
EFECTO DE LA PICROTOXINA Y LA BICUCULINA 
SOBRE LA ACCION DEL GABA EN LA CONTRACCION 
DEL MUSCULO ABDUCTOR DEL QUELIPEDD DE 
ACOCIL ( Procambarus clarkii) _ / rJ .< 

BO /~ l/ ó' .._) 

y·-3 o 

T E S 1 S 
Que para obtener el Titulo de 

B IOL OGO 

presenta 

ANGEL RENE ARZUFFI BARRERA 

México, D. F. 1 9 8 3 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



A mis Padres 

y Hermanos. 



Mi más sincero agradecimiento a to

das las personas que de alguna man~ 

ra contribuyeron a la realización -

del presente trabaj o y en espec ial 

al M. en C. Ismael Jiménez E. y a 

la Biól. Bertha Segura A. 



Este trabajo fue r ea lizado en la 

Escuela Nacional d e Estudios Pro 

fesionales Iztacala U.N.A. M., b~ 

jo l a dirección del M. e n C. 

Ismael Jiméne z Estrada. 



I N D I C E 

INTRODUCCION .... . • .•.• . . .. . . •••. . 1 

MATERIAL Y METO DO. . . . . • • • • • . • • • . • 1 7 

RESULTADOS . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . • . 2 2 

DIS CUS I ON Y CONCLUS I ONES ... . .. . . . 37 

BIBLIOGRAFIA ..... .. . . ......... ... 46 



INTRODUCCION. 

La contracción del mús~ulo abductor del quelípedo 

de acocil, como la mayoría de los músculos que participan en 

los movimientos de este organismo , se encuentra regulada peri 

féricamente por la activación coordinada de vías excitadoras 

e inhibidoras. Las fibras musculares son inervadas en múlti

ples sitios solamente por <los vías nerviosas, una excitadora 

y otra inhibidora. En una fibra muscular individual la inter 

acción de los potenciales sinápticos excitadores e inhibidores 

determina el nivel del potencial postsináptico total y por tan 

to la intensidad de la contracción (1,2). 

Este tipo de control periférico de la contracción 

muscular, presente en crustáceos, ha permitido el estudio de 

importantes aspecto s electrofisiológicos y farmacológicos de 

las uniones neuromusculares inhibidoras. Uno de los resulta-

dos más importantes e n la investigación de esos aspectos, en 

los s istemas neuromusculares de crustáceos, ha sido la identi 

ficación del ácido gamma amionobut írico como transmisor quími 

co inhibidor (3,4). 



1 . Ac id o Gamma Aminobutí ri co ( GABA ) 

El GABA es uno de l os princ i pales transmisores de 

tipo inhibi dor que se presenta en e l sistema nervi oso tanto 

de inv ertebrados c o mo d e vertebrados (3 , 4 , 5 ) . Este a minoáci

do (fi gura 1) fue e l primer transmisor quí mico inhibidor cuya 

a cc ión pudo establ ecer se como re s ultado de una serie de e s tu

dios s i stemáticos , que porporcionaron t a mbién un prototipo de 

invest i ga c i ón adecuado para lograr el es tablecimi ento de otras 

substanc i as como ~ransmi sores (6). 

El GABA fue encontrado e n e x t ractos de cere bro de 

mam í feros como un metabol i to del ciclo del á cido glutámico 

(5,6). Su papel como transmisor fue suger i do en primera ins

tancia a partir de l os resul tados obtenidos a l probar e l efec 

to de es te aminoácido y un a gent e i nhibidor , llamado s ubstan

c ia I, e ncontrado en extracto s de tejido nervios o de crus tá

ceos y mamíferos, sobre r ecepto res al estiramiento d e l lango~ 

t ino (5,6) . 

A fi n de lograr e l es tab l ec i miento d e l transmis or 

i nh ibidor del s is t ema nerv i oso de crustáceos , se e xaminó l a 

ac ció n de dife rentes fracc i ones , obtenidas a pa r t ir de extr ae 

tos de tej ido ne r vioso de langostinos , sob r e la unión neuro

musc u l ar d e c angrej o . Como re s ultado de e stos trabajos , die z 

s ubstanc ias i nhibido r as fueron a i sladas ( 5 , 6 ) . De estas el -
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GABA fue el más potente y el único que se encontró en concen

traciones mayores en neuronas inhibidoras que en las excitado 

ras. La concentración de GABA encontrada e n las neuronas in

hibidoras fue de 10 a 200 veces más alta que la de las ne uro

nas excitadoras (7,8). También se probó que este aminoácido 

se libera de los nervios inhibidores, si estos son estimula

dos. El contenido de GABA en la solución perfundida se incr~ 

mentó marcadamente durante la estimulación d e los nervios in

hibidores, pero no se alteró durante la estimulac ión de los 

nervios excitadores (9). 

1.1. Metabolismo del GABA. 

En la síntesis y degradación del GABA están invo

lucradas tres enzimas: La descarboxilasa del ácido glutámico, 

la transaminasa GABA - glutámico y la deshidrogenasa del aldehí 

do succínico (figura 2 ), (4,10,11). 

La descarboxilasa del ácido glu t ámico sintetiza 

GABA a partir del glutamato removie ndo el grupo alfa- carboxi

lo, teniendo como cofactor al fosfato de pirido xal . Esta en

zima es inhibida por su propio producto (GABA ) a través de un 

me canismo de inhibi ción competitiva. Un aspecto importante de 

esta inhibición, es que probablemente sirve como un mecanismo 

de regulación que impide la acumulación selectiva de GABA en 
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las neuronas inhibidoras . Cua~do la concentrac ión del GABA 

e s baja en dichas neurona s , se incrementa l a actividad de la 

enzima para producir más GABA (4) . En cuanto a s u actividad 

e n las n euronas inhibi doras y excitadoras, se ha demostrado 

que e s apro xima damente 100 veces mayor en es t as Últ i mas (11 ). 

La t ran s ami nasa de l GABA es la e n z i ma e ncarga da 

de l a d egradación del am i noá cido, convirtiéndo l o en semialde

h í do succ í nico en presencia de alfa- c etogl utarato . Esta enzi 

ma puede ser inhi bida por a l t a s conc e ntraciones de GABA y de 

alfa-oxoglutarato ( 4); se e n c uent r a tanto en axones excita do 

re s como i nh i bidores de crustáceos , sin embargo , en l os axo

n es inhibidores se ha detec t ado que tiene un 50% d e mayor ac 

t ividad ( 4 , 11 ). 

De spués de que el GABA ha s i do converti do en s e mi 

a l dehído succ í nico por la t r a nsamina s a , e s te Último es conve~ 

tido en á cido s ucc í n i co por la deshid r oge nasa del a ldehído- -

suc c ínico ( 4 ). 

1. 2 . Liberación del GABA . 

Se ha mos t r ado q ue la es t imuació n de nerv ios inhi 

bi dores de la cont racci ó n muscular de crustáceos provoca la 

l iberación de GABA contenido en las ves í c u las de l as termina-
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les nerviosas. Sin embargo, la cantidad liberada, aunque vir 

tualmente proporcional al número de estímulos aplicados, no 

ha sido estimada satisfactoriamente en las diferentes prepar~ 

ciones empleadas; dado que el transmisor es captado, en gran 

parte, inmediatamente después de su liberación por células v~ 

cinas (células gliales), (5,9). La liberación de GABA es de

pendiente de la concentración de calcio en el medio extracelu 

lar; a bajas concentraciones de este catión disminuye o es 

bloqueada completamente la liberación del mismo (9). 

Recientemente se ha propuesto que una parte del -

transmisor se libera mediante un proceso que depende de la sín 

tesis del mismo. En este proceso se supone que la descarboxi 

lasa del ácido alfa-glutámico se encuentra unida a la membra

na presináptica, por lo que una parte del GABA puede ser libe 

rado inmediatamente después de ser sintetizado (5). 

1.3. Acción del GABA. 

Los primeros trabajos realizados con el fin de es 

tudiar la inhibición química de la contracción muscular en 

crustáceos, sugirieron que el transmisor inhibidor debía pro

ducir la inhibición mecánica afectando el mecanismo de acople 

entre los eventos de despolarización membranal y la contracción 

mus cular (12). Sin embargo , los resultados de trabajos post~ 
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riores , no indican que el transmisor inhibidor tenga algún -

efecto sobre el acople entre el potencial de membrana y los 

eventos mecánicos (13). Al parecer diferentes fármacos, al 

igual que cambios iónicos en el medio extracelular, son capa

ces de incrementar la corriente de estimulación necesaria pa

ra producir la contracción de los músculos en algunos crustá

ceos . 

La aplicación de GABA, al igual que la estimula

ción de los nervios inhibidores, provoca un incremento en la 

permeabilidad membranal para los aniones, especialmente para 

el ión cloro, en las fibras musculares de crustáceos. Al au

mentar la conductancia al cloro, este tiende a alcanzar su p~ 

tencial de equilibrio electroquímico, el cual depende de la 

concentración del ión, tanto en el interior como en el exte

rior de las células, siendo generalmente más negativo que el 

potencial de membrana de las células musculares. Tal hiperp~ 

larización inhibe la generación de potenciales de acción en 

las fibras musculares, evitando así su contracción (5,14). 

Además de la inhibición postsináptica, también se 

presenta en el sistema neuromuscular de crustáceos inhi b ición 

presináptica. En su investigación original acerca de es te fe 

nómeno, Dudel y Kuffler (1 2 ) observaron una notable disminu

ción en l os potenciales postsinápticos exc itadore s (monos iná~ 

ticos) en fibras musculares de patas de langosta , en respues-
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ta a la estimulación de una fibra inhibidora (3 ms antes de -

estimular el nervio excitador), sin que ésta ejerciera acción 

postsináptica perceptible. Además observaron que el conteni

do cuántico de transmisor en el nervio excitador era reducido 

considerablemente (12). 

Se ha considerado que la inhibiciórr presináptica, 

en la unión neuromuscular del langostino está mediada químic~ 

mente por el GABA. En esta preparación se observaron efectos 

presinápticos inhibidores similares a los señalados anterior

mente, al aplicar iontoforéticamente pequeñas concentraciones 

de este neuroaminoácido (5,15). 

En la inhibición presináptica, el GABA al interac 

tuar con la membrana del elemento presináptico induce un in

cremento en la conductancia al ión cloro, pero a diferencia de 

lo que sucede en la inhibición postsinápt ica, este anión sale 

del interior celular provocando una despolarización membranal. 

Recientemente se ha señalado que el transmisor inhibidor presi 

náptico puede provocar una disminución en la liberación del -

transmisor excitador (p.e. ácido glutámico) al bloquear la 

conducción de los potenciales de acción en las bifurcaciones 

axonales (15). 

A pesar de las s imilitudes que se observan en las 

vías presinápticas y postsinápticas, existen evidencias de ti 

po farmacológico que indican que los receptores al GABA en -
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ambas, no son iuénticas (15). 

Por otra parte , estud i os de microscopia e lectróni 

ca han demostrado la presente de sinapsis axo - axónicas en pre 

parac iones neuromusculares de crustáceos . En este tipo de 

contactos es muy probable que se presente el fenómeno de inhi 

b i ción pres ináptica (4). 

1. 4 . Receptores al GABA . 

Los receptores al GABA en la s fi bras musculares 

de crustáceos están l ocalizados , al parecer , en las mismas r~ 

giones sinápticas membranales donde se encuentran los recept~ 

res al ácido glutámico , el cual es considerado como el trans -

misor e xcitador en las sinapsis~uromusculares de crustáceos; 

sin embargo, ambos receptores son estructuralmente diferentes 

( 4) . La fa l t a de'competencia e nt re e l GABA y el ácido glutá -

mico ha s ido c onfirmada mediante experimentos de fijación de 

voltaj e , en lo s qu e se r egistra la corriente iónica generada 

por la apl i cación ionto forética de ambas substanc ias . La apl~ 

cación de GABA no altera la corriente provocada por la entra -

da d el ión sodio y generada e n r espuesta al ácido glutámico -

( 3 '4). 

Des pué s de e stablecer curvas dos is - respuesta, rela 
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cionando diferentes concentraciones de GABA perfundido con los 

correspondiente s cambios en la conductancia por unidad de lon 

gitud de la fibra Takeuchi y Takeuchi (3,4) concluyeron que -

el incremento en la conductancia membranal es linealmente pr~ 

porcional al número de receptores ocupados por el GABA. De -

ecuaciones derivadas de la cinética Michaelis-Menten, estos 

investigadores calcularon que dos moléculas de GABA deben 

combinarse con un receptor a fin de producir un cambio en la 

conductancia membranal. Por otra parte,· Fel tz ( 3) a pa:r't}r 

de curvas dosis-respuesta similares a las señaladas y tratan

do de minimizar la posible desensibilización de los recepto

res al transmisor inhibidor, propuso una reacción de cuatro 

moléculas de GABA por receptor, para activar sólo uno de los 

canales iónicos asociados al receptor. 

Algunos agentes bloqueantes que en la membrana -

postsinápt ica tienen una gran afinidad por los sitios recept~ 

res para el GABA, pueden ser de gran utilidad para el estudio 

de una gran variedad de aspectos sobre los mecanismos y proc~ 

sos donde interviene el GABA. Dos agentes bloqueadores de es 

te tipo son la picr otoxina y la bicuculina (16, 17). 

2. Picrotoxina. 

La picrotoxina, también conocida como coculina, -
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es una s·ubstanc i a no nitrogenada que puede ser extraída de -

las semillas de Anam.<.1t.ta e.oc.e.uf.u~. Su composición· química ge

neral es C30H34 0 13, contiene un mol de picrot ina, la cual es 

farmacológicamente i nerte y un mol de picrotoxin:i:-n.:t< fi gura 1) 

( 18) . 

La picro toxina administradu tunto a vertebrados 

como a invertebrados tiene un efecto convulsionant e . Se ha 

mostrado que el efecto convulsionante en crustáceos se mani

fie sta como resultado de que esta droga bloquea la; sinapsis 

n euromusculares GABA-érgicas (1 9 , 20 ). Existen razones para 

creer que la picrotoxina no t iene efecto directo sobre el me 

canismo excitador, debido a que el valor inicial de la contra 

cción durante la e stimulación de fibras excitadoras es aprox~ 

madament e el mismo antes y después de la apl i cación de picro-

toxina. Cuando la droga está presente, no hay un cambio sig-

nificativo en el valo~ de la contracción producida por esti

mulación de las fibras excita dora s (1 9 ). 

A part i r de los pr imeros es tudios acerca de l efec 

to d e la picrotoxina sobre el sistema inhibidor de la contrae 

ción muscular de crustáceos se po s tuló que esta droga podía -

actuar como un antagoni sta c o mpet it ivo del GABA po r combina

ción r e vers ible con l os sitios recepto res inhibidores de l a 

membrana pos t s inápt i ca (20) . Recient e mente Shank y colabora

dore s ( 21) también señalan a l a picro t o xina c o mo efectivo an-
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tagonista de tipo competitivo del GABA. No obstante, estudia~ 

do el efecto de la picrotoxina sobre la unión neuromuscular d e 

crustáceos, se ha observado que este fármaco deprime la ampli 

tud de l os potenciales inhibidores , así como la réspuesta pr~ 

ducida por la aplicación de GABA, en forma no competitiva (22). 

El análisis de las curvas dosis-respuesta s ugiere que esta dro 

ga puede bloquear los si tio s receptores impidiendo la forma

c ión d e l complej o transmisor-recP.pt o r. Sin embargo, el compl~ 

jo p icrotoxina- receptor resultante, por s { mismo no produce -

cambios en la conductancia membranal ( 22 ). 

3. Bicuculina. 

La bicuculina es un alca l o ide convulsionante , que 

fue aislado originalmente de extractos de Vicent~a coccula~ia. 

Su fórmula química general es c20 H170 6 N ( f igura 1 ). Fue in

tro duci da como antagonista del GABA más r ec ientemente que la 

picrotoxina y ha sido uti lizada ampliamente en los Últimos -

años . La especificidad y la naturaleza de s u acción antago

nista no ha sido plenamente establecida , en algunos casos su 

acc ión parece ser más potente y selectiva que la de la picro 

toxina, mientras qu e en o tros es menor (1 8 ). 

Los primeros reportes acerca del e fecto antagoni~ 

ta de la bicuculina sobre l a acc ión del GABA en el sist ema -

nervioso de mamífe r os y en neuronas receptoras al estiramien 

13 



to de crustáceos, señalan que es te alcalo i de, en ciertas con 

centraciones (1 X 10- 4 a 3 X 10 - 4M) re duce o bloquea compl~ 

tamente la acción inhi bidora de l neurotransmisor (23,24). De 

b ido a esto, se propuso a la bicuc ul ina c omo un anta gonista 

relativamente específico de l GABA y se pensó que este antago 

n ismo podría est ar confinado a l o s s itios rece ptores postsi

nápt icos (25). Aun cuando l o s efectos de la bicuculina pue 

den ser explicados en términos de su combinación c on el rece~ 

t or al GABA , este alcaloide también pued~ afectar l os proce

sos de s í ntesis, liberac ión y degradac ión del aminoácido trans 

misor (26 y 27 ). 

Por o tra pa rte, e l análisis de las curvas dosis

respuesta , similares a las obtenidas para la picrotoxina, ha 

mo strado que la bicuculina es sólo un antagonis ta débil de la 

acción del GABA en las fibras musculares de a l guno s crustác eos 

y que este antagonismo es probablemente de tipo no competiti 

vo (17,21). 

En neuronas del sistema nervioso central de mamí -

feros, l a inh ib ición producida por la aplicac ión iontoforéti 

ca de GABA , no fue reducida por la bicuculina (28) . En estos 

estudios se cues tio na si la bicuc ulina utilizada tiene real -

ment e alguna act ividad sobre los sistemas biológicos , dado 

q u e recientemente se ha observado que e ste a l caloide se tran~ 

forma en b i c ucina y en bicuculina metaclorada, al disolverse 
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en solución sal ina a PH neutro (29,3 0 ). La bicucina es una 

substancia convulsionante poco efectiva (29), mientras que -

la bicuculina metac lorada r educe en gran medida la sensibili

dad al GABA en neuronas cort icales d e mamíferos (30). 

Objetivos. 

La p icrotoxina y la bicuculina ejercen un efecto 

antagonista , cuya naturaleza y es pecificidad no han sido ple

namente estab l e cida s, sobre la acción sináptica del GABA en 

distintas prepa raciones neuromusculares , tanto de invertebra

dos, como de vertebrados (3,4). Teniendo esto en considera

ción, se emprendió e l presente estudio con el fin de estable

cer la pres enc ia o ausencia de similitud entre los efectos 

que ejercen la picrotoxina y la bicuculina, sobre la inhibi

ción producida por GABA en la contracción del músculo ab duc

tor del que lípedo d e acocil (P~ocamba~u~ cla~k~~). 

Asimismo, se plantea la evaluació n del e f e cto pr:2_ 

ducido por la picrotoxina y por la b i cuculina, en presencia y 

e n ausencia del GABA, sobre la contrac ción muscular; dado que 

en la actualidad se ha incrementado el número de evidencias -

que c u estionan la especificidad del mecanismo c on e l cual las 

do s substancias realizan su acc i ón a ntagonista sob re el GABA 

( 3 , 4 ) . Se ha indicado que los dos alcaloides no tienen efec 

t o sobre los rec eptores sinápt icos específ icos para GABA , si-

15 



no que su acción la llevan a cabo , en f orma no es pecífica, s~ 

bre s itios no sinápti cos de la membrana postsinápt ica (3,4). 

En b ase a los resultados obtenidos, también se -

pretende evaluar las venta jas que ofrece la preparación emple~ 

da aquí, para el análisis farmac ológico de drogas antagonis

tas y agonistas de la acción del GABA . 

16 



MATERIAL Y METODO. 

1. Preparación y registros. 

Se utilizaron 44 quelípedos de acocil (P~ocamba~uó 

cla~kii), cada uno fue separado del cuerpo del acocil cortán

dolo cerca del plano autónomo del organismo. Una vez separa

do el quelípedo se cortó la punta del propodito y se conectó 

al sistema de perfusión (figura 3) . A cada quelípedo se le 

hizo una horadación en la cara interna del propodito para pe~ 

mitir el libre flujo de la perfusión. 

Los electrodos de estimulación fueron insertados 

en una incisión realizada en la cara interna del propodito, 

cerca de la articulación con el dactilopodito . La punta del 

dactilopodito era ligada a un transductor de tensión y este 

era conectado al sistema incriptor para llevar un registro en 

papel de la actividad muscular (figura 3). 

La contracción del músculo abductor del quelípedo 

fue evocada aplicando pulsos de corriente d e duración y fre

cuencia constante s (5 ms y 1 cada 4 s, r espectivamente) y de 

una intensidad de 12 a 14 v , (este ran go se obtuvo a partir -
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de una curva voltaje - respuesta elaborada con el fin de encon

trar el valor en el que aproximadamente el 75% de la maquina

ria contráctil del músculo estaba activada). 

Para evaluar el efecto producido por el GABA, la 

picrotoxina y la bicuculina por sí solos, sobre la respuesta 

muscular, se utilizaron 12 quel ípedos (4 quelípedos para cada 

una de las substancias), cada uno de los cuales fue perfundi

do con solución salina Van Harreveld hasta obtener una respue~ 

ta muscular constant~ a los valores de estimulación señalados. 

Posteriormente se perfundieron (2-4 min.) soluciones salinas 

con GABA, picrotoxina y bicuculina en distintas concentracio

nes (10-7, 10-6, 10-s, 10-4, 10-3 M) según el caso. 

Para estudiar el efecto de la picrotoxina y la b~ 

cuculina sobre la respuesta muscular en presencia de GABA se 

utilizaron 32 quel ípedos (16 quelípedos para cada fármaco). 

Cada uno fue perfundido con solución salina Van Harreveld, al 

igual que en el c aso anterior, hasta que la magnitud de la res 

puesta registrada se mantuvo constante. Posteriormente el qu~ 

lÍpedo era perfundido con una solución salina que contenía -

GABA a una concentración de (10-4 M) (2-4 min .), hasta que se 

observaba el efec to máximo de ésta, sobre la respuesta muscu

lar; en este punto se perfundía a la preparación con una so

lución de picrotoxina o bicuculina (1 0-6, 10-s, 10-4, 10-3 M) . 

Para cada una de las diferentes concentrac i ones aplicadas se 

utilizaro n 4 quel í pedos . 
18 



2 . Medición del efecto. 

Terminando cada registro, se medía la ampl itud de 

los trazos obtenidos. La amplitud promedio de l os tra zos pr~ 

v i os (n=10) a cada aplicación de GABA , p i c rotoxina y/o bicuc~ 

lina , fue considerada como e l 100% de la respuesta muscular -

b aj o las condiciones de estimulación y amplificación emplea 

das. 

Para expresar el efecto porcentual p r ovocado por 

cada una de las substancias en estudio, se empl eó la siguien

te relación: 

A 
X = (1 00) 

B 

A: Amplitud (mm) de cada uno de l os trazos obte 

nidos durante la apli c ación de las substan -

cias e n estud i o . 

B: Amplitud (mm) promedio (n=1 0 ) de l os trazos 

previos a la aplicac ión de las s ubstanc i as en 

estudio. 

X: Valor porcentual de cada trazo . 

Conociendo la amplitud porcentual de cada trazo, 

antes y du r ante la a plicación de determinada concentración de 
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las substancias, pudo estimarse el efecto provoc~do por cada 

una de ellas sobre la respuesta mecánica, obteniendo las grá-

ficas dosis-respuesta respectivas. 

3. Tratamiento de datos. 

Los datos referentes al efecto provocado por las 

distintas concentraciones de GABA sobre la respuesta contrác-

til de la preparaci6n, fueron tratados mediante un análisis 

de varianza simple, mientras que los datos referentes al efec 

to de la picrotoxina y bicuculina en ausencia y en presencia 

del neuroaminoácido, fueron respectivamente tratados utilizan 

do un análisis de varianza bifactorial. 

Lo obtenido mediante las pruebas estadísticas men 

cionadas, se indica en la siguiente secci6n, según el caso, -

empleando la notaci6n que sigue a continuación: 

F : Valor del estadístico F, obtenido como c 

resultado del análisis. 

Ft: Valor del estadíst ico F, tomado de ta

blas al nivel de 0 .0 5 de confianza, -

con n y m grados de libertad . 

20 
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RESULTADOS 

1. Relaci6n entre la int~nsidad del estimulo y la respuesta 

contráctil. 

Con el fin de establecer la amplitud de la respue~ 

ta contráctil que se consideraría a lo lárgo del presente es

tudio, se procedi 6 a determinar la relaci6n existente entre 

la int ens idad del estimulo y la a mplitud de la contracci6n -

muscular evocada . La f igura 4 ilustra e l registro de la res 

puesta contrácti l del múscul o abductor de un quelipedo ante 

distintas intensidades de estimulaci6n . Como puede observar-

se en esta figura, a estímulos de baja intens idad se activa

ban fibras musculares de bajo umbral, q ue posiblemente sean 

rápidas y produzcan respuestas de pequeña amplitud . Incremen 

tanda la intensidad d e l estimulo, fibras de mayor umbral son 

reclutadas, generando una respuesta muscular más intensa, ha~ 

ta que se produce la activaci6n de la tota l idad de las fibras 

musculares de este tipo. Es necesario notar que a intensida

des de estimulaci6n altas, se presentaba un segundo componen

te en la f ase de ca ída de la contracci6n, (figura 4 , 16 v . ); 

tal componente podrí a c o rresponder a la activaci6n de fibras 

lenta s presentes en e l músculo abductor , las cuales poseen un 

umb ral d e activaci6n alto . 
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La gráfica de la figura 5, ilustra e l porcentaje 

de las respues t as contráctiles del músculo abductor de dife

rentes quelípedos, ante intensidades crecientes de estimula

ci6n. Puede observarse que el estímulo mínimo necesario para 

evocar una contracci6n fue de 2.2 v, mientras que la intensi

dad necesaria para activar la mayoría de las fibras fue de -

16.0 v. 

El intervalo de estimulaci6n empleado para estu

diar la acci6n de los fármacos (12 a 14 v) evoc6 respuestas 

del tipo de sacudida simple, que corresponden a la activaci6n 

de fibras musculares fásicas (figura 4) y permiti6 observar 

los incrementos en la amplitud de la respuesta, que se mani

festaron como reflejo del efecto que ejercen éstos sobre la 

misma. 

2. Efecto del GABA sobre la respuesta ~ontráctil. 

La aplicaci6n de una soluci6n salina con GABA a 

una concentraci6n de 10- 4 M en el músculo abductor del quelí

pedo, produjo una considerable reducci6n en la amplitud de la 

contracci6n de este músculo (figura 6A). La amplitud de la 

respuesta obtenida previamente a la aplicaci6n de GABA se vi6 

disminuida hasta aproximadamente en un 45%. El efecto señala 

do podría deberse a que el GABA produce una reducci6n en el -
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número de fibras musculares activadas por el estJ'mulo, aumen

tando el umbral de activación de éstas, lo cual concuerda con 

la observac ión de que este aminoácido produce una notable hi

perpolarización en distintos tipos dP fibras musculares de -

crustáceos (3, 4, 5). 

El efecto producido por diferentes concentraciones 

de GABA (10- 7 a 10- 3 M) sobre la respuesta contráctil de va

rios músculos abductores, es mostrado en la gráfica de la fi

gura 6B. Como puede observarse en esta gráfica, existe una 

reducción considerab le de la respuesta contráctil, la cual d~ 

pende de la dosis aplicada <Fe= 46.14, Ft= 3.Q6). La relación 

obtenida (figura 6B) sigue un comportamiento que concuerda no 

tablemente con l o reportado por otros investigadores (3,4,5). 

Sin embargo, dadas las características del prese~ 

te estudio no fue posible establecer la pr o porción de molécu

las de GABA que interac tuan con los receptores postsinápticos 

para producir un cambio apreciable en la contracción del mús

culo. 

3 . Efecto de la picrotoxina y de Ta bicuculina sobre la res 

puesta c6ntráctil . 

En la mayoría d e los estudios reportados en rela-
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c ión al efect o d e la picrotoxina y la b icuculina , en la unión 

ne uromuscular inhibidora de crust áceos , l os fármacos eran apl~ 

cados siempre en presencia de GABA (21 ,22, 23 , 24 ), por l o que 

consideramos que el caracterizar el efecto que estos fárma cos 

e j ercen en ausenc ia de GABA sobre la concentración del mús c u 

lo, nos proporc i onaría in f ormación i mportant e acerca de los 

mecanismos involucrados durante la acción de los mismos . 

Ambas substancias, po r sí so la s , pr odujer on un i~ 

cremento significati vo CFc= 10 . 68 , Ft = 4.17) en la amplitud de 

la r es puesta contráctil (fi gura s 7A, 78 ). Al aplicar p icro 

toxina a una concentración de 1 0- 3M se provocó un aumento en 

la respuesta contrácti l d e un 20 % aproximadamente , mientra s 

q ue al aplicar b i cuculina en l a misma concentración se o bs er

v ó un aumento de aproxi madamente 30% . En ambos casos despué s 

d e un breve perío do de l avado con solución sa lina, l a respue~ 

ta muscular obtenida alcanzaba l o s valores i nic ial es . 

El efect o qu e produ j e r on d i ferentes concentraci o 

ne s de picrotoxina y de bicuculina sobre la respuesta muscu

lar promedio de varias prepara ciones es mostrado e n la f igu

ra 8 . Todas las concentraciones utilizadas C10-7 a 10- 3 M) 

evocaron un aume n to e n la a mplitud de la con tracción siendo 

mayor e l efecto de la b i cuculina , en toda s las concent racio 

nes superiores a 10 - 7 M. (Fe= 35 .96, Ft = 2 . 69 ). 
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4. Efecto de la picrotoxina y de la bicuculina· sobre ·1a res

puesta contráctil en presencia de GABA. 

La a plicación de picrotoxina, a una concentración 

de 10- 3M, inmediatamente después de que la respuesta muscular 

había sido abatida en un 45% de su valor inicial, por efecto 

del GABA (1 0- 4M), provocaba un aumento en la respuesta del 20% 

aproximadamente (figura 9A). Mientras que la aplicación de -

bicuculina, a la misma concentración y en condiciones simila

res, provocaba un aumento de sólo el 14% en la respuesta (fi

gura 9B). Lo anterior, nos indica la probable existencia de 

mecanismos de acción diferentes, con los cuales estos fárma

cos ejercen su efecto. 

La f igura 10 muestra el efecto producido por dif~ 

rentes concentraciones de picrotoxina y bic uculina, s obre la 

respues t a contráctil de varios músculo s e n presencia de GABA 

10- 4M. Cada una de l as concentrac iones empleadas c10-6a 10-3 

M) de los fárma cos tuvo un efecto significativo (Fe= 63.94, 

Ft= 3 . 01) sobre la res puesta mus cular. En las concentracio

nes más altas c10 - 4y 10- 3M) la picrotoxina provocó un aumento 

mayor en la re spue sta que la bicuculina (Fe= 10 .1 7 , Ft= 4.26). 
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5. Comparación de los efectos de la picrotoxina y 1a bicücu

lina sobre la ~espuesta contráctil en ausencia y en pre

sencia de GABA. 

Con el propósito de comparar los efectos provoca

dos por los fármacos bajo las dos condiciones experimentales 

ya indicadas, s e graficaron las respuest~s evocadas, tanto en 

una como en otra condición, para una determinada concentración 

de fármaco. Las relaciones obtenidas se muestran en la f igu-

ra 11. 

Cada punto de la gráfica representa el valor pro

medio del efecto provocado en la respuesta contráctil por una 

determinada concentrac ión de bicuculina y picrotoxina, en au-

sencia y en presencia de GABA. Las dos rectas que se obser

van, resultan al unir los puntos correspondiente:; a un fármaco 

y son índice del efecto q ue sobre el sistema provoca cada uno 

de ellos. 

En dicha· gráfica la inclinación mostrada por ca-

da una de las rectas (segmentos), con respecto a los ejes, -

proporc iona información acerca de bajo cual condición experi-

mental , cada uno de los fármacos causa mayor efecto . Como -

pued e observarse (figura 11), la recta correspondiente a la 

picrotoxina , forma un ángulo mayor de 45° (M=l.26), lo que i!:'.. 

dica que este fármaco causa un efecto mayor sobre la respues -
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ta muscular, en presencia de GABA. La recta que corresponde 

a la bicuculina, en cambio, tiene una pendiente menor que uno 

(0.56), indicando así, que esta substancia causa ~ayor efecto 

sobre la respuesta, en ausencia del neuroaminoácido. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

1. Relación entre la intensidad del estímulo y Ta respuesta 

contráctil. 

La relación existente entre la intensidad del es

tímulo y la amplitud de la contracción muscular evocada (fig~ 

ra 5), indica que a medida que se incrementa la intensidad del 

estímulo, éste es capaz de activar un número cada vez mayor -

de fibras musculares, lo cual produce un aumento en la magni

tud de la contracción hasta alcanzar un máximo, donde la tot~ 

lidad de las fibras musculares ha sido activada. También, se 

muestra la existencia de al menos, dos grup6s diferentes de 

fibras musculares en el músculo abductor del quelípedo, lo -

cual es frecuente en varios músculo s de crustáceos que reciben 

inervación dual (excitadora e inhibidora) (32). A estímulos 

de baja intensidad ( menores de 12 v) se activa el primer gru

po de fibras, el cual parece constituido por fibras muscula

res fásicas, como las que se encuentran en varios músculos ab 

ductores y aductores de crustáceos; las cuales poseen un bajo 

umbral y responden rápidamente a la estimulación eléctrica di 

recta (33,34). Conforme se incrementaba la estimulación (ma

yor de 12 v) empezaba a observarse la aparición de un segundo 

componente (figura 4) el cual presenta un umbral alto y una -
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fa se de re lajación prolon gada. Esta s características concuer 

dan con las descritas para fibras tóni c as de varios músculo s 

de otros c rutáceos (3 2 , 33, 34). 

Es necesario indicar que debido a la s caracterí s 

tica s de la respuesta muscular s eñaladas y a las condiciones 

de estimu l a ción empl eadas , se decidió anali zar las respuestas, 

evocadas por la apl icac ión de distintas concentraciones de -

los fármacos, sobre la contracc ión de una población de fibras 

principalmente rápidas . Sin embargo , no se descarta la posi

b ilidad de que los a lcaloides hayan e jercido alguna a c ción so 

bre la s fibras musculares lentas . 

2. Efec to del GABA sobr e la respuesta contráctil. 

La r espuesta contrá c til de un grupo d e fibras fu e 

considerada como un Índice de l nivel de excitabilidad de sus 

membranas, dado que despo lari zaciones supra umbrale s de las -

mismas e vocan re spuestas c ontráctil es proporc ional e s a su in 

ten sidad y duración , alcanzando valores máximo s cuando s e ac 

tivan la mayoría de las fibras individuale s. El número de fi 

bras musculares act ivadas depende tanto d e l a int e ns idad del 

estímulo , como del umbra l de act ivac i ó n qu e posee c ada fibra. 

Teniendo en cuenta esto , cualquie r cambio en la res puesta co~ 

tract il, baj o c o ndic i ones d e est i mu lación constante, se aso-
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ció con un cambio en el umbral de las fibras, interpretando 

como despolarización de la membrana muscular, cuando se incre 

mentaba la amplitud de la respuesta y como hiperpolarización 

cuando ésta era reducida. 

La disminución de la respuesta mecánica que se o~ 

serva durante las diferentes concentraciones de GABA (figura 

6B) puede asociarse con la acción hiperpolarizante que este 

aminoácido ejerce sobre la membrana muscular. Consistiendo 

tal acción en provocar un incremento en la diferencia de po

tencial entre el valor de reposo y el umbral de activación de 

las fibras musculares. Lo cual trae como consecuencia que al 

gunas fibras musculares de la población considerada, no pue

dan generar potenciales de acción que disparen la actividad 

mecánica de las mismas, reduciendo así, la respuesta mecánica 

global del músculo abductor. Lo anterior concuerda con algu

nas observaciones previas acerca de la ac t ividad eléctrica -

membranal de diferentes tipos de fibras musculares de crustá

ceos, en presencia de GABA exógeno o por la estimulación di

recta de vías nerv iosas inhibidoras donde este aminoácido es 

el neurotransmisor (13, 14). 

El efecto de las diferentes concentraciones de -

GABA empleadas, sobre la contracción del músculo abductor, 

muestra una relación que concuerda notablemente con la repor

t ada en otros estudios, en donde se midió el efecto del amino 
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ácido sobre la conductancia membranal de fibras musculares in 

dividuales de langostino (3,4) . Tal similitud, permi te cons~ 

derar a la respuesta mecánica global del músculo abductor co

mo útil Índice del nivel de excitabilidad de las fibras muscu 

lares y a la metodología empleada como conveniente para ser -

utilizada en el análisis de los efectos de diferentes fárma

cos (ya sean agonistas o antagonistas de la acción inhibidora 

de GABA) . 

3 . Efecto de la picrotoxina y de la bicuculina sobre la r es

puesta contráctil . 

Como puede observarse en la figura 8, tanto la p~ 

crotoxina como la bicuculina son capaces de incrementar la -

respues ta contráctil, en ausencia de GABA exógeno . Tal efec 

to podría ser atribuido, como se ha propuesto anteriormente, 

a una acción despolarizante de los fármacos sobre la membrana 

de las fibras musculares, lo cual concuerda con los estudios 

de Freeman (17), Baker e~ al (35) y Heyer e~ al( 36), en donde 

se muestran alteraciones en la conductancia membranal al K+ 

en presencia de los fármacos . También puede considerarse que 

los dos alcaloides antagonizan la acción inhibidora del GABA, 

liberado espontáneamente por la estimulación indirecta de la s 

v ía s nerviosas inhibidoras, con los pulsos eléctricos emplea

dos para producir la contracción muscular. 
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En cuanto a la factibilidad del segundo mecanismo 

propuesto para explicar el efecto de los fármacos, en ausen

cia de GABA, pueden indicarse algunos hechos y observaciones 

importantes: 

i) Para que el transmisor (GABA) sea liberado de la 

terminal nerviosa inhibidora, por la estimuación -

eléctrica aplicada al músculo, se requiere de gra~ 

des cantidades de corriente eléctrica (37). La can 

tidad de corriente aplicada, dados los valores de 

voltaje empleados, fue pequeña y la pérdida (fuga 

de corriente) de la misma considerable, debido a -

la metodología usada. 

ii) La liberación espontánea del transmisor, si es lo 

suficientemente intensa y constante como para man

tener hi perpo larizada la membrana muscular en for

ma permanente , provocaría un aumento en la concen

tració n de GABA en el medio externo a las fibras. 

Entonces , la aplicación de bajas concentraciones -

de GABA exó geno produciría la saturación de los re 

ceptores pos t sinápticos para el aminoácido, impi

diendo de es ta forma la contracción muscular . Lo -

cual, como puede verse en los res ultados, no ocurr:ió. 

Si la liberación espontánea de GABA no fue se inten 
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sa y por lo tanto el número de receptores pos tsináE 

tices ocupados fuese pequeño , se esperar ía que el 

efecto antagonista de la picrotoxina y de la bicu-

cul i na fuese relati vamente pequeño, al contrario 

de lo q ue se observó en el presente estudio . 

iii) Si se considera que ambas suhstancias ejercen una 

acción anta gonista del GABA , estrictamente s i nápt~ 

ca , uno esper·aría en pri'.11era instancia, que tuvi e -

sen un mecanismo de acción común y por lo tanto un 

efecto similar. Sin embargo , los resul tados mues -

tran l o contrario, ya q ue la aplicación de difere~ 

tes do s i s de a mbo s alcaloides producen diferentes 

efectos entre s í (figura 8) . La picrotoxina apli -

-5 - 3 cada en concentraciones de 10 a 1 0 M, causa un 

aumento en la respuesta mecánica del músculo abduc 

ter, notoriamen t e menor q ue la pr o ducida por la bi 

cuculina, a plicada en las mismas c o ncentraciones . 

Teniendo corno base las consideraciones y evide ncias -

expresadas anteriormente , e st i mamos que el efecto qu e produ-

cen a mbos alcaloides , e n ausencia de GABA e xó geno sobre la -

contracción d e fibra s de baj o umbral del músculo a bductor del 

acocil , se lleva a cabo, principalmente, mediante un rnecani s -

mo no siná ptico , que al parecer es de d i stinta naturale za p~ 

ra cada uno de ellos. 
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4. Efecto de la picrotoxina y de la bicuculina sobre la res

puesta contráctil en presencia de GABA. 

La aplicación de picrotoxina y/o bicu~ulina a mús 

culos previamente somet idos a soluciones que contenían GABA -

en distintas concentraciones, provocó un efeclo reductor de -

la acción del neuroaminoácido (figura 10). Las curvas dosis-

r espuesta obtenidas para ambas substancias, muestran que su 

acción la ejercen mediante mecanism6s de diferente naturalez~ 

a diferencia de lo reportado por Takeuchi y Onodera (38). La 

picrotoxina (10- 4 y 10- 3 M) revirtió apreciablemente el abati 

miento de la respuesta muscular producido por el GABA, mien

tras que la bicuculina (en las mismas concentraciones) única

mente ejerció un pequeño efecto sobre la misma inhibición de 

la contracción. Estas observaciones concuerdan con las reali 

zadas por Shank y colaboradores (21), en la unión neuromuscu

lar de langosta. 

El efecto antagonista que ejercen los fármacos so 

bre la acción represora de la contracción musc ular provocada 

por GABA (1 0- 4 M), puede atribuirse principalmente a la acción 

no sináptica ya discutida anteriormente. Sin embargo, aun -

cuando la picrotoxina ejerció un efecto de magni tud similar, 

tanto en presencia, como en ausencia de l a minoác ido exógeno y 

la bicuculina causó mayor efecto en ausencia del mismo (figu

ra 11 ); no pu ede descartarse que otro mecanismo de tipo siná~ 
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t i co e s te involu cr ado, t a l como h a sido señalado e n algunos -

r e po r t e s a l bloqueo d e s inápsis Gabaérgica s , por parte de es 

to s compue s to s en n e uronas de mamíferos y f ibras muscular es -

de cru s tác eo s (19 , 20 , 21, 22 , 23). 

A pesar de que la metodología e mpleada, no permi

t ió estab l ec e r claramente la existe ncia de dicho mecanismo si 

nápt i c o , es proba ble q ue e l e f ecto total de s a rro l lado po r los 

do s al ca l oides, s obr e la res pues ta mecánica del músc u lo abduc 

tor, i n volucre tan to a ccio nes no sinápticas c orno sinápticas . 

Estud ios posteriores , en los q ue s e ana licen las 

ob ser vaci on e s ano t ada s anteriormente , permitirán el estableci 

mi e n to pre c is o de l t ipo de mecan ismo particular , po r medio 

de l cua l ej e rcen s u efecto cada u no de los compuestos . Esto 

e s pa r ticularmen t e impo rt a nte, s i tornarnos en c uenta q ue a mbas 

s ubstanc i as constituye n u na h erramienta farmacológica común -

e n el estudio d e di f erentes a s pe c to s de las si ná psis, tan t o -

de inverteb rados como d e v ert ebrado s y su empleo s upone c i er

to conocimiento ac e rca de s us e fe ctos , el cual puede ser impr~ 

c i s o , si no se considera e l tipo d e preparación en l a c ual fue 

ron probados y en la cual será n uti l iza dos . 

Por Último , podernos mencionar l a s s i gu ientes con -

clusiones : 
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i) La picrotoxina y la bicuculina incrementaron la 

respuesta contráctil. del músculo abductor del qu~ 

lípedo de acocil, mediante una acción no sinápt~ 

ca (provocando, al parecer, una inactivación de 

los canales iónicos al K+). Siendo mayor el efec 

to de la bicuculina que el de la picrotoxina. 

ii) Ambos compuestos provocaron un efecto reductor 

de la acción del GABA, sobre la respuesta mecán~ 

ca del músculo abductor, probablemente mediante 

una acción de tipo sináptico. El efecto antago

nista ejercido por cada uno de los fármacos, es

tá mediado por mecanismos de diferente naturalez.a. 

iii) Tanto la metodología experimental empleada, como 

la preparación del músculo abductor del quelípe

do de acocil, resultan ser conve n i entes para el 

análisis farmacológico de compuestos que sean -

agonistas o antagonistas del GABA. 
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