófilo 

orientada hacia arriba. Las orillas de los escalones marginales se 

recubrieron con silicona y se colocaba una laminilla de vidrio 

sobre éstos, la cámara quedaba sellada herméticamente y el fluido 

solo podía salir por las aberturas laterales. Se llenó 
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El segmento resultante de la disección contenía ya solo dos

capas de celulas; las del mesofilo gue lograban ser expuestas con

este procedimiento v por debajo de ellas una capa de celulas

epidermales que servían de soporte.

El segmento inicial se subdividio en segmentos de 2 cm de

longitud antes de ser colocado en la cámara de observacion.

2. PRETRHTAHIENTÚ DE TEJIDDS.

Para asegurar la obtencion de celulas mesofilas que presentaran

adecuadamente el fenomeno de +lujo citoplasmico, los tejidos

recibieron un pretratamiento estimulatorio despues de su diseccion

que simplemente consistió en dar varios pulsos Cortos de lu:

intensa, con un periodo posterior de reposo (30 minutos minimo)

bajo iluminacion habitual del laboratorip.

3. HDHTHJE DE TEJIDOS Pñflfi ÚHSERUÉÉIÚH.

Los segmentos de tejido ya disecados se tomaron con unas pinzas

forceps v se colocaron entre los dos escalones marginales de la

camara de observacion. En dicha camara previamente se colocaron

unas gotas de solucion †isio1ogica v el tejido fue inmerso en

ellas con la cara que correspondía a las celulas del mesúfilo

orientada hacia arriba. Las orillas de los escalones marginales se

recubrieron con silicona v se colocaba una laminilla de vidrio

sobre estos, la camara quedaba sellada hermeticamente y el ïluido

solo podia salir por las aberturas laterales. Se lleno



completamente la cámara con solución y se conectó al sistema de 

perfusión. 

Se ba~ó a las células con solución fisiológica APW a 

temperatura ambiente 124• C aprox.). Para estimular la perfusión 

de solución sobre la cámara se inyectó aire en el matraz que 

contenia al medio lfig 2). 

11. OBSERVACIONES MICROSCOPICAS. 

A. COLOCACJON DE LAS MUESTRAS. 

Las preparaciones biológicas que no fueron destinadas a 

someter se a cierto tratamiento o que no necesitaron de perfusión 

de media fisiológico, se colocaron de la manera habitual en 

laminillas de vidrio sobre el carra de la platina. Las 

preparaciones que necesitaron ser mantenidas o dPstinadas a alguna 

incubación, se montaron en la cámara de observación y se colocaron 

en la platina del microscopia, conectándose al sistema de 

perfusión. 

B. ILUMINACION DE LAS MUESTRAS. 

Se aplicó un método de contraste por iluminación asimétrica en 

el cual se hicieron incidir ra yos de luz oblicuos sobre los 

objetos, generando una iluminación en gradiente, por este motivo 

la fuente de iluminación se orientó e x céntricamente. 

35 

completamente la camara con solucion v se conecto al sistema de

per+usion.

Se baño a las celulas con solucion fisiológica HPN a

temperatura ambiente iïfl' C aproa.l. Para estimular la perfusion

de solucion sobre la camara se invecto aire en el matraz que

contenía al medio ffig 21.

II. DBEERVQCIUNEE HIEHDSEEPICQS.

H. CDLDCACIUN DE Lfiå HUESTRÉS.

Las preparaciones biologicas que no rueron destinadas a

someterse a cierto tratamiento o que no necesitaron de perfusion

de medio fisiologico, se colocaron de la manera habitual en

laminillas de vidrio sobre el carro de la platina. Las

preparaciones que necesitaron ser mantenidas o destinadas a alguna

incubacion, se montaron en la camara de observacion v se colocaron

en la pletina del microscopio, conectandose al sistema de

perfusion.

B. ILUHIHHCIÚH DE LH5 HUEETRQS.

Se aplico un metodo de contraste por iluminacion asimétrica en

el cual se hicieron incidir ravos de luz oblicuos sobre los

objetos, generando una iluminacion en gradiente, por este motivo

la fuente de iluminacion se oriento eacentricamente.



C. OBSERVACION DE LAS MUESTRAS. 

Una vez colocada la preparación biológica en el microscopio, se 

procedió a realizar las observaciones de las estructuras o 

fenómenos de interés de la s1gu1ente manera: 

Las observaciones se realizaron en dos fases: la primera de 

ellas consistió en observar las preparaciones baJo microscopia 

óptica de campo claro, para detectar a los especímenes o situarse 

en alguna zona de ellos que fuera de interés. Las observaciones se 

hicieron con inmersión homogénea en aceite cuando se utilizaron 

aperturas numéricas superiores a 1. 

En la segunda fase de la observación, la imagen de la zona 

elegida se condujo de los oculares del microscopio hacia el dueto 

para fotomicroyrafla, donde dicha imagen se proyectó sobre la 

cámara de vidzo. 

La distancia entre el ocular proyectivo y la placa frontal del 

tubo de video se ajustó de tal manera que la ima~en final en el 

monitor correspondiera a un incremento del aumento original del 

objetivo por un factor de lOOX. 

Al hacer incidir la imagen del microscopio sobre la cámara, se 

abrieron todos les diafragmas, se quitaron los filtros de densidad 

neutros y se aumentó la potencia de la fuente de iluminación 

cuando era necesario. 

La imagen que apareció en el monitor se orientó de la manera 

más c~nveniente, rotando la platina giratoria y ajustando la 

excentricidad de la fuente de iluminación, para que las 

estructuras de interés adquirieran un contraste y relieve 
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c. oascevaciou DE Las Huesïeas.

Una ve: colocada la preparacion biologica en el microscopio, se

procedio a realicar las observaciones de las estructuras o

fenómenos de interes de la siguiente manera:

Las observaciones se realizaron en dos iases: la primera de

ellas consistio en observar las preparaciones bajo microscopía

optica de campo claro, para detectar a los especimenes o situarse

en alguna :ona de ellos que fuera de interes. Las observaciones se

hicieron con inmersion homogénea en aceite cuando se utilizaron

aperturas numéricas superiores a 1.

En la segunda iase de la observacion, la imagen de la zona

elegida se condujo de los oculares del microscopio hacia el ducto

para totomicrograiia, donde dicha imagen se proyecto sobre la

camara de video.

La distancia entre el ocular provectivo y la placa frontal del

tubo de video se ajuste de tal manera que la imagen final en el

monitor correspondiera a un incremento del aumento original del

objetivo por un factor de lüüï.

ål hacer incidir la imagen del microscopio sobre la camara, se

abrieron todos los diafragmas, se quitaron los filtros de densidad

neutros v se aumento la potencia de la fuente de iluminacion

cuando era necesario.

La imagen que aparecio en el monitor se oriento de la manera

mas conveniente, rotando la pletina giratoria y ajustando la

excentricidad de la fuente de iluminacion, para que las

estructuras de interes adquirieran un contraste y relieve



adecuados, producto de los gradientes de luz generados por la 

iluminación asimétrica. 

El c ondensador de campo situado cerca de la fuente de 

iluminación también se ajus tó, para hacer incidir efi c azmente los 

rayos oblicuos sobre la muestra de la manera más favorable para 

cada objeto en particular. 

El contraste de la imagen se aumentó extraordinariamente con 

manipulaciones de los controles de ganancia y balances tonales en 

la consola de control de la cámara de video y con los controles de 

contraste y brillantez del monitor. 

Las imágenes elegidas para registro se fotografiaron 

directamente de la pantalla del monitor o se grababaron en cinta 

magnética para su posterior análisi s . La videograbadora permitió 

detener a voluntad las imágenes durante su reproducción para ser 

igualmente fotografiadas del monitor. 

Las video-microgra~tas se ohtuvieron en película de 125 de ASA 

<Kodak Plus-XI a una velocidad de obturador de 1/8 de segundo y 

con diafragma variable. 
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adecuados, producto de los gradientes de luz generados por la

iluminacion asimétrica.

El condensador de campo situado cerca de la fuente de

iluminacion tambien se ajusto, 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 aumento extraordinariamente con

manipulaciones de los controles de ganancia v balances tonales en

la consola de control de la camara de video v con los controles de

contraste v brillante: del monitor.

Las imagenes elegidas para registro se fotografiaron

directamente de la pantalla del monitor o se grababaron en cinta

magnética para su posterior analisis. La videograbadora permitió

detener a voluntad las imagenes durante su reproduccion para ser

igualmente fotografiadas del monitor.

Las videormicrografias se obtuvieron en pelicula de 125 de ñåfi

(Kodak Plusrïl a una velocidad de obturador de 1fH de segundo v

con diafragma variable.



RESULTADOS. 

I. ESTIMACION DE LA CAPACIDAD RESOLUTIVA DEL SISTEMA DE VM-CAE CON 

PREPARACIONES BIOLOGICAS UTILIZADAS COMO PATRONES DE RESOLUCION. 

A. DIATOMEAS. 

Se observó por VM-CAE el exoequeleto calcáreo del alga 

unicelular Pleuros1gma angulatum. Las imágenes encontradas 

revelaron con absoluta nitidez el típico arreglo que adquieren los 

forámenes en estas células (fig 31. La distancia encontrada entre 

dos de estas Ltnidades fue de (1.60 micr·as apro:-:imadamenteR 

B. CELULAS BUCOEP.TELIALES. 

Fue observada por VM-CAE a diferentes aumento~ la topografía 

membranal de células de epitelio bucal estratificado. Las imágenes 

revelar·cJn el tipiccJ pat~ón corrugado de la membrana plasmática, 

defir1iéndose claramerite las crestas y hoyLlelos qL1e sor1 productcJ de 

su plegamieritcJ (fig 4). Se encontró que estcls pliegues membranales 

poseen una anchura de ().3 micras aproximadamente. 

I l. TRANSPORTE INT!C: . ,CELULAR EN CELULAS NERVIOSAS. 

Se estudió el transporte intracelular de particulas en la red 

de neuritas de células nerviosas de pollo cultivadas in vitre. Se 
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RESULTHDÚS.

I. ESTIHHEIHH DE Lfi CHPÉCIDHD REEDLUTIUH DEL SIETEHH DE VHrEHE CDN

PREPñHflEIUHE5 BIULÚEIEHE UTILIIHUHÉ EÚHD PQTRÚNES DE REEULUÉIÚH.

H. DIHTDHEÉE.

Se observo por vn-EnE el exoegueleto calcareo del alga

unicelular Pleurdsigaa angulatua. Las imagenes encontradas

revelaron con absoluta nitidez el tipico arreglo que adquieren los

foramenes en estas celulas ifig 31. La distancia encontrada entre

dos de estas unidades fue de ü.oü micras aproximadamente.

B. EELULHB BUCDEFiTELIfiLES.

Fue observada por vHrGnE a diferentes aumentos la topografia

membranal de celulas de epitelio bucal estratificado. Las imagenes

revelaron el tipico patron corrugado de la membrana plasmática,

definiendose claramente las crestas v novuelos que son producto de

su plegamiento ffig sl. se encontro que estos pliegues membranales

poseen una anchura de ü.3 micras aproximadamente.

II. THHNSPUHTE IHTF-JELULHR EN EELULQE HERUIÚSÉE.

se estudio el transporte intracelular de particulas en la red

de neuritas de celulas nerviosas de pollo cultivadas in vitro. Se



observó el continuo tráfico intracelular de organelos existente en 

dichas células. 

A. TAMA~O, EDAD Y FORMA OE NEURONAS. 

El tamaAo de las células nerviosas oscilaba desde varias 

decenas hasta algunos cientos de micras de longitud. Los cuerpos 

neuronales alcanzaban sólo dos a tres decenas de micras y el resto 

de la longitud total de la célula era ocupada por las 

prolongaciones citoplásrnicas (axones y dendritas) denominadas 

neuritas en general. El diámetro de las neuritas en las que se 

realizó todo el trabajo varió entre y 5 micras a todo lo largo 

de la estructura, incrementándose por algunas unidades en la 

entrada del sorna neural o del cono de crecimiento cuando se 

~.)r·ese1~jtaoa éste. El estudio se realizó tanto en célLtlas que 

presentaban el cono de crecimiento conio en aquellas que ya habían 

hecho contacto con algun sitio blanco. 

La mayor parte del trabajo fue realizado en células 

individuales con bajo grado de desarrollo, es decir, células en 

las CLtales el axoplasma fuera bastan·te transparente sin 1nuchas 

estructL\ras estáticas internas- Tales condiciones facilitan sobre 

todo la obse~vaciórl de los orgarielos de diárnetr-os mL1y dimint.itos; 

por tal razcJn, la edad de los cultivos utilizados fue cJe cuatro a 

siete días de haber sido sembrad~s; en este lapso de tiempo se 

pueden encontrar células con diver·sos gr·ados de desarrollo. En 

cultivos de edad más avanzada los a:{ones incrementan SLt diámetr·o~ 

aparecen mL1chas estructuras fijas y pueden formar paquetes, 

39 39

ubeervú el Cuntlnuu trafico intracelular de organelos existente en

dichas celulas.

a. Tanfiñu, Ennu v FDRHA DE meuenwaa.

E1 tamafie de las Células nervideae necílaba desde varias

decenae haeta aigunde Eientee de mïtrae de lüngitud. LD5 Cuerpüä

neurdnalea alcanraban edìd dde a tree decenae de micras y el reste

de la lengitud tetal de la celula era ecupada pur las

pruldngacienes citdplaemicae fiamdnee y dendritaeì denuminadae

neurítae en general. E1 diametro de las neur1tae en las que se

realizó tado el trabaje varxd entre 1 y 5 micras a todo le largo

de la estructura, 1ncrementandeee pur algunae unidadee en la

entrada del edma neural d del cone de crecimientd cuandu se

preaentaua este. El eetud1u ee reaL1:e tante en celulas que

presentaban el cano de erecimíente :eme en aquellae que ya habían

hecha contacte cen algun eitid blancn.

La mavur parte del trabaje Fue realifladd En fiélulae

índiv1dua1ee cun baje grade de deearrüllü, E5 decir, Celulae en

las eualeä el amdpleeme Fuera heetante traneperente eln muchas

eetructurae eetaticae internas. Tales cdnd1t1enee facilitan sabre

tude le ubeervacíün de lee drganelde de diametrue muy diminutüe;

por tal raznn, la edad de lee cultivos utilizadas +ue de Cuatro a

e1ete dias de haber e1da eembradde; en eete lapee de tiempo ee

pueden encdntrar celulae con divereue gradas de deearrulln. En

cultivos de edad mas avanzada lee aeenee 1ncrementan eu d1ametro.

aparecen muchas estructuras f1jae y pueden ¡armar paquetes,



haciendo mas dificultosa la observación del tráfico intracelular 

de particulas. 

B. DINAMICA INTRACELULAR DE PARTICULAS. 

l. DIRECCIONALIDAD DEL MOVIMIENTO. 

Observaciones por VM-CAE mostraron la dinámica de los 

componentes internos en células nerviosas cultivadas in vitre. Se 

observó un continuo tráfico de particulas a lo l argo de la red de 

neuritas en forma bidireccional, es decir en dirección anterógrada 

(el movimiento es originado en el soma neur a l dir1gi endose hacia 

e l sitio de iner vaci ón o al cono de crecimiento) y en dirección 

retrógrada l el flujo proviene de la termin ac ión nerviosa hac ia el 

soma neural, fig 5). 

2. TAMAÑO, FORMA Y VELOCIDAD DE PART!CULAS. 

Tipos, forma s y ve lo~idades de la s diferentes partículas que 

migran ir1ternamer1te fueron estudiadas en relación a su transporte 

en a mbas di r e cciones d e ntro de la célula. Esta parte del trabajo 

se llevo a Cdl1ci ?n c: Ltltivos cor1 baja densidad d e poblac:1ón de 

célLJlas cor1 el objet o de ider1t1ficar- sati sfact or iamer1te los sitios 

ele or-1ge r1 e iner-v 0c1 6n celLllar, puesto qL1e cuar1do e~:iste una red 

rt1uy r.. len~. -::i. de nF•ur:ttas se dif:i.r.::ulte. mi...1cho e sta. taree'\ . • 

Se e n contr·aron cuatro diferentes tipos de partículas migrando 

i1-1 tern a mente en a mba s d i r e cciones, clasifi cándose como tales de 

¿\ c t11:.~r · no a su tamaño, fr:ir ma ·¡ v elocidad. 
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haciendo mas diiicultosa la observación del trafico intracelular

de particulas.

B. DINHHICÑ INTRHEELULÉR DE PHRTICULHS.

1. DIHECCIDNQIDHD DEL HÚVIHIENTÚ.

Observaciones por VN-CfiE mostraron la dinamica de los

componentes internos en células nerviosas cultivadas in vitro. Se

observo un cdntinuo traëico de partículas a lo largo de la red de

neuritas en forma bidireccional, es decir en direccion anterúgrada

(el movimiento es originado en el soma neural dirigiendose hacia

el sitiü de inervaciün o al cono de crecimientuì y en direccion

retrograda tel Flujo proviene de la terminacidn nerviosa haria el

soma neural, fig El.

2. TAHAÑU, Fonda 1 vstucinan ne Paflïicutns.

Tipos, formas y velocidades de las diferentes particulas que

migran internamente +nernn estudiadas en reìacifin a su transpnrte

en ambas direcciones dentrn de la celula. Esta parte del trabajo

se llevo a cube en cultivos con baja densidad de poblacion de

celulas con el ehjeto de identificar satistactoriameete los sitios

de origen e inervaridn celular, puesto que cuando existe una red

muv densa de neuritas se di†icu1ta mucho esta tarea.

üe encontraron cuatro diferentes tipos de partículas migrando

internamente en ambas direcciones, clasificandose como tales de

acuerdo a su tamaño, +orma y velocidad.



El primer grupo es·tá compL1e s tcJ por las partícula s IJláS peqLte~as 

que se enccrntraron; su diámetro aparente registrado fue de 0.3 

micras, normalmente su forma fue esférica y son las más veloces de 

todas las encontradas , promediando una velocidad de casi 3 

mic r as / seg, en ambas direcciones. Estas partículas fueron las que 

más dificultad presentaron para su observación, tanto por su 

tama~o como por su ve locidad, y resultó muy dificil congelar su 

imagen en movimiento. De hecho su presencia sólo es vista cuando 

están desplazándose. Se les clasificó como tipo CH (fig 6). 

El segundo grupo, clasificado como tipo M de forma esférica, 

incluye todas aquellas partícu las de diámetros comprendidos entre 

0 .4 y 0.5 micras, su velocidad de migración en ambas dir·ecciones 

resulta ser menor en comparación al grupo anterior por casi el 

doble. Sin embargo son éstas las que más comunmente se encuentran 

migrando dentro de la célula. La cantidad presente de éstas supera 

~ todas las demás, se detectan má= fácilmente y se puede lograr 

r:ongelar su imagen en movimiento sin ningún problema (fig 6). 

El tercer grupo compuesto por las particulas de tipo G, 

c 0 mpr e nde a las más grandes encontradas durante el estudio, su 

diámetro fue de 0.6 micras en adelante y presen taban forma 

circular u oval; la mayoría de éstas son lentas, pero algunas 

v1aJan muy rápidamente. La ve locidad promedio registrada en ambas 

direcciones fue de casi 1.2 micras/seg (fig 6>. 

La última clase de particLllas encontradas fL.teron las Mt, 

compuesta exclusivamente de partícL.1las qL~e presentan la clásica 

forma alargada (salchicha ) de las m1tocondr1as; su diámetro fue de 

0.3 a 0 .4 micras y su lor1gitud de micra o más. Grar1 cantidad de 

estos organelos son estáticos, pero cuando se de s plazan alcanzan 
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E1 primer grupo esta compueeto por las particulao mas pequeñas

que se encontraron; su diametro aparente registrado fue de 0.3

micras, normalmente su forma fue esférica y son las mas veloces de

todae las encontradas, promediando una velocidad de casi 3

micrasƒseg, en ambas direcciones. Estas particulas fueron las que

mas dificultad presentaron para su observacion, tanto por su

tamaño como por su velocidad, v resulto muv difícil congelar su

imagen en movimiento. De hecho su presencia solo es vista cuando

estan desplazandose. Se les clasifica como tipo CH (fig oi.

El segundo grupo, clasificado como tipo H de forma esférica,

incluve todas aquellas particulas de diametros comprendidos entre

0.4 v ü.5 micras, su velocidad de migracion en ambas direcciones

resulta ser menor en comparacion al grupo anterior por casi E1

doble. Sin embargo son estas las que mas comunmente se encuentran

migrando dentro de la celula. La cantidad presente de éstas supera

¬ todas las demas, se detectan má: facilmente y se puede lograr

rongelar su imagen en movimiento sin ningun problema (fig ol.

El tercer grupo compuesto por las particulas de tipo G,

comprende a las mas grandes encontradas durante el estudio, su

diametro fue de ü.o micras en adelante v presentaban forma

circular u oval; la mayoria de estas son lentas, pero algunas

viajan muv rapidamente. La velocidad promedio registrada en ambas

direcciones fue de casi 1.2 micrasfseg tfig ol.

La última clase de particulas encontradas fueron las Mt,

compuesta exclusivamente de particulas que presentan la clasica

forma alargada fsalchichal de las mitocondrias: su diametro fue de

ü.3 a ü.4 micras v su longitud de 1 micra o mas. Gran cantidad de

estos organelos son estáticos, pero cuando se desplazan alcanzan



una velocidad comparable a los dos grupos anteriores, 

aproximadamente 1.5 micras/seg en ambas direcciones Cfig 6l. 

En forma general las partículas encontradas se pueden dividir 

de acuerdo a su velocidad en dos clases: 

Una clase cc~puesta exclusivamente de las partículas de tipo 

CH, las cuales presentan una velocidad superior por casi dos veces 

a los demás grupos, y une segunda clase compuesta por el resto de 

las partículas incluyendo los tipos M, G, y Mt, sin que existan 

diferencias de velocidad entre ellos, pero sí con respecto al tipo 

de partículas incluidas en la clase anterior. No se encontraron 

diferencias en cuanto al tipo y cantidad de partículas migrando en 

ambas direcciones Cfig 7). 

3. DISTRIBUCION Y COMPORTAMIENTO. 

El movimiento interno de partículas en células nerviosas no es 

visto como un flujo de organelo~ en masa, sino que presenta 

ciertos patrones especificas de comportamiento que lo hacen 

diferente. El movimientb de organelos parece seguir ciertas rutas 

que se establecen de acuerdo a la disponibilidad de espacio libre 

dentro de la célula, puesto que estructuras estáticas dentro de la 

misma actóan como barrera limitante deteniendo o retardando el 

tráfico de aquellos. De la misma manera, la variabilidad de 

velccidades existente entre los componentes, asi como su migración 

en sentidos opuestos, traen consigo la aparición de colisiones y 

aglomeraciones entre ellos, cuando el tránsito es excesivo. 

En ocasiones cuando dos partículas migran en sentidos opuestos 

sobr-e un m1smo "carril" ambas pierden velocidad durante su 
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una velocidad comparable a los dos grupos anteriores,

aprdfiimadamente 1.5 micrasfseg en ambas direcciones ífig bl.

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

EH, las cuales presentan una velocidad superior por casi dos veces

a los demas grupos, y una segunda clase compuesta por el resto de

las particulas incluvendo los tipos H, E, v Ht, sin que 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 v cantidad de particulas migrando en

ambas direcciones ffig ?l.

3. DIETRIBUEIDH Y CÚHPDRTQHIENTD.

El movimiento interno de partículas en celulas nerviosas no es

visto como un flujo de organelos en masa, sino que presenta

ciertos patrones especificos de comportamiento que lo hacen

diferente. El movimiento de organelos parece seguir ciertas rutas

que se establecen de acuerdo a la disponibilidad de espacio libre

dentro de la celula, puesto que estructuras estaticas dentro de la

misma actuan como barrera limitante deteniendo o retardando el

tra+ico de aquellos. De la misma manera, la variabilidad de

velocidades esistente entre los componentes, asi como su migracion

en sentidos opuestos, traen consigo la aparicion de colisiones v

aglomeraciones entre ellos, cuando el transito es excesivo.

En ocasiones cuando dos particulas migran en sentidos opuestus

sobre un mismo "carril" ambas pierden velocidad durante su



interacción, incrementándose esta posteriormente al seguir su 

trayecto; se observaron además en algunas neuritas estructuras 

filamentosas estáticas de gran longitud, que quizas pudieran estar 

involucradas en el proceso de transporte. 

Aunque el movimiento de organelos parece depender de la 

disponibilidad de espacio según lo anterior, puede ser que existan 

rutas especificas de transporte, puesto que alguna vez se vió en 

una neurita cómo una partícula de tipo G durante su trayecto 

desplazó a dos mitocondrias que se movían lentamente en dirección 

opuesta (fig 8>. En tal neurita el axoplasma era casi totalmente 

limpio de organelos estáticos y de estructuras fijas, lo que 

facilitaba el desplazamiento de las partículas en mnvimiento por 

cualquier punto; sin embargo, la interacción que hubo entre éstos, 

sugiere la existencia de rutas fijas de transporte a lo largo de 

la célula, al menos para partículas d~ tipo G. 

El desplazamiento de los organelos presentó el típico patrón 

saltatorio descrito para este tipo de transporte intracelular. 

Según nuestras observaciones describimos cuatro tipos de 

desplazamientos que pueden incluir al típico patrón saltatorio o 

variantes de éste. La descripción de estos desplazamientos se hizo 

de acuerdo a lo observado en una distancia de 18 micras de 

longitud dentro de la neurita, distancia que abarcaba la imagen en 

la pantalla del monitor. 

El primer tipo de desplazamiento observado fue un movi1~iento 

constante de partículas, migrando en forma continua desde que 

aparecen en pantalla, sin detenerse y a gran velocidad, durante su 

trayecto sufren oscilaciones de diferentes intensidades. Todos los 

tipos de partículas descritas pueden comportarse asI, sin embargo, 
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interaccion,

travecto; se

filamentosas

involucradas

fiunque el

43

incrementandose esta posteriormente al seguir su

observaron ademas en algunas neuritas estructuras

estaticas de gran longitud, que quizas pudieran estar

en el proceso de transporte.

movimiento de organelos parece depender de la

disponibilidad de espacio según lo anterior, puede ser que asistan

rutas especificas de transporte, puesto que alguna vez se vio en

una neurita como una partícula de tipo E durante su travecto

desplazo a dos mitocondrias que

opuesta ifig

limpio de organelos estaticos v

facilitaba el desplazamiento de

se movían lentamente en direccion

El. En tal neurita el asoplasma era casi totalmente

de estructuras fijas, lo que

las particulas en movimiento por

cualquier punto; sin embargo, la interaccion que hubo entre estos,

sugiere la existencia de rutas fijas de transporte a lo largo de '

la celula, al menos para particulas dc tipo E.

El desplazamiento de los organelos presento el tipico patron

saltatorio descrito para este tipo de transporte intracelular.

Eegún nuestras observaciones describimos cuatro tipos de

desplazamientos que pueden incluir al tipico patron saltatorio o

variantes de este. La descripcion de estos desplazamientos se hizo

de acuerdo a lo observado en una distancia de IE micras de

longitud dentro de la neurita, distancia que abarcaba la imagen en

la pantalla del monitor.

El primer tipo de desplazamiento observado fue un movimiento

constante de particulas, migrando en forma continua desde que

aparecen en pantalla, sin detenerse v a gran velocidad, durante su

trayecto sufren oscilaciones de diferentes intensidades. Todos los

tipos de particulas descritas pueden comportarse asi, sin embargo,



parece ser la única forma en que viajan las partfculas de tipo CH 

(f i g 9). 

En el segundo tipo de movi mi en to denominado de "arr anqL1e y 

frenado'', la p&rticula inicia de una posición casi estática y 

comienza a desplazarse repentinamente para luego frenar 

bruscamente en un punto no muy lejano, pasa de nuevo por un 

instante de tiempo estática y reanuda su movimiento 

posteriormente. Los desplazamientos continuos son generalmente más 

cortos y todos los tipos de particulas presentan este 

comportamiento a excepción de las partículas de tipo CH que 

esporádicamente lo hacen (fig 9). 

El ter··cpr tipo de~ movimtE-•nt_u denominado de 11 arrepentimiento 11 es 

similar al descrito anteriormente, salvo que ahora la partícula 

puede cambiar· de dirección durante su desplazamiento. De la mi'íl••'' 

manera las partículas de tipo CH esporádicamente hacen ésto lfiq 

La última forma de movimento encontrada fue de tipo dudoso, en 

la cual las partlculas guardan una posición casi estática, pero 

sufren ligeras oscilaci~nes constantes que poco a poco producen un 

desplazamiento que no es muy cuantificable. Este comportamiento 

pudiera quizás er1mascar·ar cierto movimiento browniano. Muchos 

organelos estáticos y algunas estructuras c1toplásmicas fiJas 

pueden comportarse de esta manera lfig 9). 

Se observaron 2cje111ás algunos otros movimientos de interés, 

1ndependier1·tes al ·transporte intracelLtlar, como retorcimientos de 

filopodios axonales y movimientos de lamelipodios en conos de 

crecimiento axonal, asi como leves ondulaciones de las neuritas, 

sobre todo cuando presentan bajo grado de desarrollo. 
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parece ser la única forma en que viaJan las particulas de tipo CH

ifig Ql.

En el segundo tipo de movimiento denominado de "arranque v

frenado", la partícula inicia de una posicion casi estatica v

comienza a desplazarse repentinamente para luego frenar

bruscamente en un punto no muv lejano, pasa de nuevo por un

instante de tiempo estatica v reanuda su movimiento

posteriormente- Los desplazamientos continuos son generalmente mas

cortos v todos los tipos de particulas presentan este

comportamiento a ezcepcion de las partículas de tipo EH que

esporádicamente lo hacen ffig 9).

El terror tipo de movimiento denominado de "arrepentimiento" es

similar al descrito anteriormente, salvo que ahora la partícula

puede cambiar de direccion durante su desplazamiento. De la mifmu

manera las particulas de tipo CH esporadicamente hacen esto ifiu

51.

La ultima forma de movimento encontrada fue de tipo dudoso, en

la cual las particulas guardan una posicion casi estatica, pero

sufren ligeras oscilaciones constantes que poco a poco producen un

desplazamiento gue no es muv cuantificable. Este comportamiento

pudiera quizas enmascarar cierto movimiento browniano. Huchos

organelos estaticos v algunas estructuras citoplasmicas fiJas

pueden comportarse de esta manera ifig 91.

Se observaron ademas algunos otros movimientos de interes,

independientes al transporte intracelular, como retorcimientos de

filopodios aaonales v movimientos de lamelipodios en conos de

crecimiento asonal, asi como leves ondulaciones de las neuritas,

sobre todo cuando presentan bajo grado de desarrollo.



C. EFECTO DE LA LIDOCAINA SOBRE EL TRANSPORTE INTRACELULAR EN 

NEURONAS. 

Se probó el efecto de lidocaína a diferente concentracion sobre 

el transporte intracelular en la red de neuritas de células 

nerviosas de pollo cultivadas in vitre <Tabla IIII. La droga se 

administró en la solución fisiológica Hanks con la que fue 

mantenido el cultivo. Se registró el número de partículas que 

atravesaron por un punto con respecto al tiempo de incubación con 

la droga, independientemente a la dirección de flujo lfig 10). 

La lidocaína a una concentración de 0.1 mM produjo una 

disminución del 50 % en el número de organelos que atravesaron ?Or 

un punto a los 6 minutos de incubación con la jroga. La inhibición 

total del proceso se obtuvo al mantener las células por 12 minutos 

en el meo10 conteniendo al fármaco. Cuando se incubaron las 

células a una concentración más baja de anestésico 10.01 y 0.07 

mMI el número de partículas que atravesaron por un punto disminuyó 

a casi un 25 %, durante 24 minutos después de haber sido 

adm1n1strado el fármaco (solo se hicieron registros hasta este 

tiempo, pero el movimiento continuó presentándose por un rato 

más). Al ser expuestas las células a una concentración del 

anestésico de 1 mM se observaron da~os celulares de inmediato, 

inhibiéndose el transporte intracelular al instante. Se trató de 

lavar la droga del medio a todas las concentraciones utilizadas 

para observar la recuperación del proceso; sin embargo a ninguna 

concentración empleada pudo reactivarse el fenómeno a sus niveles 

ordinarios de flujo. 
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B. EFECTD DE LH LIDDEHINH EDBRE EL TRHHEPDRTE IHTRHEELULHR EN

HEUHDHQE.

Se probo el efecto de lidocaina a diferente concentracion sobre

el transporte intracelular en la red de neuritas de celulas

nerviosas de pollo cultivadas in vitro (Tabla Ill). La droga se

administro en la solucion fisiologica Hanks con la que fue

mantenido el cultivo. Se registro el número de particulas que

atravesaron por un punto con respecto al tiempo de incubacion con

la droga, independientemente a la direccion de flujo ifig iüì.

La lidocaina a una concentracion de Ú.i mn produjo una

disminucion del 50 ï en el número de organelos que atravesaron por

un punto a los o minutos de incubacion con la droga. La inbibicion

total del proceso se obtuvo al mantener las celulas por 12 minutos

en el medio conteniendo al farmaco. Cuando se incubaron las

celulas a una concentracion mas baja de anestesico iÚ.Úl v ü.ü?

mn! el número de particulas que atravesaron por un punto disminuvo

a casi un 25 K, durante 2% minutos despues de haber sido

administrado el farmaco (solo se hicieron registros hasta este

tiempo, pero el movimiento continuo presentándose por un rato

mas). el ser expuestas las celulas a una concentracion del

anestesico de l mfl se observaron dafios celulares de inmediato,

inhibiendose el transporte intracelular al instante. Se trato de

lavar la droga del medio a todas las concentraciones utilizadas

para observar la recuperacion del proceso: sin embargo a ninguna

concentracion empleada pudo reactivarse el fenomeno a sus niveles

ordinarios de flujo.



Concomitantemente con el efecto anterior se presentó una 

disminución de la velocidad de migración de todos los organelos en 

general. La lidocaina 0.1 mM produjo una disminución de la 

velocidad a 1/3 aproximadamente de la velocidad inicial, en 9 

minutos de tratamiento. Después de este tiempo en presencia de la 

droga el proceso se inhibió totalmente (fig 111. La lidocaina 0.07 

mM solo redujo ligeramente la velocidad de migración en los 24 

minutos que duró la incubación con la droga presente lfig 111. El 

efecto de la lidocaina se manifestó por igual en todos los 

organelos presentes sin importar la dirección de flujo, no 

habiendo por tanto selectividad en este aspecto. 

III. CORRIENTES CITOPLASMICAS EN CELULAS VEGETALES. 

A. DINAMICA CITOPLASMICA Y CICLOSIS DE CLOROPLASTOS. 

Se incubaron tejidos vegetales preestimulados·en medio APW por 

una hora. Se grabó y analizó a diferentes horas del día el 

comportamiento normal del fenómeno de flujo citoplásmico en 

células mesófilas. Se realizó una descripción morfológica de éste 

y se registró la velocidad de migración de cloroplastos. Los 

registros se obtuvieron sobre los tramos horizontales casi rectos 

en las paredes anticlinales de las células del mesófilo. 

La observación de la corrientes citoplásmicas por VM-CAE mostró 

el típico patrón de movimiento como cinturón citoplá~~ico dinámico 

rodeando una zona clara que 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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Concomitantemente con el efecto anterior se presento una

disminucion de la velocidad de migracion de todos los organelos en

general. La lidocaina ü.1 mn produjo una disminucion de la

velocidad a 113 aproximadamente de la velocidad inicial, en 9

minutos de tratamiento. Despues de este tiempo en presencia de la

droga el proceso se inhibio totalmente lfig 11). La lidocaina 0.ü?

mfl solo redujo ligeramente la velocidad de migracion en los 24

minutos que duro la incubacion con la droga presente äfig lil. El

efecto de la lidocaina se manifesto por igual en todos los

organelos presentes sin importar la direccion de flujo, no

habiendo por tanto selectividad en este aspecto.

III. CÚRRIENTE5 CITGPLHSHICHE EN CELULñS VEEETHLES.

Q. DINHHICH CITÚPLHSHICH Y CICLUSIS DE CLÚRDPLQBTÚ.

Se incubaron tejidos vegetales preestimulados'en medio APH por

una hora. Se grabo v analizo a diferentes horas del dia el

comportamiento normal del fenomeno de flujo citoplasmico en

celulas mesofilas. Se realizo una descripcion morfológica de este

v se registro la velocidad de migracion de cloroplastos. Los

registros se obtuvieron sobre los tramos horiaontales casi rectos

en las paredes anticlinales de las celulas del mesofilo.

La observacion de la corrientes citoplasmicas por vn-CHE mostro

el tipico patron de movimiento como cinturon citoplasmico dinamico

rodeando una zona clara que corresponde al sitio ocupado por la

vacuola central. La masa fluvente de citoplasma en cada celula

arrastra consigo gran cantidad de organelos siempre en una sola



dirección, 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 tamaRo y de forma esférica, 

algunos de forma más alargada posiblemente fueron mitocondrias, 

estos organelos diminutos no presentan un patrón de desplazamiento 

de tipo saltatorio, más bien parecen ser arrastrados por la 

corriente, y en algunas ocasiones las mitocondrias detenian su 

marcha producto de lo congestionado en organelos que es la masa de 

citoplasma fluyente. 

Una observación critica que se hizo fue la presencia de gran 

cantidad de filamentos de pequeños diámetros 10.66 micras) y con 

varias micras de longitud. Tales filamentos a veces parecian 

empaquetarse o enrollarse ligeramente pero siempre en continuo 

movimiento; no fue posible identificar dichas estructuras 

exactamente (fig 121. 

El núcleo de la célula se vió casi siempre comigrar con la masa 

de citoplasma, aunque en forma más lenta que los demás organelos. 

Otros organelos que acompa~an el flujo de citoplasma son los 

cloroplastos, el movimiento de estos organelos alrededor de las 

paredes celulares es conocido como ciclosis y el número de 

cloroplastos presentes varia dependiendo del tamaño de la célula 

(fig 13). 

El flujo de citoplasma y cloroplastos en su máximo estado de 

activación se mantiene constante sobre las paredes an~iclinales 

exclusivamente, adquiriendo casi siempre los cloroplastos una 

posición perpendicular a ellas, es decir, su forma de disco 

aplanado es vista lateralmente (fig 141. Algunas veces se 
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direccion, 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 muv diminuto tamaño v de forma esferica,

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, v en algunas ocasiones las mitocondrias detenian su

marcha producto de lo congestionado en organelos que es la masa de

citoplasma fluvente.

Una observacion critica que se hizo fue la presencia de gran

cantidad de filamentos de pequeños diametros {o.oo micras) v con

varias micras de longitud. Tales filamentos a veces parecian

empaquetarse o enrollarse ligeramente pero siempre en continuo

movimiento: no fue posible identificar dichas estructuras

exactamente (fig 12).

El núcleo de la celula se vio casi siempre comigrar con la masa

de citoplasma, aunque en forma mas lenta que los demas organelos.

Dtros organelos que acompañan el flujo de citoplasma son los

cloroplastos, el movimiento de estos organelos alrededor de las

paredes celulares es conocido como ciclosis v el número de

cloroplastos presentes varia dependiendo del tamaño de la celula

-:Hg 13).

El flujo de citoplasma v cloroplastos en su maximo estado de

activacion se mantiene constante sobre las paredes anticlinales

exclusivamente, adquiriendo casi siempre los cloroplastos una

posicion perpendicular a ellas, es decir, su forma de disco

aplanado es vista lateralmente fifig 14i. algunas veces se



encuentran en el tejido células que se acomodan en diferente 

posición a las demás y las paredes anticlinales pueden ser vistas 

frontalmente, permitiendo observar la cara circular de los 

cloroplastos y con mayor claridad los demás organelos y filamentos 

ya descritos. En ocasiones se vieron migrar a los cloroplastos en 

cúmulos, normalmente uno por célula. Tales cúmulos no parecen ser 

sólo una aglutinación, sino más bien un paquete compacto de 

organelos que resulta dificil de disgregarse, aunque esto llega a 

suceder. 

Algunas veces se encontraron movimientos fuera del patrón 

normal de flujo, observándose en ocasiones movimientos y giros de 

núcleos y cúmulos de cloroplastos en una sola región de la célula 

en forma independiente a las corrientes citoplásmicas ya 

establecidas. Otro movimiento anormal fue la tendencia a girar de 

algunos cloroplastos durante su trayecto o migrar muy por debajo 

del nivel de las corrientes, dejando a veces esta zona para 

situarse en la región de la pared periclinal manteniendo solo 

algunos movimier1tos oscilatorios. Estos ex·tra~os movimientos 

fueron más comunes en células con corrientes citoplásmicas muy 

lentas, lo cual era un indicio de un mal estado fisiológico de la 

célula; puesto que al poco tiempo el fenómeno se inact1vaba, estas 

células no fueron tomadas en cuenta durante el trabajo. 

B. VELOCIDAD DE MIGRACION DE ORGANELOS. 

Se registró la velocidad de migración de organelos como 

parámetro cuantitativo del proceso, siendo para cloroplastos 

individuales de 16,34 micras/seg CS.D.= 4, n= 90>. La medición se 
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encuentran en el tejido celulas que se acomodan en diferente

posicion a las demas v las paredes anticlinales pueden ser vistas

frontalmente, permitiendo observar la cara circular de los

cloroplastos v con mavor claridad los demas organelos v filamentos

va descritos- En ocasiones se vieron migrar a los cloroplastos en

cúmulos, normalmente uno por celula. Tales cúmulos no parecen ser

solo una aglutinacion, sino mas bien un paquete compacto de

organelos que resulta dificil de disgregarse, aunque esto llega a

suceder.

algunas veces se encontraron movimientos fuera del patron

normal de flujo, observandose en ocasiones movimientos v giros de

núcleos v comulos de cloroplastos en una sola region de la celula

en forma independiente a las corrientes citoplasmicas va

establecidas. Dtro movimiento anormal fue la tendencia a girar de

algunos cloroplastos durante su travecto o migrar muv por debajo

del nivel de las corrientes, dejando a veces esta zona para

situarse en la region de ia pared periclinal manteniendo solo

algunos movimientos oscilatorios. Estos extraños movimientos

fueron mas comunes en celulas con corrientes citoplasmicas muv

lentas, lo cual era un indicio de un mal estado fisiologico de la

celula; puesto que al poco tiempo el fenomeno se inactivaba, estas

celulas no fueron tomadas en cuenta durante el trabajo.

H. VELDEIDHD DE HIERHEIDH DE DREÉHELDS.

Se registro la velocidad de migracion de organelos como

parametro cuantitativo del proceso, siendo para cloroplastos

individuales de io,34 micrasfseg i5.D.= 4, n= Qoi. La medicion se



realizó en 90 células diferentes de varios segmentos de tejidos 

vegetales disecados e inmersos en medio APW. 

La velocidad de migración de grupos de cloroplastos no muy 

numerosos y aun de algunos cómulos caen dentro de este valor 

promedio. Las mediciones se realizáron sobre tramos re~tos en las 

paredes anticlinales horizontales de las células, sitio en el cual 

los organelos adquieren su máxima velocidad y existen menos 

aglomeraciones. Sólo se obtuvieron registros de la velocidad de 

cloroplastos por las facilidades que esto representaba, pero las 

velocidades de todos los demás organelos no es muy diferente 

siempre y cuando el fenómeno esté en su máximo estado de 

activación. 

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

CLOROPLASTOS. 

s~ trató de observar el efecto de la lidocafna sobre la 

ciclosis de cloroplastos en células mesófilas. Se realizaron 

incubaciones de tejidos en medio APW conteniendo lidocaina pura de 

Chemische Fabrik y lidocaina de Astra Chemicals a diversas 

concentraciones (Tabla IVl. Los experimentos consistieron en 

incubar células que presentaran el fenómeno en forma normal en 

medio APW con lidocaina durante 15 minutos. Al llegar a este 

tiempo la droga se lavaba del tejido con solución pura APW durante 

tiempo indefinido. 

Se encontró que el fármaco producía una inhibición de la 

migración de cloroplastos con una disminución en su velocidad 

dependiendo de la concentración utilizada, para ambas 
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reelied en 90 eelulas diferentes de varids segmentds de tejídds

vegetales disecadds e inmersds en medie QPH.

La veldcidad de migracidn de grupds de cldrdplastds nd muy

numerdsds y aun de algunds cúmulds caen dentrd de este valer

prdmedid. Las medicidnes se reaiisardn sdbre tramds reètds en las

paredes anticlinales herizdntaies de las celulas, sitid en ei cual

les drganelds adquieren su maxima veldcidad y existen mends

agldmeracidnes. Sdld se dbtuvierdn registres de la veldcidad de

Elurnplastds pur las Facilidades que este representaba, peru las

velecidades de tddds les demas drganelds nd es muy diferente

siempre y cuandu el fendmend este en su máxime estadd de

activatiün.

C. EFECTD DE LH LIDDEHIHH SDBHE LH UELDCIDHD DE HIGRHCIDH DE

ELDHDPLÑSTDS.

Se trate de dbservar el eiectd de ia liddcaina sobre 1a

cicldsis de cìdrdplastds en celulas mesdfiias. Se reaiisardn

incuhacienes de tejidds en medie HPH cdnteniendu liduceìna pura de

Ehemische Fabrik ï liducaina de ñstra Chemicals a diversas

tnncentracidnes iTab1a 1Vì. Lds eeperimentds cdnsistlerdn en

influhar celulas que presentaran el iendmenu en fdrma ndrmal en

medie HPH cen liddcaina durante 15 minutes. Él llegar a este

tiempü la druga se lavabe del tejidu cun snlutiún pure HPH durante

tiempd indeiinide. I

Se encdntrú que el farmacd preducia una inhibición de la

migracidn de cldrdplastds cdn una disminecidn en su veldcidad

depefldiendd de la Enncefltratiún utilisada, para ambas



presentaciones del anestésico. Cuando ia droga se eliminó del 

medio de incubación la los 15 minutos de tratamiento! se observó 

una recuperación casi total del proceso para la ~ayoría de las 

concentraciones investigadas, lo que indica reversibilidad en el 

efecto. 

La lidocaina pura proveniente de Chemische Fabrik (fig. 151 fue 

más potente que la lidocaina de Astra Chemicals (fig 161 puesto 

que se necesitaron concentraciones más elevadas de esta última 

presentación que igualaran el efecto producido por la lidocaina de 

Chemische Fabrik. 

La figura 15 ilustra cómo la lidocaina de Chemische Fabrik 

disminuyó la velocidad de migración de cloroplastos dependiendo de 

la concentración utilizada, con recuperación casi total del 

fenómeno cuando se eliminó el fármaco de la preparación 

(concentraciones por ~ncima de 5 mM produjeron un efecto 

irreversible!. 

La misma disminución de la velocidad de migración de 

cloroplastos se encontró con la lidocaina proveniente de Astra 

Chemicals (fig 161. Dicho efecto también fue dependiente de la 

concentración <aunque con esta presentación se necesitó de 

concentraciones más elevadas de fármaco> y el proceso se reactivó 

a los niveles iniciales de flujo cuando se eliminó el anestésico 

de la preparación 115 minutos de tratamiento con la droga>. A una 

concentración de 20 mM del anestésico se encontró una disminución 

por casi dos tercios de la velocidad normal de migración. 

El resto del trabajo se realizó ~nicamante con lidocaina de 

Astra Chemicals, puesto que resultó dificil disponer del 

anestésico proveniente de Chemische Fabrik. 
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presentaciones del anestésico. Cuando la droga se elimino del

medio de incubacion Ia los 15 minutos de tratamiento! se observo

una recuperacion casi total del proceso para la mayoria de las

concentraciones investigadas, lo que indica reversibilidad en el

efecto.

La lidocaina pura proveniente de Chemische Fabrik (fig. 15) fue

mas potente que la lidocaina de ñstra Chemicals (fig io) puesto

que se necesitaron concentraciones mas elevadas de esta ultima

presentacion que igualaran el efecto producido por la lidocaina de

Chemische Fabrik. I

La figura 15 ilustra como la lidocaina de Ehemische Fabrik

disminuvo la velocidad de migracion de cloroplastos dependiendo de

la concentracion utilizada, con recuperacion casi total del

fenomeno cuando se elimino el fármaco de la preparacion

(concentraciones por encima de 5 mn produjeron un efecto

irreversiblel.

La misma disminucion de la velocidad de migracion de

cloroplastos se encontro con la lidocaina proveniente de ñstra

Chemicals (fig log. Dicho efecto tambien fue dependiente de la

concentracion (aunque con esta presentacion se necesito de

concentraciones mas elevadas de farmecol v el proceso se reactivo

a los niveles iniciales de flujo cuando se elimino el anestesico

de la preparacion (15 minutos de tratamiento con la droga). A una

concentracion de EG mn del anestésico se encontro una disminucio

por casi dee tercios de la velocidad normal de migracion.

E1 Feätü del tfñbfljo se realizo flnicamante con lidocaina de

Hstra Chemicals, puesto que resulto dificil disponer del

anestésico proveniente de Chemische Fabrik.



Observaciones cualitativas del proceso bajo la acción del 

fármaco llidocaina de Astra Chemicalsl revelaron que los 

cloroplastos durante su migración, aparte de disminuir su 

velocidad, sufren en algunas ocasiones desorg an ización en el 

patrón normal de flujo dependiendo de la concentración de fármaco 

presente; Esto es manifiesto principalmente a concentraciones 

elev adas, cuando se observa a los cloroplastos migrar dando 

volteretas y con cierta tendencia a ocupar las paredes 

periclinales de las células. 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 

cinturón de flujo citoplásmico. Esto último lo realizan 

normalmente en forma individual aunque en grupos pequeRos también 

es muy común. 

El núcleo al igual que los cloroplastos puede migrar muy 

lentamente o quedarse fijo en cualquier punto de la célula. Los 

organelos de muy diminuto tamaRo que acomp a Ran a! flujo 

citoplásmico normalmente son los últimos en dejar de migrar, aún 

cuando todos los demás organelos lo hayan hecho ya. Durante la 

etapa de reactivación del proceso, al ser lavado el fármaco estos 

últimos organelos son los primeros en comenzar a migrar 

paulatinamente o incrementar su 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 posición fija en la pared anticlinal o 

comienzan a incorporarse al flujo desde su posi ción en la pared 

periclinal alcanzando .en poco tiempo su velocidad normal; lo mismo 

sucede para los núcleos. 
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Dbservaciones cualitativas del proceso bajo la accion del

fármaco flidocaina de estra Chemicalsl revelaron que los

cloroplastos durante su migracion, aparte de disminuir su

velocidad, sufren en algunas ocasiones desorganisacion en el

patron normal de flujo dependiendo de la concentracion de farmaco

presente- Esto es manifiesto principalmente a concentraciones

elevadas, cuando se observa a los cloroplastos migrar dando

volteretas v con cierta tendencia a ocupar las paredes

periclinales de las celulas. Concentraciones por encima de 2o mH

inhiben totalmente el flujo v los cloroplastos quedan fijos en las

paredes antirlinales o en las periclinales cuando han salido del

cinturon de flujo citoplaamico. Esto último lo realizan

normalmente en forma individual aunque en grupos pequeños tambien

es muy común.

El núcleo al igual que los cloroplastos puede migrar muy

lentamente o quedarse fijo en cualquier punto de la celula. Los

organelos de muv diminuto tamaño que acompañan al flojo

citoplasmico normalmente son los últimos en dejar de migrar, aún

cuando todos los demas organelos lo havan hecho va- Durante la

etapa de reactivacion del proceso, al ser lavado el fármaco estos

últimos organelos son los primeros en comensar a migrar

paulatinamente o incrementar se velocidad cuando las corrientes no

han sido inhioidas totalmente. Una vez que esto ha sucedido v las

corrientes han sido restablecidas parcialmente, los cloroplastos

comienzan a migrar de su posicion fija en la pared anticlinal o

comienzan a incorporarse al flujo desde su posicion en la pared

periclinal alcanaando en poco tiempo su velocidad normal; lo mismo

sucede para los núcleos.



Los eventos secuenciales del efecto de la lidocafna sobre las 

corrientes citoplásmicas fueron los siguientes: 

1. Alteración en el patrón normal de flujo de cloroplastos, 

migra~do en diferente posición o dando volteretas. 

2. Disminución de la velocidad de las corrientes citoplásmicas. 

3. Velocidad muy lenta de cloroplastos y núcleo o inhibición del 

movimiento de ambos, con algunas migraciones de organelos hacia 

la pared periclinal. 

4. Velocidad muy lenta de partículas diminutas o inhibición total 

del proceso en general. 

Cuando se eliminó la droga del medio de incubación la 

reactivación del fenómeno se llevó a cabo de la siguiente manera: 

l. Incremento inicial en la velocidad. de partículas diminutas. 

Incremento o 1n1c10 del movimiento de cloroplastos y núcleos 

sobre corrientes parcialmente establecidas co~ migración e 

incorporación de organelos perdidos hacia la zona de flujo. 

3. Normalización del pr6ceso de migración de todos los organelos 

citoplásmicos. 

Aunque la reactivación del proceso se cumple casi normalmente 

de acuerdo al patrón anterior, es común encontrar que no todos los 

organelos reactivor1 su movimiento y pueden observarse o~ganelos 

fijos dentro de la célula después del tratamiento. Se eligió 20 mM 

como una concentración óptima en que se produjera un efecto de 

consideración sobre el proceso sin que da~ara a la célula y que 
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Los eventos secuenciales del efecto de la lidocaina sobre las

corrientes citoplasmicas fueron los siguientes:

l. elteracion en el patron normal de flujo de cloroplastos,

migrando en diferente posicion o dando volteretas.

2. Disminucion de la velocidad de las corrientes citoplasmicas.

3. Velocidad muv lenta de cloroplastos v núcleo o inhihicion del

movimiento de ambos, con algunas migraciones de organelos hacia

la pared periclinal.

4. velocidad muy lenta de particulas diminutas o inhibicion total

del proceso en general.

Cuando se elimino la droga del medio de incubacion la

reactivacion del fenomeno se llevo a cabo de la siguiente manera:

l. Incremento inicial en la velocidad_ de particulas diminutas.

2. Incremento o inicio del movimiento de cloroplastos v núcleos

sobre corrientes parcialmente establecidas con migracion e

incorporacion de organelos perdidos hacia la :ona de flujo.

3. Normalisacion del proceso de migracion de todos los organelos

citoplasmicos.

fiunque la reactivacion del proceso se cumple casi normalmente

de acuerdo al patron anterior, es común encontrar que no todos los

organelos reactivnn su movimiento v pueden observarse organelos

fijos dentro de la celula despues del tratamiento. Ee_eligio EÚ mfl

como una concentracion optima en que se produjera un efecto de

consideracion sobre el proceso sin que dañara a la celula v que



permit1et a valorar variaciones del 111is111cJ l);~J(J difererites 

tratamientos 

D. EFECTO DE LA LIDOCAINA <Astra Chemicalsl 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 APW en presencia del anestésico no 

introdujeron variaciones de consideración en el patrón normal de 

inhibición del proceso <Tablas V, VI>. 

El efecto parece agudizarse ligeramente al llevarse a cabo las 

mod1f1caciones anteriores en el medio de incubación, obteniéndose 

una ligera disminución en la velocidad de migración de los 

organelos (fig 171. 

La etapa de inhibición del proceso C15 minutos de incubación 

con el anestésico) parece mantenerse constante independientemente 

oe las modificaciones realizadas en el medio; sin embargo el 

periodo de recuperación del proceso parece sufrir un retardo 

cuando estas se llevan a cabo, principalmente al elevar en forma 

global !~composición iónica del medio. Bajo las diversas 

condic1o~es iónicas ensayadas siempre se obtuvo la recuperación 

casi total del proceso, aunque en algunos casos se requirió de 

mayor tiempo <principalmente con el aumento en la concentración 

iónica global). 
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permitiera valorar variaciones del mismo halo diferentes

tratamientos

D. EFECTO DE Lfi LIDDCHINH (ñstra Chemicals) EDHRE LH CICLDSI5 DE

CLÚRBPLASTDS EN PRESEHCIQ DE IDHEE EDDIE, CHLCID, FDTñSID Y

HHGNEEID HUHENTRDBS IHDEPEHDIEHTEHEHTE, HUEHTHDDS CDHJUNTHHENTE V

EN HUEEHCIH DE ELLDS EN EL HEDID HPH.

El aumento individual, el aumento global v la ausencia de los

cationes contenidos en el medio HPH en presencia del anestesico no

introdujeron variaciones de consideracion en el patron normal de

inhibicion del proceso (Tablas v, vil.

El efecto parece agudizarse ligeramente al llevarse a cabo las

modificaciones anteriores en el medio de incubacion, obteniéndose

una ligera disminucion en la velocidad de migracion de los

organelos (fig 1?ì.

La etapa de inhibicion del proceso 115 minutos de incubacion

con el anestesicol parece mantenerse constante independientemente

de las modificaciones realiaadas en el medio; sin embargo el

periodo de recuperacion del proceso parece sufrir un retardo

cuando estas se llevan a cabo, principalmente al elevar en forma

global 1= composicion ionica del medio. Bajo las diversas

condiciones ionicas ensavadas siempre se obtuvo la recuperacion

casi total del proceso, aunque en algunos casos se requirió de

mayor tiempo (principalmente con el aumento en la concentracion

ionica global).



E. EFECTO DEL t1EDIO APW (100Xl, AGUA DESIONIZADA, SACAROSA <114 

eMl Y SODIO <116 mMl SOBRE LA CICLOSIS DE CLOROPLASTOS. 

Por otra parte, se obser v ó el efecto de medios de elevada <APW 

lOOX , sacarosa 114 mM y sodio 116mM I y reducida <agua des1onizadal 

fuerza iónica y osmótica con respecto al medio APW, sobre la 

ciclosis de cloroplastos <Tabla VII>. 

Registros de la velocidad de migración de cloroplastos bajo las 

condiciones anteriores, demostraron que ninguna de éstas fue capaz 

de alterar la velocidad normal de migración de dichos organelos ni 

el patrón normal de flujo Cfig 18>. 

El efecto inhibitorio de la lidocaina 20 mM sobre la ciclosis 

de cloroplastos de células vegetales, de acuerdo a todos los 

resultados anteriores, parece ser independiente de la presencia o 

ausencia de los iones e x tracelulares más relevantes contenidos en 

el medio externo de este tipo de células. El patrón normal de 

inhibición del fenómeno por el anestésico en el medio APW normal 

(fig 16>, es muy similar al patrón de inhibición cuando la 

concentración de cada ión especifico fue elevada 100 veces, asi 

como cuando todos los iones fueron elevados en conjunto ó cuando 

fueron •liminados del medio totalmente (fig 171. La ~nica 

diferencia encontrada con la variación de las composiciones 

iónicas en presencia del anestésico fue en el período de 

reacti v ación del proceso, cuando la droga fue lavada a los 15 

minutos de tratamiento. Durante este periodo se puede obser var que 

la recuperación del fenómeno se logró casi totalmente cuando se 

variaron ciertos iones específicos o cuando fueron eliminados 
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E. EFECTO DEL HEDIÚ HPH (1001), HBUQ DESIDNIIHDH, SflCfiRDSñ (114

Il Y SDDID (llo ¡Hi SÚBRE Lñ CICLDSIS DE CLÚRDPLHSTDS.

Por otra parte, se observo el efecto de medios de elevada {flPH

lüüï, sacarosa 114 mn v sodio llomnl v reducida (agua desionizadal

fuerza ionica v osmotica con respecto al medio QPH, sobre la

ciclosis de cloroplastos (Tabla VII).

Registros de la velocidad de migracion de cloroplastos bajo las

condiciones anteriores, demostraron que ninguna de estas fue capaz

de alterar la velocidad normal de migracion de dichos organelos ni

el patron normal de flujo ifig 1Bl.

El efecto inhibitorio de la lidocaína 20 mn 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 celulas. El patron normal de

inhibicion del fenomeno por el anestésico en el medio APH normal

(fig lol, es muv similar al patron de inhibicion cuando la

concentracion de cada ion especifico fue elevada lüo veces, asi

como cuando todos los iones fueron elevados en conjunto o cuando

fueron eliminados del medio totalmente (fig 1?). La única

diferencia encontrada con la variación de las composiciones

ionicas en presencia del anestésico fue en el periodo de

reactivacion del proceso, cuando la droga fue lavada a los 15

minutos de tratamiento. Durante este periodo se puede observar que

la recuperacion del fenomeno se logro casi totalmente cuando se

variaron ciertos iones especificos o cuando fueron eliminados



todos del medio. Sin embargo, cuando todos los iones fueron 

aumentados en conjunto, se pudo observar una recuperación más 

lenta del proceso. Además el fenómeno no fue afectado por el 

aumento y disminución de la fuerza iónica y osmótica del medio de 

incubación (fig 18>. 

F. EFECTO DEL pH SOBRE LA CICLOSIS DE CLOROPLASTOS. 

Se trató de observar el efecto que tiene el pH sobre la 

ciclosis de cloroplastos en células vegetale• <Tabla VIII>. 

El pH fue modificado con el propio amortiguador del medio APW 

normal ITRIS-MALEATO>. La variación del pH se hizo de dos unidades 

por encima y dos unidades por debajo del pH del medio APW normal 

lpH 7>. Se incubaron las céluas en soluciones con un pH ácido de 5 

y con un pH básico de 9. Registros de la velocidad de migración 

realizados a diferentes etapas C15 ~ 27 minutos), para los dos 

valores de pH mostraron que el fenómeno no fue afectado bajo estas 

condiciones, manteniéndose una velocidad normal de migración 

durante todo el tratamiento lfig 18). La ciclosis de cloroplastos 

parece ser independiente del pH, en el intervalo que estudiamos. 

G. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA CICLOSIS DE CLOROPLASTOS. 

Se estudió el efecto que tiene la temperatura sobre la ciclosis 

de cloroplastos de células veg~tales (fig 19>. Fueron realizadas 

variaciones de 10 e por encima y por debajo de la temperatura 

ambiente <25 C>, a la que se realizaron la mayoría de los 

experimentos. Se siguió el efecto durante casi 1 hora de 
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todos del medio. Sin embargo, cuando todos los iones fueron

aumentados en cnnjuntfl, se pude observar una recuperación mas

lenta del proceso. fidemas el fenomeno no fue afectado por el

aumento y disminución de 1a fueraa idnica y üsmútica del medio de

incubacion (fio IB).

F. EFEETD DEL pH EDERE LH EIELDEI5 DE ELDHDPLHETDE.

Se trato de observar ei efecto que tiene el pH sobre la

ciclosis de cloroplastos en celulas vegetales {Tabìa UII1ì.

El pH fue modificado con el propio amortiguador del medio HPN

normal (THIS-HfiLEfiTDì. La variaciún del pH se hi:o de dos unidades

por encima y dos unidades por debajo del pH del medio HPH normal

<pH ïl. Se incubaron las celdas en soluciones con un pH acido de 5

y con un pH basico de 9. Registros de la velocidad de migracion

realizados a diferentes etapas (15 y 2? minutosì, para los dos

valores de pH mostraron que el fenomeno no fue afectado bajo estas

condiciones, manteniéndose una velocidad normal de migracion

durante todo el tratamiento ifiq 15). La ciclosis de cloroplastos

parece ser independiente del DH1 en el intervald que estudiamns.

E. EFEÉTÚ DE LH TEHPERHTURH EÚHHE LH EIELUSI5 DE ÉLURDPLQSTDE.

5e estudio el efecto que tiene la temperatura sobre la ciclosis

de cloroplastos de celulas vegetales Ifig IÉJ. Fuerdn realicadas

variaciones de lü E por encima y por debajo de la temperatura

ambiente (25 E1, a la que se realizaron la mayoría de los

experimentos. Se siguio el efecto durante casi 1 hora de



trata1,\1er1to p0ra cada valor de temperatur·a ensayado. Se observó 

una disminución continua del proceso, adquiriendo una velocidad de 

migración de 0.7 micras/seg a los 30 minutos de tratamiento cuando 

la temperatura fue elevada por 10º C. Es decir, a una temperatura 

de 35° C el proceso se inhibe casi totalmente sin que se recupere 

cuando se regresa a la temperatura ambiente. 

Este mismo efecto de disminución continua de la velocidad se 

encontró cuando la temperatura se disminuyo por 10 6 C, alcanzando 

un promedio de 3.6 micras/seg, sin que se recupere el proceso 

cuando se regresa a la temperatura ambiente (fig 191. Ba~~ las dos 

condiciones anteriores no se llega a la inhibición total del 

proceso por lo menos en 1 hora de tratamiento. 

Temper,··atur·a~. más e:.:tr·emas al intervalo anterior pr-ovu\.t1.1·rJn ur'i' 

inhibición del proceso en tiempos mucho más cortos v prorl'''~~cr 

además algunos da~os morfológicos en las células. 
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ìfatamiento para cada valor de temperatura ensavado. Se observo

una disminucion continua del proceso, adquiriendo una velocidad de

migracion de Ú.? micrasƒseg a los EU minutos de tratamiento cuando

la temperatura fue elevada por iü' C. Es decir, a una temperatura

de 35* E el proceso se inhibe casi totalmente sin que se recupere

cuando se regresa a la temperatura ambiente.

Este mismo efecto de disminución continua de la velocidad se

encontro cuando la temperatura se disminuvo por 10' C, alcaneando

un promedio de 3.o micrasƒseg, sin que se recupere el proceso

cuando se regresa a la temperatura ambiente ifig 191. Bain las dos

condiciones anteriores no se llega a la inhioicion total del

proceso por lo menos en l hora de tratamiento.

Temperaturas mas extremas al intervalo anterior provoturon ora

inhioicion del proceso en tiempos mucho mas cortes v prouuesfcr

ademas algunos daños morfologicos en las celulas.



DISCUSION 

l. RESOLUCION CON VIDEO-MICROSCOPIA. 

Las algas unicelulares diatomeas tradicionalmente se han 

utilizado en microscopía óptica corno patrón de resolucion, 

aprovechando el típico arreglo regular que presenta su esqueleto 

externo compuesto de sílice. 

Dicho arreglo ha sido estupendamente revelado cuando se ha 

observado a través de diversos sistemas de video-microscopia 

(lnoué 1981, Kachar 1985bl. Las observaciones de Inoué 119811 

quien utilizó el mismo especímen <Pleurosiqma anqulatuml indican 

que dichas estruc:turas se encuentran separadas por una distancia 

aparente de 0.65 micras. Kachar C1985b) reportó una distancia de 

0.41 rn1c1 as entre cada forámen de la diatomea Suriella gamna. 

Nuestras observaciones revelaron que cada unidad constituyente o 

forárnen se encuentra separada de otra por una distancia de 0.6 

Otro patrón estructural muy empleado para estimar la resolución 

microscópica es la topografía membranal de células epiteliales. La 

membrana plasmática de este tipo de células presenta plegamiPntos 

a manera de aLtmentar su superficie externa. Por microscopia 

electrónica de barrido se ha reportado que los pliegues 

me1nbranales en estas células tier1en un diámetr·o de <).1-0.2 m1cr·as 

(véase Kessel y Kardon 19791. Este patrón corrugado, también puede 

ser revelado e:{traordinarian1ente con sistemas de video aplicados a 

metodos tradicionales de microscopia óptica. Nuestras 
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DIEEUEIDH

1. REEÚLUEIÚH EÚH UIDED-HIERDSEÚFIÉ.

Las algas unicelulares diatomeas tradicionalmente se han

utilieado en microscopía optica como patron de resolucion,

aprovechando el tipico arreglo regular que presenta su esqueleto

externo compuesto de silice.

Dicho arreglo ha sido estupendamente revelado cuando se ha

observado a traves de diversos sistemas de video~microscopia

Ilnoue 1951, Hachar 1?B5hl. Las observaciones de Inoue (19511

quien utiliao el mismo especímen tPIauraaigma angufatuel indican

que dichas estructuras se encuentran separadas por una distancia

aparente de ü.a5 micras. Eachar i1?E5b) reporto una distancia de

u.41 mic|us entre cada foramen de la diatomea Suriella ganna.

Nuestras observaciones revelaron que cada unidad constituvente o

foramen se encuentra separada de otra por una distancia de u.a

mi cr'-a5.

ütro patron estructural muv empleado para estimar la resolucion

microscopica es la topografia membranal de celulas epiteliales. La

membrana plasmatica de este tipo de celulas presenta pleoamientos

a manera de aumentar su superficie externa. Por microscopía

electronica de barrido se ha reportado que los pliegues

membranales en estas celulas tienen un diametro de ü.1-Ú.2 micras

tvease Hessel v Hardon läïäl. Este patron corrugado, tambien puede

ser revelado extraordinariamente con sistemas de video aplicados a

metodos tradicionales de microscopía optica. Nuestras



observaciones de tales especimenes con VM-CAE e iluminación 

asimétrica CKachar 1985bl indican que cada micropliegue posee una 

anchura de 0.3 micras. Las observaciones de Allen 11981a,b) quien 

utilizó luz polarizada y contraste por interferencia diferencial 

CAVEC-POL y AVEC-DICI revelan una anchura de 0.27 micras. De 

acuerdo a las observaciones de Kachar C1985bl la anchura de tales 

estructuras es aproximadamente de 0.22 micras. 

Como se puede notar, los diámetros de los micropliegues 

obtenidos por video microscopia son muy similares a los reportados 

por microscopia electrónica. Esto parece indicar que a través de 

sistemas de video microscopia se puede alcanzar el límite de 

resolución de la microscopia óptica, sin que represente un 

problema el contraste de la imagen. 

La diferencia encontrada en el diámetro de los pliegues 

membranales entre las imágenes provenientes de microscopia 

electrónica y de video microscopía, puede ser debida a que con 

este óltimo sistema de observación se obtienen imágenes producto 

de la difracción de estructuras, cuando se trabaja sobre el limite 

de resolución del sistema de observación (microscopia óptica en 

este caso>. Por esta razón estructuras de dimensiones por debajo 

del limite de resolución cuando son detectadas no poseen sus 

dimensiones reales, aparecen con dimensiones acentuadas. 

Si consideramos que con nuestro sistema de observación 

estructuras con diámetros reales de 0.15 micras aparecen con un 

diámetro aparente de 0.3 micras, posiblemente nuestro sistema 

incrementa por un factor de 2 el diámetro real de estas, cuando se 

trabaja sobre el limite de resolución. Esto nos indica que objetos 

de dimensiones menores a 0.3 micras observados en nuestro sistema, 
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observaciones de tales especimenes con vn~EeE e iluminacion

asimétrica íflachar 19B5b) indican que cada micropliegue posee una

anchura de 0.3 micras. Las observaciones de allen (1981a,bl quien

utilizo lu: polaricada v contraste por interferencia diferencial

{äVEC-POL y QVEG-Dlfll revelan una anchura de Ú.2? micras. De

acuerdo a las observaciones de Hachar (19E5bl la anchura de tales

estructuras es aproximadamente de ü.22 micras.

Como se puede notar, los diámetros de los micropliegues

obtenidos por video microscopía son muv similares a los reportados

por microscopia electronica. Esto parece indicar que a traves de

sistemas de video microscopía se puede alcanzar el limite de

resolucion de la microscopía optica, 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 microscopía

electronica y de video microscopía, puede ser debida a que con

este último sistema de observacion se obtienen imagenes producto

de la difracción de estructuras, cuando se trabaja sobre el limite

de resolucion del sistema de observacion (microscopía optica en

este caso). Por esta razon estructuras de dimensiones por debajo

del limite de resolucion cuando son detectadas no poseen sus

dimensiones reales, aparecen con dimensiones acentuadas.

Si consideramos que con nuestro sistema de observacion

estructuras con diametros reales de ü.l5 micras aparecen con un

diámetro aparente de o.3 micras, posiblemente nuestro sistema

incrementa por un fattor de 2 el diametro real de estas, cuando se

trabaja sobre el limite de resolucion. Esto nos indica que objetos

de dimensiones menores a o.3 micras observados en nuestro sistema,



posiblemente poseen dimensiones reales que rebasan el límite de 

'resolución para la microscopia óptica. 

II. TRANSPORTE INTRACELULAR EN CELULAS NERVIOSAS. 

A. DINAl"llCA INTRACELULAR DE ORGANELOS. 

Nuestras observaciones del flujo interno de particulas en la 

red de neuritas de células nerviosas en cultivo, revelaron los 

mismos elementos dinámicos que componen el transporte rápido 

axonal de células nerviosas CAlberts et al. 1983>. Se observó que 

dichos componentes se transportaron tanto en dirección retrógrada 

como en dirección anterógrada tal y como fue descrito previamente 

(Cooper y Smith 1974, Adams y Bray 1983>. El tamaRo y la forma de 

las partículas que observamos coincide con los datos reportados 

para transporte intraxonal en diversos tipos de axones CCooper y 

Smith 1974, Hammond 1977, Breuer et al. 1975>. Si~ embargo si 

consideramos el fenómeno de difracción de campo cercano CHecht 

1974i detectado en nuestro sistema de observación <por este efecto 

las estructuras aparecen infladas o aumentadas de tamaRo por 

cierto factor, cuando no pueden ser resueltas can el sistema 

óptico de trabajo) posiblemente las partículas más diminutas que 

repartamos C0.3 micras de diámetro aprox.l tengan diámetros reales 

más peque~os, qu1zas por debajo del limite de resolución de la 

microscopia óptica. Previamente se ha reportada que la velocidad 

de movimiento de particulas esféricas <que son las más comunes> en 

diversas clases de axones es de 0.5-1.5 micras/seg CCooper y Smith 

1974, Hammond 1977, Breuer et al. 1975, Goldberg y Burmeister 
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posiblemente poseen dimensiones reales que rebasan el limite de

resolucion para la microscopia optica.

II. TRHHSFÚRTE IHTRQEELULHR EN EELULQS HEHVIDSHS.

ñ. DIHHHIEH IHTHHCELULHR DE DREHNELUE.

Nuestras observaciones del flujo interno de particulas en la

red de neuritas de celulas nerviosas en cultivo, revelaron los

mismos elementos dinamicos que componen el transporte rapido

asonal de celulas nerviosas ifllberts et al. 19531. Se observo que

dichos componentes se transportaron tanto en direccion retrograda

como en direccion anterograda tal v como fue descrito previamente

¡Cooper v Smith l9?4, ñdams v Brav 19531. El tamaño v la forma de

las particulas que observamos coincide con los datos reportados

para transporte intrasonal en diversos tipos de aeones (Cooper v

Smith 19?4, Hammond 1???, Breuer et al. 1??5l. 5in_embargo si

consideramos el fenomeno de difraccion de campo cercano iHecht

l??4l detectado en nuestro sistema de observacion (por este efecto

las estructuras aparecen infladas o aumentadas de tamaño por

cierto factor, cuando no pueden ser resueltas con el sistema

optico de trabajol posiblemente las particulas mas diminutas que

reportamos {ü.3 micras de diametro aprox.) tengan diametros reales

mas pequeños, quisas por debaJo del limite de resolucion de la

microscopia optica. Previamente se ha reportado que la velocidad '

de movimiento de particulas esfericas íque son las mas comunes! en

diversas clases de asones es de ü.5¬1.5 micrasƒseg (Cooper v Smith

leïå, Hammond 19??, Ereuer et al. 1¢?5, Goldberg v Burmeister



19E3ó), mismo qur2 corr(·?.::>pond(·~ a la velocidali pr-omedio que 

registramos para la mayorfa de las partfculas encontradas Cfig &l. 

Por otra parte, partículas tan veloces como del tipo CH observadas 

(3 micras/seg aprox.) han sidc1 escasamente reportadas, debido 

qu1?as a que no siempre se les ha podido detectar en los diversos 

C::o:1 t-espt?cl:o a li..7:\ dir·er::cionalidad del movimiento se ha 

reiJor-tac1o qLle e>:1~~ten d1ferenc1as en los tipos, velocidades y 

canticiad de organelos transportados CCooper y Smith 1974, Adams y 

Bray 1983, Tsuk1ta e Ishikawa 19801 . Sin embargo, según nuestros 

resLtltados no hay djferencias entre el transporte de organelos en 

direcc:1on r·0trógrada y en direcc:1ón ante1·ógr·ada en neuritas en 

c.ult .-e:> (·fi1:;J~:.~, 6, 7). 

f:·er1sa1nc:Js qL.te ~sto puede deber··se al baJu gr·ado de desarrollo que 

111ani.f1estar1 Las células nerviosas en Cl1ltivo en la edad en que se 

t11.1:1eror1 los e::per11nentosM Aur1que ya existen proyecciones 

propiedades r·ie éste sean difer·er1tes a los de una célula madura, 

clonde lcis pr1·:i!:esos de cr-ecim1ent!J tian concluido y la céll1la se 

encue11t_ra en 1..1r1 e:~;tadcJ +unc:::i.unt::\lmenti-:: di:~:;tintoM 

l_.a~ d1ver as fcirrnas de desplazan11er·1tos de organelos que 

encor1tr-am•_Js (coni:::?tante~ arranque y frt·:=nauo, de arr(?per1t1miento, 

duc!usuJ 1.t1<;J '·-IJ ~ son c:ar·actE\r-:i'.st1ca=:. de) clásico mc;v1miento 

s.1Jtat•)r-1rJ de•;crito para el transporte de partículas axonales 

( 1= ur· m;•_n l i.-:¡3·:~b) • 

De acuerde) a nuestros resultados y a los datos r-eportados 

previamen·te par-ece exis·tir una cc1rrelaciór1 entre tama~o, velocidad 

y facil1r:Jad de desplazamiento de organelos. puesto que er1tre más 
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lädoi, mismo que corresponde a

registramos para la mayoria de

Por otra parte, partículas tan

(3 micrasfseg aprox.) han sido

quisas a que no siempre se les

tipos de axones estudiados.

la velocidad promedio que

las particulas encontradas ifig oi.

veloces como del tipo CH observadas

escasamente reportadas, debido

ha podido detectar en los diversos

Gon respecto a la direccionaiidad del movimiento se ha

reportado que existen diferencias en los tipos, velocidades v

cantidad de organelos transportados ¿Cooper v Smith 1974, adams v

Brav leeï, Tsukita e Ishikawa 199o). Ein embargo, según nuestros

resultados no hay diferencias entre el transporte de organelos en

direccion retrograda v en direccion anterograda en neuritas en

culi «o ífigs o, 7).

Fensamos que este puede deberse

manifiestan las celulas nerviosas

hicieron los experimentos. aunque

al bajo grado de desarrollo que

en cultivo en la edad en que se

va existen proyecciones

i2:i.i'::'«p;asn1icas que manii'-iestan transporte axonal, qui:-as algunas

propiedades de este sean diferentes a los de una celula madura,

donde los procesos de crecimiento han concluido v la celula se

eiiciienitr.-i En I,i|:| estatiii f|_iricii.i|i¿'ilme_1nti-3 ijiistìritis.

Las diversas formas de despiaramientos de organelos que

encontramos iconstante, arranque v frenado, de arrepentimiento,

dudoso! tfig Wi, son caracteristicas del clasico movimiento

snllaiorio descrito para el transporte de particulas asonales

(Forman l9SÉbl.

De acuerdo a nuestros resultados v a los datos reportados

previamente parece existir una correlacion entre tamaño, velocidad

v facilidad de desplazamiento de organelos. puesto que entre mas



peque~o sea éste, mayor velocidad adquiere y se dificulta menos su 

desplazamiento. Como ejemplo podernos citar a las partículas de 

tipo CH, que son las más peque~as, las más rápidas y las que 

mar·1ifiestan cas1 s:1.E~íl1~)r·e ur1 patrón de desplazamiento de tipo 

constante. 

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

Desde hace tiempo se observó que los anestesicos locales, 

aparte cie SLJ acción bloqueadora sobre la transmisión de se~ales 

eléctricas en células nerviosas, podf an tener efectos sobre otros 

procp-:::;.cs, c:omo f?J. tr··a.1·1~~¡pu1··tE~ int.t?.rno de m..::::(teriales (F'ink Pt al. 

1977). El efe1:to sobre este proceso se manifiesta como una 

in1-1ibicion clel transpor·te interno deµer1c11endo de la dosis de 

fármaco presente y del pH en el cual se encuentre la molécula 

CF1nk etal. 1972, Lavoie 1982al. Estas observaciones provienen de 

est1~d10~ r-e~al1zados i11 i 1 1vo e 111 vitro en los cu~les se comprobó 

en forma indirecta la inhibición del proceso de transporte; es 

decir·, cc:)n regi!s·t~(JS de 'marcas radioactivas a lo largo de axones 

er1 células qL.(e pr-eviamerite t1abian sidc) inyectadas con amir1oácidos 

mar-cadas en el sonia r·leural y expuestos posteriormente al 

ane"tési co J. ocal (FC1nk et al. 1912, Lavo1P l982al. Sin embargo, no 

ex1stfa alg0n estudio en el cual fuera comprobado en forma directa 

el efecto ·1.r1hib:i.t' o sobre el transporte intracelular de 

13rg2r1e1.os en c:élulas nerviosas. 

De 2c1_1erclo a nuestros resultados (figs 10, 11), comprobamos por 

?= pr-:L111era er1 forma visual que la lidocaina produce L1na 

inh1b1ción del transporte bidireccional de organelos en células 
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pequeña aea este, mayor velocidad adquiere y se diiiculta menus su

deaplazamientu. Gumu egemplu pndemue citar a lae particulas de

tipn BH, que sun las mae pequeñas, las mae rapidas y las que

manifiestan casi eirmnre un patrün de deeplazamientü de tipü

constante.

H. EFECTO DE Lfi LIDDCQINH SUBRE EL TRHNSPURTE QKDNHL DE ÚEANELDS.

Desde hace tiempm se observe que lee aneetesicnä Incalee,

aparte de su acción bluqueadura embre la transmisión de señales

electricas en celulae nerviueae, pedían tener efectne sobre ntrue

pruteene, como el trannpnrte internu de materiales (Fink et al.

IQFT). El efecto sobre eate precead ee manifiesta como una

inniuicinn del transporte internu dependiendd de la dueie de

iarmacu presente y del pH en el fiual ee encuentre la molécula

(Pink etaï. iüïü, Lavdie 19B2a}. Estas ubeervacionee provienen de

eefudida real1:adde in viva e in uitrn en Ida cuales se comprobó

en forma indirecta la inhibición del prdceeu de transporte; es

decir, cun reqiatrue de'marcae radiuactlvas a Id Iargü de axunee

en fieìulae que previamente habian eidm inyectadae con aminnacidne

marcadeä en el emma neural y enpueetmä pueteriürmente al

aneateeicd local íF1nk et al- lqïì, Lavuie 19B2a3. Sin embargü, nn

exiatia algún eetudio en el cual fuera cmmprubadd en Forma directa

el efectu wnhibitfw-J adbre el transporte intracelular de

mrganelue en celulas nervineae.

De acuerde a nueetrne reeultadue ifige lü, 11), cdmprubamue pur

fa? primera en +urma visual que la lidetaìna pruduce una

inhlbltiün del tranepnrte bidirecciflnal de urganelüe en celulas



nerviosas, efecto que depende de la dosis de férmaco empleada. En 

nuestro modelo celular de trabajo (neuritas en cultivo) el efecto 

se obtuvo con dosis bastante menores (figs 10, 111 a las 

reportadas en otros modelos celulares de transporte axonal <Fink 

et al. 1972, Lavoie 1982a,bl. Sin 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 11 horal haya sido insuficiente para eliminarla de sus 

sitios de anclaje en la membrana, suponiendo que sea éste su sitio 

de acción, puesto que en algunos otros modelos celulares d• 

transporte axonal se ha obtenido la recuperación Gel proceso 

después de varias horas de lavado del anestésico <Aesheim et al. 

1974, Fink y Kish 1976, Fink et al. 19721. 

Nuestras observaciones del efecto inhibitorio revelaron cómo el 

transito bidireccional interno de particulas fue arrestado sin que 

haya selectividad del efecto en cuanto al tipo de organelo o a la 

dirección de flujo en particular. En ambas direcciones de 

transporte la disminución en la velocidad de migración de los 

organelos en presencia del anestésico fue dependiente de la 

concentra~ión y no hay selectividad en el efecto para los diversos 

tipos de organelos encontrados (fig 11). 

Durante la etapa de inhibición del proceso de transporte 

intracelular, pudimos observar ep forma cualitativa cómo los 

organelos paulativamente van perdiendo velocidad y disminuye el 

número de ellos en movimiento, cesando casi por completo con el 

paso del tiempo los desplazamientos de tipo constantes, y 

predominando preferencialmente desplazamientos lentos de arranque 
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nerviosas, e+ecto que depende de la dosis de tarmaco empleada. En

nuestro modelo celular de trabajo íneuritas en cultivol el efecto

se obtuvo con dosis bastante menores ifigs lü, lll a las

reportadas en otros modelos celulares de transporte aaonal (Fink

et al. i9?2, Lavoie l?B2a,bl. Ein embargo, el eíecto inhibitorio

encontrado ¿ue 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 il hora! hava sido insuficiente para eliminarla de sus

sitios de anclaje

de accion, puesto

transporte aaonal

despues de varias

19?4, Fink v Hish

en la membrana, suponiendo que sea este su sitio

que en algunos otros modelos celulares de

se ha obtenido la recuperacion del Proceso

horas de lavado del anestésico ifiesheim et al.

19?o, Fink et al. 19?2l.

Nuestras observaciones del efecto inhibitorio revelaron como el

transito bidireccional interno de particulas tua arrestado sin que

haya selectividad del efecto en cuanto al tipo de organelo o a la

direccion de tlujo en particular. En ambas direcciones de

transporte la disminucion en la velocidad de migracion de los

organelos en presencia del anestesico fue dependiente de la

concentracion v no hay selectividad en el efecto para los diversos

tipos de organelos encontrados (fig 111.

Durante la etapa de inhibicion del proceso de transporte

intracelular, pudimos observar ep forma cualitativa como los

organelos paulativamente van perdiendo velocidad v disminuve el

número de ellos en movimiento, cesando casi por completo con el

paso del tiempo los desplatamientos de tipo constantes, v

predominando preterencialmente desplazamientos lentos de arranque
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y frenado; se aprecia una mayor dificultad en el movimiento de 

organelos, como si encontráran mayor resistencia duranta su 

desplazamiento, hasta que se llega finalmente a mantener cierto 

movimiento de tipo dudoso o a la inhibición total del fenómeno. 

Aunque describimos algunos aspectos cuantitativos y 

cualitativos del efecto de los anestésicos locales, es necesario 

realizar estudios más detallados sobre la inhibición ya confirmada 

del proceso, que proporcionen mayor información al respecto. 

Los resultados obtenidos confirman la inhibición del transporte 

axonal producido por anestésicos locales como un efecto 

independiente a su acción anestésica. Dicho efecto se suma así a 

las tantas evidencias existentes sobre una acción bloqueadora 

general de diversos procesos de motilidad celular por anestésicos 

locales <Fink et al. 1972, Lavoie 1982a,b, Mondragón 1986). 

111. CORRIENTES CITOPLASMICAS EN CELULAS VEGETALES. 

Las células mesófilas de Vallisneria sp. resultan ser un 

excelente modelo biológico para el estudio de las corrientes 

citoplásmicas; la facilidad con que se pueden obtener estas 

células y las ventajas que ofrece el trabajar con ellas, como se 

describió en los resultados, favorece el análisis directo de dicho 

fenómeno. 

En nuestros experimentos la inducción del fenómeno se hizo en 

' forma fotocinética, aunqL1e ha sido reportado que la estimulación 

puede ser quimiocinética <Takagi y Nagai 1983, Vamaguchi y Nagai 

1981). Nuestras observaciones del flujo citoplásmico revelaron la 

mayoria de los organelos y estructuras que se encuentran 

G3

v frenado; se aprecia una mavor di+1cu1tad en el movimiento de

organelos, como si encontraran mavor resistencia durante su

desplazamiento, hasta que se llega finalmente a mantener cierto

movimiento de tipo dudoso o a la inhibicion total del tenomeno.

aunque describimos algunos aspectos cuantitativos v

cualitativos del afecto de los anestesicos locales, es necesario

realizar estudios mas detallados sobre la inhibicion ya con+irmada

del proceso, que proporcionen mayor intormacion al respecto.

Los resultados obtenidos confirman la inhibicion del transporte

axonal producido por anestésicos locales como un efecto

independiente a su accion anestesica. Dicho etecto se suma asi a

las tantas evidencias existentes sobre una accion bloqueadora

general de diversos procesos de motilidad celular por anestésicos

locales iFink et al. 19?2, Lavoie l9E2a,b, Hondragon 1986).

III. CDRRIENTES DITDPLHSHICQB EÑ CELULQE VEBETHLES.

Las celulas mesofilas de Vallísnaria sp. resultan ser un

excelente modelo biologico para el estudio de las corrientes

citoplasmicas; la Facilidad con que se pueden obtener estas

celulas v las ventajas que ofrece el trabajar con ellas, como se

describio en los resultados, tavorece el analisis directo de dicho

fenomeno.

En nuestros experimentos la induccion del fenomeno se hizo en

+orma totocinetica, aunque ha sido reportado que la estimulacion

puede ser quimiocinetica {Takagi v Nagai 1983, Vamaguchi v Nagai

1981). Nuestras observaciones del Flujo citoplasmico revelaron la

mavoria de los organelos v estructuras que se encuentran



involtJcrados en las corr ientes citoplásrnicas de células vegetales 

' en general. Se observaron cloroplastos, núcleos, rnitocondrias y 

particc1las endoplásmicas corno lo hic1er·on Takagi y Nagai (1983), 

Yamaguchi y Nagai <198J i , con m1ccr-oscopia óptica y electronica en 

células rnesófilas y ep1derrnales de Vallisneria gigantea 

respectivamente. Obser va mos además una gran cantidad de filamentos 

motiles de 0.66 micras de diámetro que acompa~an al flujo 

citoplásrnico, dichas estructuras en movimiento no habían sido 

descri tas en células de Vallisneria sp. 

Elementos del citoesqueleto como paquetes de microfilamentos de 

ac tina, vistos en Vallisneria por microscopía electrónica (Takagi 

y Naga 1 1983, Yamaguchi y Naqa1 19811 y en otros tipos de células 

vegeta les como Nitella \Nagai y Rebhun 1966, Palev1tz y Hepler 

1975, Nagai y Hayama 1979a, Palevi t z et al. 1974) y Acetabular1a 

<Dazy et a l. 1981) no pudier on ser obser-vadas con nuest ro sistema 

de videomicroscopia. 

Se pensó al principio que los filamentos delgados que 

encontramos podrian ser paquetes de m1crofilamentos, debido a su 

e s tr·echa a soc iación con l o s demás orgar1elos que acompa~an el flujo 

citopl ásrnico. S in embargo, esta idea inicial se descartó de 

acuerdo a los hallazgos de Al len O 'fEll) , Al len y fdlen ( 1983> 

quienes encontrarori redes f ilamentosas de características mLlY 

siniilares er1 c:élLilas ep1c1ermales de cebolla, empleand o microscopia 

A'/EC ·-OIC. 

Estas redes filam entosas tian s ido observadas tan1t>ién 

ir1med1 a tamente ciebajo de la membr· ~ na plasmática en el citoplasma 

d e célul as de Acetabularia, proponiéndose que podrlan ser 

c: [ ;s t•?r· n<• '.'3 d •.? r·eticulo encJoplásmico <RE>,<Allen 19831. El último 

Lnvolucrados en las corrlentes c1toplasm1cas de celulas vegetales

en general. Se observaron cloroplastos, nucleos, mitocondrlas v

particulas endoplasmícas como lo hicleron Takag1 v Nagai â19B3l,

?amaguch1 ï Nagai (19811, cun mlcruscopia óptica v electrünlca en

celulas meso§1las v epxdermales de Vallisneria gígentea

respectivamente. Dbservamos ademas una gran cantidad de filamentos

mot1les de ü.bà m1cras de diametro que acompañan al f1uJo

citoplasmicd, dichas estructuras en movim1ento no habian sido

descritas en celulas de Vallisnaria sp.

Elementos del citoesqueleto como paquetes de m1crof11amentos de

actina, vistos en Vallisnerle por mxcroscopia electronica lTakag1

v Haga: 1983, ïamaguchi v Naqa1 1vB1l v en otros txpos de celulas

vegetales como Nitella lwaqal v Rebhufl lëeh, Palevltfi v Hepler

l9?5, Haga: v Havama lvïfia, Palevitz et al. 19741 v Acetabularla

lüaav et al. l?Bl› no pudlerun ser observadas cun nuestrü slsteme

de videomicroscopìa.

Se penso al pr1ncip1o que los +ilamentos delgados que

encontramos podrian ser paquetes de m1cro+11amentos¬ debido a su

estrecha asüciaclún con 165 demas organelns que acompañan el {1uJü

citoolasmico. Bin embargo, esta idea 1n1c1a1 se descarto de

acuerdo a los hallazgos de ållen 21981), Hllen v flllen l19B3>

qulefles encontraron redes filamentosas de características muv

älm1larEs en celulës Epldermales de Cebülla, empleandn m1crüeCGDia

HUEÉ-DIE.

Estas redes %1lamentosas nan sldo observadas tambien

lnmedlatamente debajo de la membrana olasmatica en el citoplasma

de celulas de Acefabularla, proponiendose que podríafl ser

clsternas de retículfi endop1ásm1co (RE),{â1len läåïl. El últ1mo



hallazgo de Allen y Brown 11988) sugiere que dichas redes 

filamentosas al emitir fluorescencia en presencia de 

clorotetraciclina ICTC) presumiblemente contienen calcio, lo que 

indica segLlramente que estas estrL1cturas funcionan como 

reservor1os intracelulares del catión, papel que normalmente es 

desempe~ado por el RE. Estas observaciones confirmaron la 

existencia de una dinámica red filamentosa IFEN) de RE en células 

vegetales. Con estos hallazgos y las observaciones de Yamaguchi y 

Nagai 119811 quienes encontraron cisternas de RE en células de 

Vall1sneria gigantea por microscopia electrónica, podemos pensar 

qLte los filamentos motiles que observamos, más que posibles 

elementos del citoesqueleto, deberían ser redes filamentosas 

d1nám1cas 1FENs) de RE, s1m1lares a las encontradas en células 

epidermales de cebolla <Al len v Brown 1988). Dicha afirmación solo 

será confirmada cuando se realicen mayores estudios para su exacta 

identificación. 

La velocidad de flujo citoplásmico en células vegetales muestra 

gran variación de un tipo celular a otro. Para Nitella se ha 

encontrado que en el endoplasma mótil subcortical muchas 

partículas incluyendo el n0cleo migran a una velocidad de 100 

micras1seg en forma unidireccional IStebbings y Hyams 1979, Allen 

y Allen 19781. Sin embargo en estas mismas células partículas 

exógenas unidas covalentemente a miosina e introducidas 

directamente a la célula exhi~en movimiento unidireccional a una 

velocidad de 2 micras/seg (Vale et al. 1984). En células 

filamentosas como Trandescatia* Urtica, Gloxinia, Cucurbita, 

Campanula, y Saxífraga las velocidades de flujo van desde un 

movimiento levemente perceptible hasta una velocidad de 40 
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hallazgo de ñllen y Brown l19E5l sugiere que dichas redes

Filamentosas al emitir fluorescencia en presencia de

clorotetraciclina (CTC) presumiblemente contienen calcio, lo que

indica seguramente que estas estructuras Funcionan como

reservorios intracelulares del cation, papel que normalmente es

desemdefiade dor el RE- Estas observaciones confirmaron la

existencia de una dinamica red filamentosa (FENl de RE en celulas

vegetales. Con estos hallazgos v las observaciones de Tamaguchi v

Nagai (19911 quienes encontraron cisternas de HE en celulas de

Vaílisneria gigantea por microscopia electronica, podemos pensar

que los filamentos motiles que observamos, mas que posibles

elementos del citoesquelete, deberian ser redes Filamentosas

dinamicas iFENsl de RE, similares a las encontradas en celulas

epidermales de cebolla fallen v Brown lëåãi. Dicha aëirmaciún solo

sera confirmada cuando se realicen mavores estudios para su exacta

identificacion.

La velocidad de flujo citoplasmico en celulas vegetales muestra

gran variación-de un tipo celular a otrol Para Hitella se ha

encontrado que en el endoplesma mútil subcortìcal muchas

particulas incluyendo el núcleo migran a una velocidad de iüü

micrasfseg en forma unidireccional lätebbings v Hvams 1979, fillen

v ällen IQFBJ. Sin embargo en estas mismas celulas particulas

enogenas unidas covalentemente a miosina e introducidas

directamente a la celula exhiben movimiento unidireccional a una

velocidad de 2 micrasfseg (Vale et al. 19843. En celulas

filamentosas como Trandascatia, Urtica. Glexinia, Gucurbita,

Campanula, y Éaxïfrage las velocidades de ilujo van desde un

movimiento levemente perceptible hasta una velocidad de 40



micras/seg CAilen y Allen 19781. En células cultivadas de tejidos 

de Euphobia se realiza un movimiento unidireccional y 

bidireccional de organelos a una velocidad de 0-19 micras/seg 

IAllen y Allen 19781; en Caulpera filas de cloroplastos se mueven 

circadianamente a una velocidad de 3-5 micras/seg <Allen y Allen 

1978). 

Organelos como cloroplastos, mitocondrias y otras partículas se 

transportan a una velocidad de 1-10 micras/seg en Acetabularia 

IAllen y Allen 19781. En células epidermales de cebolla partículas 

esféricas y mitocondrias migran a una velocidad de 3-5 micras/seg 

<Allen y Brown 1988). En células mesófilas de Vallisneria, Takagi 

y Naga1 <1985> reportaron que el flujo de núcleos, cloroplastos y 

particulas citoplásmicas se realizaba a una velocidad de 10-~0 

micras/seg. 

La gran variación en el grado de velocidad de las corrientes 

citoplásmicas en general descrita anteriormente, puede deberse a 

características específicas de cada organismo, pGesto 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 percepción de la seKal luminosa CHaupt 19821, a 

características propias del endoplasma, organelos, y a la 

estructura del aparato motor en particular. Los elementos 

involucrados en la regulación del proceso pueden ser también 

responsables de ésto. 

Nuestros resultados obtenidos sobre la migración de 

cloroplastos en células mesófilas de Vallisneria sp. indican que 

la velocidad registrada <16.34 micras/seg SD= 4, n= 90) 
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micrasrseg lnllen v allen 1??Bi. En celulas cultivadas de tejidos

de Euphebia se realiza un movimiento unidireccional v

bidireccional de organelos a una velocidad de U-1? micrasfseg

ifillen v fillen leïül; en fiaulpera filas de cloroplastos se mueven

circadianamente a una velocidad de 3-5 micrasrseg iållen v nllen

19?Bl.

organelos como cloroplastos, mitocondrias v otras partículas se

transportan a una velocidad de i¬1ü micrasrseg en Acetabularia

fallen v allen IQTBP. En celulas epidermales de cebolla particulas

esfericas v mitocondrias migran a una velocidad de 3-5 micrasrseg

iñllen v Brown 1?BEl. En celulas mesofilas de Vallisneria, Takagi

v Hagai l19B5l reportaron que el flujo de núcleos, cloroplastos v

particulas citoplasmicas se realisaba a una velocidad de lü-EU

micrasƒseg.

La gran variacion en el grado de velocidad de las corrientes

citoplasmicas en general descrita anteriormente, puede deberse a

caracteristicas especificas de cada organismo, puesto que los

datos mostrados corresponden a diversos patrones de flujo -

corrientes rotacionales, circulatorias, multiestriadas, etc.

ifillen v fillen 1??El~ a factores tales como pigmentos encargados

en la percepcion de la señal luminosa iHaupt l?E2l, a

caracteristicas propias del endoplasma, organelos, v a la

estructura del aparato motor en particular. Los elementos

involucrados en la regulacion del proceso pueden ser también

responsables de esto.

Nuestros resultados obtenidos sobre la migracion de

cloroplastos en celulas mesofilas de Fallisneria sp. indican que

la velocidad registrada llo.34 micrasrseg 5D= 4, n= Éül



corresponde al intervalo reportado anteriormente en Vallisneria 

gigantea <Takagi y Nagai 1985), la velocidad de los demás 

organelos que se encontraron -núcleos, mitocondrias, partículas 

esféricas-, aunque no se muestra, fue similar o ligeramente más 

lenta que la registrada para cloroplastos. 

A. EFECTO DE LIDOCAINA SOBRE LAS CORRIENTES CITOPLASHICAS. 

La lidocaína es un anestésico local que inhibe la transmisión 

de seRales eléctricas en células nerviosas <De Jong 19771. El 

anestésico actúa a nivel de membrana plasmática interfiriendo con 

los flujos ióniccs producidos durante la depolarización de la 

misma <De Jong 19771. Este efecto no es el único que produce el 

fármaco; se ha encontrado qL1e puede afectar otros procesos 

celulares independientemente de su acción anestésica, como el 

transporte rápido intracelular en célu 1 as nerviosas <Fink et al. 

19721. Al aplicar el anestésico en otros modelos intracelulares de 

transporte, como la migración de gránulos pigmentarios en células 

retinales <Mondragón 1986>, se encontró la misma inhibición del 

transporte interno tal como la describió Fink et al. (1972>. 

Nuestros experimentos concuerdan con estos resultados, puesto que 

al aplicar lidocaína a células mesófilas de Vallisneria sp., 

similarmente se inhibieron las corrientes internas dependiendo de 

la concentración de fármaco utilSzada. Dicha inhibición fue 

reversible, como mostró Fink et al. 119721 y Mondragón 11986) 

cuando la droga es eliminada del medio de incubación. La 

inhibición del· proceso por tanto, no es debida a una acción tóxica 
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corresponde al intervalo reportado anteriormente en Uallisnaria

gigantes {Takagi v Nagai l9B5l, la velocidad de los demas

organelos que se encontraron -núcleos, mitocondrias, particulas

esfericas¬, aunque no se muestra, fue similar o ligeramente mas

lenta que la registrada para cloroplastos.

H. EFEETÚ DE LIDDEHINH EDBRE LHB CDRHIEHTEE EITDPLQEHIEHE.

La lidocaina es un anestesico local que inhibe la transmision

de señales electricas en celulas nerviosas (De Jong 19??ì. El

anestesico actúa a nivel de membrana plasmática interfiriendo con

los flujos ionicos producidos durante la depolarizacion de la

misma (De Jong l9??l. Este efecto no es el único que produce el

fármaco; se ha encontrado que puede afectar otros procesos

celulares independientemente de su accion anestesica, como el

transporte rapido intracelular en celulas nerviosas iFink et al.

l9?2l. el aplicar el anestésico en otros modelos intracelulares de

transporte, como la migracion de gránulos pigmentarios en celulas

retinales iflondragon l9Bol, se encontro la misma inhibicion del

transporte interno tal como la describio Fink et al. i1??2l.

Huestros experimentos concuerdan con estos resultados, puesto que

al aplicar lidocaina a celulas mesofilas de Fallisnería sp.,

similarmente se inhibieron las corrientes internas dependiendo de

la concentracion de farmaco utilisada. Dicha inhibicion fue

reversible, como mostro Fink et al. i1??E} ? Hondragon il?Eol

cuando la droga es eliminada del medio de incubacion. La

inhibicion del proceso por tanto, no es debida a una accion toeica



del fármaco puesto que la reversibilidad de éste nos indica que el 

efecto puede ser especifico en forma tran s itoria Cfigs 15, 161. 

La observación anterior es la primera evidencia existente de la 

inhibición de l as c orr ien tes citoplasmáticas en cé lulas mesófilas 

de Valli s neria ~or anestésicos locales. 

Los resultados obtenidos se suman así a las muchas evidencias 

existentes de una posible acción bloqueadora general de los 

anestésicos locales sobre los fenómenos intracelul a res de 

transporte. 

8. MECANISMO DE ACCION DEL EFECTO INHIBITORIO. 

Por los ar.tecedentes que se tenían del modo de acción del 

fármaco en otros modelos celulares, como se mencionó 

anteriormente, la estrategia seguida par~ esclarecer el mecanismo 

de acción del efecto inhibitorio encontrado sobre la ciclosi• de 

cloroplastos fue evaluar el efecto del anestésico bajo diversas 

condiciones iónicas en el medio de incubación. Como los result,dos 

lo indican Cfig 171 la respuesta encontrada fue siempre constante 

y tanto la variación selectiva, como la ausencia o la acción 

conjunta de las principales especies iónicas <K,• Mg'~ Na: Ca''•'¡ no 

introdujeron alguna variación de consideración en el patrón normal 

de inhibición producido por lidocaína 20 mM Cfig 16). 

Sólo se observaron algunas diferencias durante la etapa de 

recuperación del fenómeno cuando la droga era eliminada del medio, 

retardándose ligeramente el reestablecimiento del proceso. Este 

efect o se encontró principalmente cuando se elevaron los niveles 

iónicos en forma global. 
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del farmaco puesto que la reversibilidad de este nos indica que el

efecto puede ser especifico en forma transitoria ifigs 15, lol.

La observacion anterior es la primera evidencia existente de la

inhibicion de las corrientes citoplasmaticas en celulas mesofilas

de Vallisneria por anestesicos locales.

Los resultados obtenidos se suman asi a las muchas evidencias

existentes de una posible accion bloqueadora general de los

anestesicos locales sobre los fenomenos intracelulares de

transporte.

B. HECHNISHD DE fiüfllüfl DEL EFECTO INHIBITDRID.

Por los antecedentes que se tenian del modo de accion del

fármaco en otros modelos celulares, como se menciono

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 ionicas en el medio de incubacion. Como los resultados

lo indican ifig iïl la respuesta encontrada fue siempre constante

v tanto la variacion selectiva, como la ausencia o la accion

conjunta de las principales especies ionicas il-2,* Hg": Naf Eìafil no

introdujeron alguna variacion de consideracion en el patron normal

de inhibicion producido por lidocaina EU mn ifig lol.

Solo se observaron algunas diferencias durante la etapa de

recuperacion del fenomeno cuando la droga era eliminada del medio,

retardandose ligeramente el reestablecimiento del proceso. Este

efecto se encontro principalmente cuando se elevaron los niveles

ionicos en forma global.



El efecto inhibitorio de la lidocaina no puede ser debido a una 

acción plasmolizante de la célula, producto de la adición del 

fármaco ó de la elevación de la composición iónica, puesto que al 

incubarlas solo en medio APW <lOOXl, en Sacarosa 114 mM y Sodio 

116 mM <para una fuerzs iónica y osmOtica muy superior al medio 

APW normal) se mantuvieron inafectadas las corrientes 

citoplásmicas durante mucho tiempo <> 1 horal, (fig 181. De la 

misma manera, posibles estados de turgencia por incubación de las 

células en agua desionizada durante bastante tiempo <> 1 hora) no 

afectaron el patrón normal de flujo citoplásmico Cfig 181. 

Efectos debidos a una variación del pH producto de la adición 

del anestésico son improbables, puesto que la solución final 

siempre fue ajustada al pH fisiológico del medio normal APW C7.0l. 

Nuestros resultados además indican que variaciones de pH, al menos 

en el rango que probamos (5.0-9.01, no tienen efectos de 

consideración sobre el patrón normal de flujo citoplásmico (fig 

181. 

El mecanismo de acción del anestésico sobre las corrientes 

citoplásmicas en este modelo celular parece ser independiente de 

la presencia o ausencia de las especies iónicas más relevantes del 

medio de incubación, descartando asi la posibilidad que ha sido 

propuesta ·cMondragón 19861 de que el efecto del anestésico se 

asocia a un flujo selectivo de iones hacia el interior de la 

célula. Dicho influjo podría tener alguna acción reguladora sobre 

el fenómeno de transporte intern6, papel que en muchos casos ha 

sido adscrito al calcio, por su labor de segundo mensajero. En 

estas células en particular, se ha reportado que dicho ión parece 

ser uno de los principales agentes reguladores del proceso, puesto 
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El efecto inhibitorio de la lidocaina no puede ser debido a una

accion plasmolisante de la celula, producto de la adicion del

farmaco o de la elevacion de la composicion ionica, puesto que al

incubarlas solo en medio ñPw ilüüïl, en Eacarosa 114 mM v Sodio

llo mn (para una fueras ionica v osmotica muv superior al medio

ePN normall se mantuvieron inafectadas las corrientes

citoplasmicas durante mucho tiempo il 1 horal, ifig ifll. De la

misma manera, posibles estados de turgencia por incubacion de las

celulas en agua desionisada durante bastante tiempo le l hora! no

afectaron el patron normal de flujo citoplasmico ifig lBl.

Efectos debidos a una variacion del pH producto de la adicion

del anestesico son improbables, puesto que la solucion final

siempre fue ajustada al pH fisiologico del medio normal HPH i?.Úl.

Nuestros resultados ademas indican que variaciones de pH, al menos

en el rango que probamos i5.Ú-9.Úl, no tienen efectos de

consideracion sobre el patron normal de flujo citoplásmico ifig

lol.

El mecanismo de accion del anestesico sobre las corrientes

citoplasmicas en este modelo celular parece ser independiente de

la presencia o ausencia de las especies ionicas mas relevantes del

medio de incubacion, descartando así la posibilidad que ha sido

propuesta inondragon 1?Bol de que el efecto del anestesico se

asocia a un flujo selectivo de iones hacia el interior de la

celula. Dicho influjo podria tener alguna accion reguladora sobre

el fenomeno de transporte interno, papel que en muchos casos ha

sido adscrito al calcio, por su labor de segundo mensajero. En

estas celulas en particular, se ha reportado que dicho ion parece

ser uno de los principales agentes reguladores del proceso, puesto
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que cuando su concentración intracitoplásmica se eleva por encima 

de 1o·•M produce un efecto inhibitorio <Takagi y Nagai 19861. Si 

el anestésico hubier·a tenido una acción permeabil.izante sobre la 

1nembr-ana, cuando elevamos la concentración e xterna de calcio en 

presencia del fármaco, hubieramos obtenido este último efecto; sin 

embargo, para ningún ión específico ocurrio tal cosa. 

Lo an terior nos hace pensar que en nuestro modelo de estudio en 

particular, el anestésico no actúa a nivel de membrana plasmática 

como agente desestabilizante. De acuerdo a los resultados 

obtenidos, posiblemente su sitio de acción sea más allá de la 

membrana p~asmática, radicando quizás en alguna o algunas 

e s tructuras intracitoplásmicas. Con los antecedentes existentes 

acerca de las propiedades fisicoquímicas de la molécula 

anes tésica, su alto grado de liposolubilidad IDe Jong 19771 y la 

e x istencia de posibles sitios de alojamiento ó receptores de ésta 
; 

en la membrana plasmática <.De Jong 19771, puede ser que el e.fecto 

inhibitorio encontrado no sea asociado a la dese~tabilización de 

esta estructura, sino más bien puede ser producto de la activación 

o desacti vación de algunos otros componentes asociados, como 

proteínas constitutivas de la membrana u otros elementos que 

funcionen como segundos mensajeros o que sir v an de anclaje a otras 

estructuras citoplásmicas como los elementos del citoesqueleto, 

que en estas células en particular se encuentran en una región 

inmediata a la membrana plasmática <Takagi y Nagai 1983 , Yamaguchi 

y Nagai 19811. Este efecto seria de consideración si t,omamos en 

c uenta que la matriz citoplásmica constituida principalmente de 

f ilamentos de actina en gran variedad de células vegetales, ha 

sido involucr ad a directamente como componente esencial del aparato 
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que cuando su concentracion intracitoplasmica se eleva por encima

de 1ü"H produce un eFecto inhibitorio (Takagi y Nagai 1986). Si

el anestésico hubiera tenido una accion permeabilizante sobre la

membrana, cuando elevamos la concentracion externa de calcio en

presencia del +armaco, bubieramos obtenido este ultimo efecto; sin

embargo, para ningún ion especifico ocurrio tal cosa.

Lo anterior nos hace pensar que en nuestro modelo de estudio en

particular, el anestésico no actúa a nivel de membrana plasmatica

como agente desestabilizante. De acuerdo a los resultados

obtenidos, posiblemente su sitio de accion sea mas allá de la

membrana plasmática, radicando quizas en alguna o algunas

estructuras intracitoplasmicas. Con los antecedentes existentes

acerca de las propiedades fisicoquimicas de la molecula

anestesica, su alto grado de liposolubilidad (De Jong i9??l V la

existencia de posibles sitios de alojamiento o receptores de esta

en la membrana plasmática (De Jong 1???l, puede ser que el efecto

inhibitorio encontrado no sea asociado a la desestabilizacion de

esta estructura, sino mas bien puede ser producto de la activación

o desactivacion de algunos otros componentes asociados, como

proteinas constitutivas de la membrana u otros elementos que

tuncionen como segundos mensajeros o que sirvan de anclaje a otras

estructuras citoplasmicas como los elementos del citoesqueleto,

que en estas celulas en particular se encuentran en una region

inmediata a la membrana plasmatica (Takagi y Nagai 1?B3, Yamaguchi

y Nagai 19813. Este efecto seria de consideracion si tomamos en

cuenta que la matriz citoplasmica constituida principalmente de

filamentos de actina en gran variedad de celulas vegetales, ha

sido involucrada directamente como componente esencial del aparato



de propulsión de organelos y partículas IYamaguchi y Nagai 1981, 

Ishigami y Nagai 1980, Nagai y Fukui 1981, Takagi y Nagai 1983, 

Allen y Brown 1988, Vale et al. 1984). La desestabilización de 

dichas estructuras posiblemente traerla consigo el desensamblaje 

del aparato motor llevando a la inhibición del proceso. lshigami y 

Nagai 11980) encontraron que al aplicar citocalasina B a células 

de Vall1sneria las corrientes citoplásmicas se inhibían, y la 

dirección inicial de flujo en ocasiones se invertía cuando el 

proceso se reestablecia al lavar la droga del medio. Esta 

inversión de la dirección de flujo, segón ellos, se debía a que 

posiblemente los filamentos de actina llegaban a despolimerizarse 

totalmente mientras estuviera presente la droga. Cuando se lavaba 

ésta del medio, los filamentos podían repolimerizarse en cualquier 

sentido y en algunas células la dirección inicial de flujo podria 

invertirse al cambiar el sentido de la repolimerización. De 

acuerdo a esto la posible desestabilización del citoesqueleto como 

explicación que damos del efecto inhibitorio del fenómeno motil, 

no llega a un grado de depolimerización del citoesqueleto, puesto 

que nunca observamos inversión de la dirección inicial de flujo 

durante los tratamientos. 

Si consideramos la posibilidad de que el anestésico se 

introdujera al interior de la célula, los sitios más probables de 

acción podrían ser primeramente los elementos que constituyen el 

aparato motor, como serian los paquetes de microfilamentos de 

actina, que parecen ser la estructura guia por la cual los 

organelos y partículas son desplazadas <Vale et al. 1984, Kachar 

1985al o a los. organelos y vesículas que son arrastradas en 
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de propulsión de organelos v partículas fiïamaguchi v Nagai 1981,

lshigami v Nagai 1980, Nagai v Fukui läül, Takagi v Nagai 1983,

fillen y Brown 1989, vale et al. 19941. La desestabilicacion de

dichas estructuras posiblemente traería consigo el desensamblaje

del aparato motor llevando a la inhibicion del proceso. Ishigami v

Nagai flfiãül encontraron que al aplicar citocalasina B a celulas

de Vallisneria las corrientes citoplasmicas se inhibìan, v la

direccion inicial de flujo en ocasiones se invertia cuando el

proceso se reestablecla al lavar la droga del medio. Esta

inversion de la direccion de flujo, según ellos, se debia a que

posiblemente los filamentos de actina llegaban a despolimerizarse

totalmente mientras estuviera presente la droga. Cuando se lavaba

esta del medio, los filamentos podían repolimerizarse en cualquier

sentido y en algunas celulas la direccion inicial de flujo podria

invertirse al cambiar el sentido de la repolimerizacion. De

acuerdo a esto la posible desestabilizacion del citoesoueleto como

explicacion que damos del efecto inhibitorio del fenomeno motil,

no llega a un grado de depolimerieacion del citoesqueleto, puesto

que nunca observamos inversion de la direccion inicial de flujo

durante los tratamientos.

Si consideramos la posibilidad de gue el anestésico se

introdujera al interior de la celula, los sitios mas probables de

accion podrian ser primeramente los elementos que constituyen el

aparato motor, como serian los paquetes de microfilamentos de

actina, que parecen ser la estructura guia por la cual los

organelos y particulas son desplazadas (Vale et al. 1984, Hachar

19B5al o a los_organe1os v vesículas que son arrastradas en



ascciacion con los filamentos fijos de la matriz <Vale et al. 

'1984 , Kachar 1985a). 

Por los antecedentes que existen sobre la acción reguladora que 

tiene el calcio citoplásmico sobre el fenómeno de transporte en 

este tipo de células <Takagi y Nagai 1983,1985,1986) y en otras 

más IKikuyama y Tazawa 1982, Vale et al. 1984, Fukui y Nagai 1985, 

Kachar 1985al, podemos con s iderar que aunque aparentemente la 

acción inhibitoria del fármaco no fue producto de un flujo masivo 

de calcio hacia el interior de la célula, si pudo haber sido por 

una liberación interna de calcio, por parte de algunas estructuras 

que fu n cionan como reservorios intracelulares del catión, 

principalmente el tonoplasto CKik uyama y Tazawa 19821 y de los 

p osibles elementos filamentosos motiles observados, si los 

consideramos como posibles FENs de RE IAllen y Brown 1988). Esta 

a firmación no sólo se basa en nuestras observaciones, puesto que 

se han visto cisternas de RE previamente en el citoplasma de 

Vallisneria gigantea, a través de microscopía elec~rónica 

<Yamaguc hi y Nagai 1981). 

Los fenómenos de dinámica intracitoplásmica en general dependen 

dramáticamente del aporte energético interno de la célula IAdams 

1982, Val.e et al. 1984, Kachar 1985a, Ochs 1974, Ochs y 

Hollingsworth 19711. Cabe la posibilidad de que el efecto 

inhibitorio del flujo que s e encontró, sea producto de una 

interferencia con el metabol.Ísmo celular, viéndose comprometido el 

aporte de energía metabo li ca que requiere el proceso para llevarse 

a cabo (véase Fink y f<ish 1976, Lavoie 1982 a,b, Fink et al. 1972>. 

La dependencia metabólica se confirma al inhibirse el proceso 

cuando la temp eratura es disminuida lfig 19). De la misma manera 
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asociacion con los filamentos fijos de la matriz (Vale et al.

'1?B4, Hachar l9B5al.

Por los antecedentes que existen sobre la accion reguladora que

tiene el calcio citoplasmico sobre el fenomeno de transporte en

este tipo de celulas (Takagi y Nagai l9B3,19B5,l9Bol v en otras

mas (Hikuvama v Tacawa 1982, Vale et al. 1984, Fukui v Nagai 1955,

Hachar 1?B5al, podemos considerar que aunque aparentemente la

accion inhibitoria del farmaco no fue producto de un flujo masivo

de calcio hacia el interior de la celula, si pudo haber sido por

una liberacion interna de calcio, por parte de algunas estructuras

que funcionan como reservorios intracelulares del cation,

principalmente el tonoplasto flhikuvama v Tazawa 1982) v de los

posibles elementos filamentosos motiles observados, si los

consideramos como posibles FENs de HE tfillen v Brown 19581. Esta

afirmacion no solo se basa en nuestras observaciones, puesto que

se han visto cisternas de RE previamente en el citoplasma de

Vallisneria gigantes, a traves de microscopía electronica

fïamaguchi v Hegel 1981?.

Los fenomenos de dinamrca intracitoplasmica en general dependen

dramáticamente del aporte energetico interno de la celula ífidams

1952, vale et al. 1984, Hachar 19B5a, üchs 19?4, Dchs v

Hollingsworth l9?ll. Cabe la posibilidad de que el efecto

inhibitorio del flujo que se encontro, sea producto de una

interferencia con el metabolismo celular, viendose comprometido el

aporte de energia metabolica que requiere el proceso para llevarse

a cabo fivease Fina v Hish 197o, Lavoie 19B2a,b, Fink et al. 1??2l.

La dependencia metaoolica se confirma al inhibirse el proceso

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



el aumento de ésta inhibe el proceso de tramsporte, posiblemente 

por la inactivación o desnaturalización de ciertos componentes 

esenciales del aparato motor (fig 191. 

La última posibilidad que consideramos sobre ~l efecto 

inhibitorio del fenómeno por anestésicos locales es a nivel de 

pigmentos fotoreceptores, puesto que como proceso fotocinético 

IHaupt 1982> la estirnulac1ón del flujo citoplásmico involucra la 

percepción de la seKal luminosa, traducción y procesamiento de las 

mismas, interviniendo cambios en las moléculas receptoras (Haupt 

1982) principalmente fitocromos ITakagi y Nagai 1985). La 

interferencia en alg~na etapa del proceso general fotoinductor 

traerla consigo alteraciones en la seKal de traducción que 

estimula y controla el aparato motor. 
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el aumento de esta inhibe el proceso de tramsporte, posiblemente

por la inactivacion o desnaturaliaacion de ciertos componentes

esenciales del aparato motor (fig 191.

La última posibilidad gue consideramos sobre el efecto

inhibitorio del fenomeno por anestésicos locales es a nivel de

pigmentos fotoreceptores, puesto que como proceso fotocinetico

{Haupt 1982? la estimulacion del flujo citoplasmico involucra la

perception de la señal luminosa, traduccion v procesamiento de las

mismas, interviniendo cambios en las moleculas receptoras (Haupt

l9B2l principalmente fitocromos {Takagi v Nagai 1955). La

interferencia en alguna etapa del proceso general fotoinductor

traería consigo alteraciones en la señal de traduccion que

estimula y controla el aparato motor.



CONCLUSIONES 

1. El sistema de video-microscopia de contraste acentuado 

electrónicamente, empleando iluminación asimétrica, resulta ser 

una excelente herramienta para el estudio de fenómenos 

celulares de complicada observación. 

2. Comprobamos en forma directa el efecto inhibitorio que tiene la 

lidocaina sobre el transporte intracelular en células 

nerviosas. El efecto inhibitorio depende de la concentración 

del anestésico utilizada y fue de tipo irreversible en los 

tiempos ensayados. 

3. La lidocafna produce una inhibición d~ la ciclosis de 

cloroplastos en células .vegetales. La inhibición del proceso 

depende de la concentración empleada del ánestésico y es de 

tipo reversible. 

4. La inhibición de la ciclosis de cloroplastos por lidocaina es 

independiente de la presencia o ausencia de las especies 

iónicas contenidas en el medio de incubación IAPWI. 

5. La inhibición de la ciclosis de cloroplastos por lidocaina, 

parece ser debida a una posible acción intracelular de la 

molécula, más que una acción sobre la membrana plasmática. 

6. La ciclosis de cloroplastos es sensible a la temperatura y no 
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El sistema de video-microscopía de contraste acentuado

electronicamente, empleando iluminacion asimetrica, resulta ser

una excelente herramienta para el estudio de fenomenos

celulares de complicada observacion.

Gomprobamos en forma directa el efecto inhibitorio que tiene la

lidocaína sobre el transporte intracelular en celulas

nerviosas. El efecto inhibitorio depende de la concentracion

del anestesico utilieada v fue de tipo irreversible en los

tiempos ensavados.

La lidocaína produce una inhibicion dp la ciclosis de

cloroplastos en celulas vegetales. La inhibicion del proceso

depende de la concentracion empleada del ànestesico v es de

tipo reversible.

La inhibicion de la ciclosis de cloroplastos por lidocaína es

independiente de la presencia o ausencia de las especies

ionicas contenidas en el medio de incubacion iaPwl.

La inhibicion de la ciclosis de cloroplastos por lidocaina,

parece ser debida a una posible accion intracelular de la

molecula, mas que una accion sobre la membrana plasmatica.

La ciclosis de cloroplastos es sensible a la temperatura v no



es afectada por cambios de pH o por variaciones de la 

fuerza iónica y osmótica del medio de incubación. 
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es afectada por cambios de pH o por variaciones de l

fueraa ionica v osmotica del medio de incubacion.
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Fig. 1. Sistema de video-microscopía de alta resolución. Fig. 1. Eistema de video-microscopía de alta resolucion
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Fig. 2. Esquema del sistema de perfusión. Fig. 2. Esquema del sistema de perfusion.
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F1g. 0. Video-m1crogr·afías del alga Pleuros1qma anqulatum. 

Observaciones realizadas con un obJet1vo 40X, AN= 0.66, 

26CJOX. Bar. 5 micras 
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ig- 3- Videormicrografías del alga Fiaurosíoma anguíatum.

übservaciones realizadas con un obJetivo flüï, QN= ü.oo,

Eooük. Bar. 5 micras
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Fig. 4. Video-micrografías de células de epitelio bucal humano. 

Observaciones realizadas con un objetivo 40X, AN= 0.[6. 

2BOOX. Bar. 5 micras en <a>. Con un objetivo lOOX, AN~ 

1.25, 6500X. Bar. 2 micras en <b> y Ccl. 
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Fig. 4. Video-micrografias de celulas de epitelio bucal humano

observaciones realieadas con un objetivo 4oI, aN= ú.i¿

Edooï. Har. 5 micras en ía). Con un objetivo lüüì, ens

1.25, odüüì. Bar. 2 micras en (bl v fc).
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Fig. 5. Secuencias de video-rn1crograff as que ilustran el 

movimiento de organelos en neuritas de células 

nerviosas de ave cultivadas in vitr<J. En la secuencia 

(a)-Cel se muestra como se desplaza un organelo 

esférico <+lecha negral con respecto a otro organelo 

esférico estático (flecha blancal en la más 

superior de un grupo de neLlritas La secuencia 111-13) 

ilustra corno un organelo de for~a alargada u oval migra 

con respecto a un organelo estático de forma esférica 

en la neur:ita central de la imagen. Las secuencias 

lal-lel y 111-131 se obtuvieron con un objetivo 100X, 

AN= 1.25, 7500X. 
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i Secuencias de video-micrografias que ilustran el

movimiento de organelos en neuritas de celulas

nerviosas de ave cultivadas in vitro. En la secuencia

¿al-¿el se muestra como se desplaea un organelo

esferico ¿flecha negral con respecto a otro organelo

esferico estatico ¡flecha olancal en la mas

superior de un grupo de neuritas- La secuencia (ll-(El

ilustra como un organelo de forma alargada u oval migra

con respecto a un organelo estatico de forma esférica

en la neurita central de la imagen. Las secuencias

íalriel v ill-(El se obtuvieron con un objetivo lüüï,

aw= 1.25, isaai.
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Fig. 6. Tipos, formas y velocidades de partículas migrando 

internamente en la red de neuritas de células nerviosas 

de ave cultivadas in vitro. Se puede apreciar que no 

existen diferencias en cuanto al tipo y velocidad de los 

organelos con respecto a las dos direcciones de flujo, y 

parece existir una correlación entre tarna~o y 

velocidad de los organelos. 
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Tipos, formas v velocidades de partículas migrando

internamente en la red de neuritas de celulas nerviosas

de ave cultivadas in vitro. se puede apreciar que no

existen diferencias en cuanto al tipo v velocidad de los

organelos con respecto a las dos direcciones de flujo, v

parece existir una correlacion entre tamaño v

velocidad de los organelos.
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Fig. 7. Distribuc1óri del transporte de organelos con respecto 

a la d1recc1ón de flujo en células nerviosas en 

cultivo. Los datos estan e}:presados en porcentajes del 

n0mero total de organelos estudiados. 
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ig. 7. Distribucion del transporte de organelos con respecto

a la direccion de flujo en celulas nerviosas en

cultivo. Los datos estan expresados en porcentajes del

número total de organelos estudiados.
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DIRECCION 

TIPO DE PARTICULA ANTEROGRADA RETROGRADA 

CH 7.4 12.6 

1•1 25.8 24.7 

G 6.8 9. 1 

Mt ~ "'. 1 B.O 

TOTAL 45.3 54.5 

1-_..n.a-|.._|n.-__,___--_.,.ï..__._. . . . . ___..__.___._..-_._.....|.i....n_n|u..i-||.a.a_a|_ï4__¡.íí_iïa.¡._n..-.._._.i-.±.¢.¡.ï$11111--

DIRECCION
--1-_--_-i-_-_u±-4-._-_-1-_ï_u_ -_:-no-.-1-_-I-u-_-1--±›-u-ri-1-----1--v

TIPU DE PQRTICULH HHTERDERHDÉ RETRUBRHDA
ï_-_---rr--I--run..n__a.a.au.|.-.1a_›a_.|a.-1-1.--_-nn.-an--u--un--I-I--u-n-r-v-rn_n-r1n.n.-n.-aa.i.a.-.n_._--h4.-.-.a-1.-.-n.__a.n.n..-.›¢.n.n.-n--_±n_ar±-_;_un_.

CH `?.¿_ 12.15

H 25.5 24.7

G o.E 9.1

Mt 5.1 8.0

_--_v1--u-1 -n--¬_ .a..-___...-_a....-1.._n11ï›±r|-u-1-u-u›u__|-1--1-vu-u-1-1-ru--vu-11-n-r-u-r¬--¬_-u--_.-|--1--1-|----|--u-1111-r-_--vu--r-Iìï---u-¬_±-I-I--11

TDTHL 45 . É- 54 . E-



Fig. 8. Sec1Jer·1cia de video-1nicroqrafias que ilLlstr a n el 

tr-an'.;:>porte 1r1tract:: lular bidir·ec.cional stmultd:l.neo en 

neuron,~1:; de ¿.~\Vf:? 1.::i_lltivadas in ~1 itro. El l1~pso total 

segur1dos, de a c uerdo a la siguiente cror1amet ria: 

(a) O; \b) 1; (e) 1. 3 ; (d) 3; (e) 5; (f) 12. 5. La gran 

est~·uctL~ra alarg ada qLte apar-ece en el campo e s una 

prolongación de una célL1la nerviosa o neurita de 

sólo 2.4 micras de ancho, dentro de la que pueden 

distir1guirse varios o rganelos intracelulares. Hay 1jos 

organelos que permanecieron estac ionari os durante el 

periodo de observación; una vesícula o par· ticula 

situada cerca del borde inferior en todas las 

micr·ografía~;, y un a lar·ga varilla sobr· e el rnar·g~ · r 1 

derect10 de la neurita, que probablemente r e pres•?nta a !~no 

o dc~s microtúbulos. Otros tr·es organelos -dos 

m:ltocCJndri a'.:·.; <flecha.s bl.anci:.::i.::;) y una ve9icula o 

partícula ( flech a negral- se desplazaron 

longitudinalmente en sentidos opuestos durante este 

n1i s,110 l a pso. Obsérvese con10 la partfct1la desc i ende 

r ~pidamente a lcl largo de la neurita, y a SL1 paso 

aparta y deforma a la mitocor1dr1a que viaja con menor 

velocidad en el mismo ser1tido. Al n11smo ti e rnpo, la otra 

n1itocon1jr1 0 migra con r··elativa ler1titud er' seritido 

l:ontrario hasta er1con trar se con la par· tfcu la 

de s cer1d e nt e. Eri anibos casos la s mitoc ondri a s parecen 

ceder- ''derechc.\ d e p .::"1~. o;• a la partícula, que no se 

Jparta de la vecindad del microtúbulo marginal. Un 

91 

ig Secuencia de video-micrografías due ilustran el

transporte intracelular bidireccional simultaneo en

neuronas de ave cultivadas in vitro. El lapso total

comprendido entre ios cuadros ia! v if! es de 12.5

segundos, de acuerdo a la siguiente cronometriai

(al U; (bl 1; ici 1.3; (dl 3; ie) 5; ífl 12.5. La gran

estructura alargada que aparece en el campo es una

prolongacion de una celula nerviosa o neurita de

solo É.# micras de ancho, dentro de la que pueden

distinguirse varios organelos intracelulares. Hav dos

organelos gue permanecieron estacionarios durante el

periodo de observacion; una vesícula o partícula

situada cerca del borde inferior en todas las

micrografías, v una larga varilla sobre el margen

derecho de la neurita, que probablemente representa a uno

o dos microtobulos. otros tres organelos -dos

mitocondrias (flechas blancas: v una vesícula o

partlcula (flecha negraln se desplazaron

longitudinalmente en sentidos opuestos durante este

mismo lapso. Ubservese como la partícula desciende

rapidamente a lo largo de la neurita, v a su paso

aparta v deforma a la mitocondria que viaja con menor

velocidad en el mismo sentido. el mismo tiempo, la otra

mitocondrin migra con relativa lentitud en sentido

contrario hasta encontrarse con la particula

descendente- En ambos casos las mitocondrias parecen

ceder “derecho de paso" a la partícula, que no se

aparta de la vecindad del microtobulo marginal. Un



segljncio m1crot1~bLtlo, c1L1e parece inmóvil en las 

primeras ·fases de la secuenc:1a, tia ascendido y se curva 

11gerame11te hacia la izquierda en (f). La seCLlencia se 

obtuvo (:on un objetivo lOOX, AN= 1.25, 75(:)ClX. 
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segundo mxcrutúhulu, que parece 1nmúv11 en las

primeras fases de la secuenula, ha ascand1du y se curva

lxgeramfinta hac1a la ixquierda en (fi. La 5enuenc1a se

nbtuvu tan un übjëtivu 1001, flN= 1.23, ÍEÚÚX.

I
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Fig. 9. Tipos de desplazamientos de organelos observados en 

células nerviosas en cultivo: 

al Movimiento constante. Es un trayecto continuo de 

particulas, sin que detengan su marcha por una gran 

distancia. 

b) Movimiento de arranque y frenado. Se compone de 

desplazamientos continuos con etapas de tiempo en que 

permanecen estáticas. 

el Movimiento de arrepentimiento. Con las 

características del movimiento anterior~ involucrando 

además cambios en la dirección de flujo. 

di Movimiento dudoso. Leves desplazamientos no muy 

perceptibles al oscilar las partículas lateralmente. 
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i Tipos de desplazamientos de organelos observados en

celulas nerviosas en cultivo:

al Movimiento constante. Es on trayecto continuo de

particulas, sin que detengan su marcha por una gran

distancia.

bi Movimiento de arranque y Frenado. Se compone de

desplazamientos continuos con etapas de tiempo en que

permanecen estáticas.

C) Movimiento de arrepentimiento. Con las

caracteristicas del movimiento anteriorf involucrando

ademas cambios en la direccion de Flujo.

ol Movimiento ooooso. Leves desplazamientos no muy

perceptioles al oscilar las particulas lateralmente.
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Fig. 10. Efecto de lidocaina sobre el transporte intracelular 

en neuronas. Podemos apreciar que la lidocaina produce 

una dis1ninuciór1 en el numero de organelos ql1e 

atraviesan por- lln punto a lo largo de la neurita. Dicho 

efecto es dependiente de la concentración de fármaco 

empleada. 

f~unque el anestésico se lavó a los cincc1 minLttos, 

cuando se ensayó a una concentración de O. mM, o a 

los quince minutos cuando se ensayó a una 

concentración de 0.01 mM, nunca se obtuvo la 

recuperación del proceso. La gráfica fue 

normalizada expresando en porcentaje el número de 

partículas . 
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Fig. 1 Efecto de iidocaina sobre el transporte intracelular

en neuronas. Podemos apreciar que la lidocaina produce

una disminucion en el numero de organelos que

atrafiesan por un punto a lo largo de la neurita. Dicho

efecto es dependiente de la concentracion de farmaco

empleada.

ounoue el anestésico se lavo a los cinco minutos,

cuando se ensayo a una concentracion de ü.1 mH, o a

los quince minutos cuando se ensayo a una

concentracion de Ú.ü1 mH, nunca se obtuvo la

recuperacion del proceso. La grafica fue

normalisada expresando en porcentage el número de

particulas.
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Fig. 11. Efecto de la lidocafna sobre la velocidad de 

migración de organelos en neuritas en cultivo. Se puede 

apreciar una Disminución en la velocidad de migración 

de organelos dependiendo de la concentración de 

fármaco empleada y no existe selectividad en la 

disminución de la velocidad para los diferentes 

organelos. Aunque no se muestra en la gráfica, el 

fenómeno nunca ~e recuperó al lavar el anestésico. 
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Fig. li. Efecto de la lidocaína 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

farmaco empleada y no eciste selectividad en la

disminucion de la velocidad para los diferentes

organelos. äunque no se muestra en la grafica, el

fenomeno nunca se recupero al lavar el anestesico.
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Fig. 12. Filamentos citoplásmicos <flechas) comigrando con 

cloroplastos en células mesófilas. Observación 

realizada con un objetivo 20X, AN= 0.5, 150üX. 
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Fig. 12. Filamentos citopiasmicos iflecnasì comigrando con

cloroplastos en celulas mesofilas. Úbservacion

realizada con un objetivo Eüï, fiH= Ú.5, 15üüH.

lüü



101 10



Fig. 13. Secuencia de video-micrografías donde se pueden 

apreciar cloroplastos desplazándose sobre la pared 

celular de células vegetales. La flecha negra seRala 

a un grupo de cloroplastos de diferente tamaRo migrando 

velozmente a lo largo de la pared celular y rebasando a 

un cloroplasto individual (flecha blanca) que migraba 

más lentamente en la misma dirección. 

La dirección de flujo fue hacia la d~recha en la 

célula inferior, mientras que en la célula superior 

fue en dirección opuesta. Observacianes realizadas 

con un objetivo'20X, AN= 0.50, 1500X. Bar. 10 micras en 

(a), (b) y (e). 
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Fig. 13. Secuencia de video¬micrografias donde se pueden

apreciar cloroplastos desplasandose sobre la pared

celular de celulas vegetales. La flecha negra señala

a un grupo de cloroplastos de diferente tamaño migrando

velozmente a lo largo de la pared celular v rebasando a

un cloroplasto individual (flecha blancal que migraba

mas lentamente en la misma direccion.

La direccion de.f1ujo fue hacia la derecha en la

celula inferior, mientras due en la celula superior

fue en direccion opuesta. Dbservaciones realizadas

con un objetivo`2üX, ñN= ü.5ü, lfiüük. Bar. 10 micras en

(ai, (D) v (C3.

102
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F1g. 14. Ubicación de las paredes anticlinales y periclinales en 

células mesófilas (a) Plano anticlinal; (b) Plano 

periclinal. 
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Fiq. 14. Ubicacion de las paredes anticlinales v periclinales en

celulas mesofilas (al Plano anticlinal; (bl Plano

periclinal.
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Fig. 15. Efecto de la lidocaina CChemische Fabrik) sobre la 

velocidad de migración de cloroplastos. La lidocaina 

produjo una disminución en la velocidad de migración 

de cloroplastos dependiendo de la concentración de 

fármaco empleada. Dicho efecto fue revertido cuando la 

droga se e!iminó del medio de incubación. Cuando se 

utlilizaron concentraciones del fármaco de 3 y 5 mM, 

dicho efecto fue revertido al eliminar el anestésico a 

los 15 minutos de haber sido administrado. Si el 

fármaco no era eliminado de las células el efecto no 

se revertía. Concentraciones más elevadas del 

anestésico 110 y 20 mM) inhibían por completo la 

migración de cloroplastos, sin que se revirtiera este 

efecto al ser eliminada la droga del medio de 

incubación. 
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Fig. 15 Efecto de la lidocaina iünemische Fabrikl sobre la

velocidad de migracion de cloroplastos. La lidocaina

produjo una disminucion en la velocidad de migracion

de cloroplastos dependiendo de la concentracion de

fármaco empleada. Dicho efecto fue revertido cuando la

droga se elimino del medio de incubacion. Cuando se

utlilizaron concentraciones del farmaco de E v 5 mH,

dicho efecto fue revertido al eliminar el anestesico a

los 15 minutos de haber sido administrado. Si el

fármaco no era eliminado de las celulas el efecto no

se revertìa. Concentraciones mas elevadas del

anestesico ilü v 2o mfil inhibían por completo la

migracion de cloroplastos, sin que se revirtiera este

efecto al ser eliminada la droga del medio de

incubacion.

lüñ
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Fig. 16. Efecto de la lidocaína <Astra chemicalsJ sobre la 

velocidad de migración de cloroplastos. Se puede 

observar un patrón de inhibición similar al producido 

por el dnestésico proveniente de Chemische Fabrik, con 

la recuperación de la velocidad inicial casi por 

completo al ser lavada la droga. Sin embargo, la 

lidocaina de Chemische Fabrik parece producir el efecto 

a concentraciones más bajas que el anestésico de 

Astra Chemicals. 

108 

Fig. lo. Efecto de la lidocaina iflstra chemicalsl sobre la

velocidad de migracion de cloroplastos. Se puede

observar un patron de inhibicion similar al producido

por el anestesico proveniente de Chemische Fabrie, con

la recuperacion de la velocidad inicial casi por

completo al ser lavada la droga. Bin embargoi la

lidocaina de Ehemische Fabrik parece producir el efecto

a concentraciones mas bajas que el anestésico de

Hstra Chemicals.
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Fig. 17. Efecto de la lidocaina <Astra Chemicals) sobre la 

velocidad de migración de cloroplastos bajo diversas 

condiciones iónicas en el medio de incubación. La 

variación en la composición ión1ca no introdujo 

modificaciones en el patrón normal de inhibición 

del proceso, sin embargo durante el periodo de 

recuperación de éste 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. 1?. Efecto de la lidocaína iastra Chemicalsl sobre la

velocidad de migracion de cloroplastos bajo diversas

condiciones ionicas en el medio de incubacion. La

variacion en la composicion ionica no introduJo

modificaciones en el patron normal de inhibicion

del proceso, sin embargo durante el periodo de

recuperacion de este cuando fue lavada la droga, se

puede observar cierto enlentecimiento, aunque la

velocidad parece alcansar sus niveles normales de flujo

con el paso del tiempo.
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Fig. 18. Efecto del pH y medios de diversa composición iónica 

sobre lA velocidad de migración de cloroplastos. La 

velocidad de migración parece no ser afectada por 

cambios de pH y por variaciones de la fuerza iónica y 

osmótica en el medio de incubación, al menos durante 

casi 30 minutos de tratamiento bajo estas condiciones. 
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Flo. 18. Efecto del pH v medios de diversa composicion ionica

sobre la velocidad de migracion de cloroplastos. La

velocidad de migracion parece no ser afectada por

cambios de pH v por variaciones de la fuerza ionica y

osmotica en el medio de incubacion, al menos durante

casi 30 minutos de tratamiento bajo estas condiciones
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Fig. 19. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de 

migración de cloroplastos. Variaciones de 10º C por 

encima y por debajo de la temperatur3 normal disminuyeron 

la velocidad de migración e inhibieron el proceso de 

transporte por completo al prolongarse por casi 30 

minutos la incubación de las células baJo estas 

condiciones. Al regresar a la temperatura normal 30 

minutos después del tratamiento, es imposible 

reestablecer el fenómeno. 
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Fig. 19. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de

migracion de cloroplastos. variaciones de 10° C por

encima y por debajo de la temperatura normal disminuyeron

la velocidad de migracion e inhibieron el proceso de

transporte por completo al prolongarse por casi 30

minutos la incubacion de las celulas bajo estas

condiciones. fil regresar a la temperatura normal Bo

minutos despues del tratamiento, es imposible

reestablecer el fenomeno.
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TABLA I. Composición iónica de la solución Hanks par-a 

células ner-viosas. 

COMPUESTO CONCENTRACION <X> 

NaCl 0.8 

f<Cl (l.04 

CaClt 0.014 

MgSO~ o. 01 

MgCli o. 01 

Na&HPO'I (1.006 

KH,PO'I (1. 006 

GLUCOSA (1. 1 

ROJO DE FENOL 0.002 

NaHCO~ 0.035 

* ajustando a pH 7.2-7.4 la solución final 

116 

THBLH I- Comoosicion ionica de la solucion Hanks para

celulas nerviosas

11-u--1-1-u-un.--_-.¡4-±-±n._u-.n__i..-u1----›-¡u1.-.|-_nrrur1-rr1--ï±u-

EDHPUEETÚ

Naül

HDI

EaC1¡

Hgdüu

HgGl¡

Na¡HPü`

Halen,

GLUEDEH

RUJD DE FENDL

NaHEü¡

-rrr-111-_.i._----u~r__.¡-.|.í.i.n-±-|--1-.-¿.-.¡.<-¡-¡›í±|-n..±.|.n.-

-u-111-u---_-1.--I@-u¬-u_|±--1

_.-¿-..u__i._..ï|-.|n_.4.¿_|_¡.1

-1111-..--m1-11;-.-.

_¬_-1---±r¬m

EDHCEHTHHEIDH (11

Ei. B

U- 1:14

Ú.ül4

Ú.ül

0.01

Ú.ÚÚo

Ú.üüo

Ú.l

CI. ÚÚ2

0.035

+ ajustando a pH ?.2-?.fl la solucion final

-ax.:-_:-nïrn..-1.-_:--_:-1-1-.--1.--1-_-1111.1

.-____±1-_í____-..,__--1_¡..-.j_-ii.,-...-

115



TABLA II. Composición iónica del medio APW para 

células vegetales. 

COMPUESTO 

KCi 

NaCl 

Ca :•O~I& 

Mg ( N,:, 1 11 

TRIS-MALEATO 

CONCENTRACION Cml'1l 

0.05 

o. 2 

o. 1 

o. 1 

0.02 

* ajustando a pH 7 la solución final 

117 

TQHLH II. Composicion ionica del medio HPN para

celulas vegetales.

CDHPUESTD EDHEEHTRHCIDH lnfll
_. 1- .-.ï1¢._±|_____i.-__¡._¡1ï¢-_a__›-_i.1¿_¡.1.1.11..-.ï_i._¡.-.1.n.-u--u.1_-¡_-n-¡.n_ïï-__n.n_11_¡....n_n-

fti o.o5

Hafì Ú.2

Ea-Hü¡i¿ 0.1

mi; -;r¬m¡ ii d. 1

THI5-HeLEeTü o.o2

11+_.._..11111-.-.-_.-.-...|_|,¡_.i.-111.--.-1.n.i_.|_¡_--1.11.-4....-1.-11-.i...--.-1-_-1-.-.±.i.|.-...-_..---1-1±|1_-¡_-|-_-u---1-¢_..n_11.1-1.-_..-..._1ïï

* ajustando a pH T la solucion final

1-.:-1-1-o-11.--.---1.-un-1.--.-1.-._n.|í_-4-¡__-1.-.|±í.-.i.¢_|-¢_|.¡__,±i.n.-11;.-

±íí¢_ï11..-a-.ïïï_n.¿_¢±

11?



TABLA lll. Concentraciones de lidocafna ensayadas en 

solución Hanks de células nerviosas 

COMPUESTO 

NaCl 

~::Cl 

CaCla 

Mgso,. 

MgClz 

NaHPO'\ 

KH 1 PO'I 

GLUCOSA 

ROJO DE FENOL 

NaHCO¡ 

LIDOCAINA 

*ajustando a pH 7.2-7.4 

0 concentración milirnolar 

CONCENTRACION (7.) 

*SOL 1 *SOL 2 *SOL 3 

0.8 

0.04 

0.014 

0.01 

(l. 01 

o. 006 

o. 006 

o. 1 

0.002 

0.035 

0 0. 01 0 0.07 0 0. 1 

118 

*SOL 4 

o 1 

TQBLA III. Concentraciones de lidocaina ensayadas en

solucion Hanks de celulas nerviosas

11.-_:-.1¡._1_.¡n.¡.i.xí_n 1.1-1.-.rx-¡_-11 -.-111111111-11-11

_,__,_¬.,__.._í

CDHPUESTD *SQL l

Nafil Ú.B

HDI |3.o4

CaU1¡ o.ol4

Hg5D¡ U.ü1

HgE1¡ Ú.ül

NaHPü“ Ú.üÚo

HH¡Püq üiüüo

ELUEDBH ü.l

HUJD DE FENDL 0-002

NaHED¡ ü.o35

LIDUCÂINH °Ú.ül

ïïïï----1:-1111-.-. r---u-rr-11121.1:-u-u-__-1--1.-.n.__.n-1-u--1

* ajustando a pH 7.2-ï.4

° concentracion milimolar

111.-.|±.-_|_n.111--2-__-_-.ílï-ïín_í_n_i.n_|1-.|.n1.|1_.¡¿_

EUNEEHTHHEIUN (Z)
*-11-¬---_-111-u-il-1-1--ix...-.n._i|-1vurvr-r-111-.--___-.-1-.n._.4.¿

*EDL 2 *SQL 3 *SQL 4
111.1.-.-1-r-1-11.-1--_¢.____1¿--.n.¿_í.___.-.±._¡1,__

ii Il Ii

¡I II ¡I

Fl ll Il

Ii li |¡

r

II Il II

II ll II

fl II II

ll IÍ Il

Il II Il

|| Il H

°o.o? °o.i °i

..-..±-r±-n.-n.¡.i-¢.i.___|-i.__n._i._í._,__._.._._n._|.__

.4-

¬-1

-un

118



IV. Concent~aciónes de lidocaína ensayadas en 

medio APW de células vegetales. 

A~~STESICO DISUELTO EN MEDIO APW 

SOLUCIONES CON LIDOCAINA 

DE ASTRA CHEMICALS 

SOLUCIONES CON LIDOCAINA 

DE CHEMISCHE FABRIK 

2 

2 

CONCENTRACION <mM> 

5 8 14 20 

5 10 20 

119 

IU. Concentraciones de lidocaina ensayadas en

medio QPH de celulas vegetales.

-I--u--__-ri-ri-1-11111@-111í|--±-_-¢--_--±--u||u-

1111-oïïr-1--F---1_--_--|--|-¢-|---|-|-±n;±-±|±n__-

._,__-.__-_.-....___..___ï1_._..-._.,.._.-_-.-._¡.ï.ï.,--_..

SDLUCIDHE5 CDN LIDDCQIHH

DE HETRH EHEHIEHLS

SDLUEIDHES EÚH LIDDCHIHH

DE CHEHIECHE FHBRIK

1__ï._-__.--J--.nï_-_-1.1-__-í_i.-_.±__.-_..1í.|.n¬._._±±_-íïïílïn-In--¿-1-._-:__-n--_.---_-n-_.-_-_--_.ï11íï¬_ï.±.i1ï

QHÉSTEEIEÚ DIEUELTD EH HEDIÚ HPH

EÚNEEHTHHBIÚN lmfll

2 5 E 14 20

2 5 10 20

_-_r-op-1---I--1-mx-_n1--1111-1-.1-1.-|_|_n.-1-11.-.|.¡ï¿_11|.-un1..-

1-vio--111--.ïïïfi-índ-mi-¿±¿±1.n_-1.-¡¿_íï1±1ï

:.--1.1-_-¢__¡._íïííï_.¡_ïí_.1_..¬í1ï

119



TABLA V. Ensayo de lidocaína aumentando ClOOXl las 

concentraciones iónicas del medio APW en forma 

individual. 

CONCENTRACION <mMl 

COMPUESTO *SOL 1 *SOL 2 

f<Cl 5 r 

NaCl 20 

CaCNo,>. 10 

Mg CNO¡>i 

TRI S·-MALEATO 0.02 0.02 0.02 

LIDOCAINA 20 20 20 

* ajustando a pH 7 

120 

*SOL 4 

10 

0.02 

20 

THBLH V. Ensayo de lidocaina aumentando CIÚÚKJ las

concentraciones ionicas del medio QPN en forma

individual.

2.11.-.|._n.n...__._¿.ï±.____.__ï¿.í1_.__-.-._._i.¢____,.ï_.,._.,._..__._._

..4._ .-.i..|__.n-¡N1-ï_,._._u

CÚHPUESTD *SEL 1
11-_..._ï±,....,_,_ï_ïïï¢_í.,.¡.±,ï-._..1,__ï_,._¡1ï_--.-._.,-._ï.ï:_._.....

ECI 5

Naül -

Ca(ND¡)¡ -

HgíNÚ¡l¡ _

THIS-HåLEfiTD ü.o2

LIDUCHIHH 2o

1-_-1.1.1-¿.n..-.L1-u-a-rv±_.u--1.-..._--_¿.--_¿.n.¢_.¡¿ín_-ïínx-_.¡±.¿.|.-..¡ïu._

* ajustando a pH 7

-_-_±1---±_.1í11_--ur-_-1-ru-111

CUNCENTRÉCIUN imfll
¢_|.¢. ¬-¡_±._.¬_,.-,,._-._.._.__.._ì_,._._...¿._.....

*SUL E *SQL 3
I--1-.--c|.±..n|.i.n-i4_ïïï_,.¢.i.in-1,-n.4_1-...í_..

F _

20 -

- lo

o.ü2 o.ÚE

2o 20

1.1-1-¢.¡._.14_.i._í_-¿-¡_|___._..i.¡

_.ïï,í.±1

-.n¬ru1.ï

*EÚL
-r----›

--

lü

EU

____¿..í,_.¢_í

20



TABLA VI. Ensayo de lidocaina aumentando las concentraciones 

1ónicas del medio AF'W en forma g<:neral <SOL 1) 

y excluyendo por completo los iones existentes 

<SOL 2'. 

CONCENTRACION <mM> 

COMPUESTO *SOL 1 *SOL 2 

KCl 5 

NaCl :::o 

Ca <N0 1 i'I 10 

Mg <NDJl¡ 10 

TRIS-MALEATO 0.02 

LIDOCAINA 2_0 20 

* ajustando a pH 7 

121 

THELH UI. Ensayo de lidocaina aumentando las concentraciones

ionicas del medio QPH en forma general (EÚL ll

y excluyendo por completo los iones existentes

(SEL 2).

11-4±|11.¢_ï¿.--bli-111_-1n_11.-.11--111.1111-1---fu.--_-.-1-._1.ï±|.1u.-.-1.-.--ïíïïn.-.-.-1---1.-1:--r-¿1--u--1

CÚHCEHTRHEIDH lmfll

EDHFUEETD *SIJL 1 *So-I. 2

HE1 5 r

Hail ÉÚ _

ca ¬:1vd,:›, io -

Hg{Nü¡J¡ lü r

TF¡¦IE~-Hf3|LE|'ï'|Tl:| IÍLÚE -

1.-IDÚEF'I.lI"~ll3| ÉJÚ EU

H ajustando a pH ?

121



TABLA VII. Ensayo de soluciones de diferente fuerza iónica 

y osmótica 

ELEVADA FUERZA IONICA Y OSMOTICA 

*SOL 1 *SOL 2 *SOL 3 

Medio APW ( lOOX> 

f<Cl c.-
.J rnM 

NaCl 20 rnM 

Ca<N0-.>1. 1 (l rnM 

Mg (NO,>a 1 (l rnM 

TRIS-
MALEATO 0.02 mM 

SACAROSA 

TRIS
MALEATO 

114 rnM 

0.02 mM 

NaCl 

TRIS-
MALEATO 

RE~UCIDA FUERZA IONICA Y OSMOTICA 

SOL 4 

AGUA DESIONIZADA 

* ajustando a pH 7 

116 rnM 

0.02 mM 

122 

TñBLA VII. Ensayo de soluciones de diferente fuerza ionica

y osmotica

_|_¿_¡i._._-.¿.-11-11-_n_íí__¿__i.i..|_i

._i__._n..-._._¡._.¡-1-_ï_¡_¡_._¿_¿..¡

*SQL 1 *SOL 2 *SQL 3

Medio APN (look)

HC1 5 mfl

Nafll 20 mH

Ca(Nü¡&_ 1C1mH

Hg{Nü¡)¡ lo mH

THIS-
HHLEHTÚ Ú.ü2 mfi

_.ï...._._Z_íí_i.-.-_.ï.,.__..__íï

REDUCIDH FUEHIH IÚHICH Y ÚEHÚTIEH
iii;1-._ií¿.n.|._i.n_-¿__¿.í_._i._íí¿_¿_ín.¡.-.mii_íí___¡._í¿__-¿iii

-._.|.--n.¡_---xïïïï-.._-¬_..uï-¡xa--11

e ajustando a pH 7

ELEUHDH FUEHZH IDHIEH Y ÚBHÚTIEH
_-p.111.-\. -xa- ¿_i¢.i.--.-u..¢.|_--1.1.1-114.1

_.__u¢__ïí______..____|__¿__-_,_

SQEHHÚSH 114 mH Nafil Ilo mfi

THIS- TRlS~
HeLEATü o.oE mn HeLEeTU o.o2 mH

._iííí-.--_¬_.,_ï.,,___íí_________.-.i

SÚL 4

ì...._.._.,._,._i.ííí_i._i...._¿____¿_,¬_.¬..

QEUH DESIUNIIHDH

.-.,._,,__í__.3.íï-_1,_.,.í__.,_._.í_._.,._

--__íï___¡.a-11-.-Z-_..

_,í,..._.__1;____._¿-n.ï.,.,_í___..ì_.__-.-¢.-1.1.1..-

.__¡._-1.,_íí_.-__-.-._.-.¡.,.,.--.,.,___._ï__í.¡_í_..-.

.,__,_,.

¬-1-.-.---_.-±1_---_-u--_---_r'1-1--1-1-----±-1-_--1

|.n.|.i.¡.¡ïí|-1-12-un--11-_¡.i.in.n.i1í±|1-u---u¬-¬--rr--|--

_---..¢__-¡_-.n-1-_.-1-1111--u-1

ííí_ííí_i_í_¡..___iíí_,.íí_ííi_n.

122
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TABLA VIII. Variación del pH en el medio APW de células 

vegetales. 

CONCENTRACION <mM> 

COMPUESTO SOL 1 <pH 5) SOL 2 <pH 9l 

KCl 0.05 0.05 

NaCl 0.2 0.2 

Ca <NO¡ )t. o. 1 o. 1 

Mg <NO~> .. o. 1 o. 1 

BUFFER DE MALEA TO 11. 4 

BUFFER DE TRIS 11 

THBLQ VIII. variacion del pH en el medio APN de celulas

vegetales.

ha ¢-.|›|_¡-.-.n_í-nn.-|±4_ïi.|-¡±.1|_-¡__-1--1.11111.¡_ïíï±.n_111-¿.¡.¡._-11.,-ï¿±í.__,,..¡..ï_í...,¬-1;._.í_,ìí_-_.

CDHEENTHHCIDH Émfll

CUHUESTD SUL 1 {pH 5) SOL 2 (pH

ECI ü.ü5 Ú.o5

NaC1 Ú.2 0.2

Ca{Nü¡›¡ o.l o.l

ngu-m.,›., o.i o_1

DUFFER DE HQLEATD 11.4 -

BUFFEH DE THIS P ll

ï_n._¬.._.ï-_._ïï-,._.,..í_,_¡¬_.-¡ía-1..-._,1_-._i.ï|...±..._ïïì_,.±ï_-1¬_1._ï¬__-1...-_-_ïìïí_;ïí.±.±ïì...¡

ï-u_-ur±-¿1±-

14.-.,__,..ï._._.

ì..un_ïí_-._

-1-1-r-ix-1

123
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