
N ° 24 Arch. Biol. Med. Exper. 1:216-219, 1S64 

E S T Ú D I O D E L A R E L A C I O N E N T R E L A C O N C E N T R A C I O N Y E L E F E C T O D E 

A L G U N O S F A R M A C O S D E P R E S O R E S D E L A C O N D U C C I O N S O B R E L O S P O -

T E N C I A L E S D E A C C I O N D E F I B R A S N E R V I O S A S A I S L A D A S 

Study of the concentration - effect relationship of some conduction blocking drugs 

upon action potentials of the desheathed nerve preparation. 

SERGIO GUERRERO 

Department of Pharmacology, University of Edinburgh, Great Britain (*) 

R c c i b i d o para su pub l icac ión el 3 0 de Oc tubrc de 1 9 6 4 

H E S U M E N 

Se estudia el efecto de diversas substancias que inhiben la conducción 
nerviosa sobre los potenciales de acción de nervios desprovistos de la vaina de 
tejido conjuntivo. Se utilizo el nervio ciático de rana, que era colocado en una 
câmara cerrada, después de haber extraído el perineurio cuidadosamente bajo 
microscópio, los electrodos de estimulación y de registro, colocados sobre el con­
junto de fibras nerviosas, podían ajustarse desde el exterior. La estimulación 
se hacía con intensidad supramáxima y los potenciales de acción eran registra­
dos en un osciloscopio. 

Los fármacos que se estudiaron, clorhidrato y trimetiíyoduro de procaí-
na, alcohol bencílico y saligenina, eran colocados en contacto con la preparación 
y su acción se valoro en relación a los câmbios de voltaje de los potenciales de 
acción. Se demostro que existe una relación lineal entre la disminución dei vol­
taje y el logaritmo de la concentración de estos fármacos. Se estableció igual­
mente la relación de actividad entre ellos y se encontro que la forma catiónica 
de la procaína es la más activa, mientras que los otros muestran una actividad 
mucho menor. 

INTRODUCCIÓN 

Desde los trabajos de Bennet et al. ( 1 ) , 
diversos autores han utilizado la prepa­
ración de nervio ciático de batracio para 
estudiar cuantitativamente el efecto de 
fármacos que bloquean la conducción dei 
impulso nervioso (2, 3, 4 ) . Estos estúdios 
se han basado en los trabajos electrofisio-
lógicos de Gasser y Erlanger ( 5 ) , quie-
nes mostraron que los potenciales de ac­
ción que pueden registrarse en un oscilos­
copio de rayos catódicos, dan una indica-
ción de la actividad de un nervio perifé-
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rico. Todos los investigadores que han 
utilizado este método están de acuerdo 
en considerar que la corriente de acción 
registrada desde un nervio es la resultan­
te de los câmbios eléctrieos que ocurren 
en cada una de Ias numerosas fibras que 
lo componen, y que la disminución del 
voltaje de estos potenciales de acción se 
asocia al bloqueo de la conducción en ese 
nervio. Según los autores citados (1, 2, 
3, 4 ) , la magnitud de los câmbios de vol­
taje que se registran desde un tronco ner­
vioso aislado en contacto con fármacos 
que deprimen la conducción, es la conse-
cuencia de la penetración y dei efecto que 
ellos producen en la membrana celular o 
en el axoplasma y que la disminución dei 
potencial de acción es función de la con­
centración dei fármaco y dei tiempo que 
este permanece en contacto çon la fibra 
nerviosa. 
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En los trabajos mencionados se han uti­
lizado nervdos ciáticos de rana intactos, 
preparación que tiene el inconveniente, 
senalado por Bennet et al. ( 1 ) , de que Ias 
envolturas externas constituyen una ba-
rrera física para la entrada dei anestésico, 
circunstancia que dificulta la determina­
tion de Ias concentraciones mínimas efec-
tivas en contacto con la fibra. Con el ob­
jeto de evitar este inconveniente, hemos 
utilizado troncos nerviosos desprovistos 
de su vaina de tejido conjuntivo, de tal 
manera que los fármacos en estúdio eran 
colocados directamente sobre fibras des­
nudas y disociadas en ramilletes. 

Con este método se estúdio la relation 
entre la concentration y el efecto de Ias 
siguientes substancias: clorhidrato de pro­
caína, trimetilyoduro de procaína, alcohol 
bencílico y saligenina (salitil-alcohol), 
así como también la relation de actividad 
entre estos fármacos. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Se utilizaron nervios ciáticos de ranas ("Ra­
ma pipiens y Rana temporária), los que fue-
ron disecados desde la columna vertebral, en 
una extension de 4 a 6 cm y colocados en so-
lución de Ringer. La envoltura de tejido con­
juntivo de los troncos nerviosos fue extraída 
cuidadosamente bajo microscópio con ayuda 
de pinzas finas. La preparación así obtenida 
era mantenida en reposo en solución de Rin­
ger a temperatura ambiente durante 2 a 4 
horas antes de realizar los experimentos. 

El conjunto de filetes nerviosos desnudos 
fue atado en sus extremos con hilo de seda 
y colocado en una câmara transparente de 
material plástico, herméticamente cerrada y 
saturada de humedad. Tanto los electrodos 
de estimulación como los de registro eran de 
platino, construídos de tal manera que podían 
ser movidos y ajustados desde el exterior de 
la câmara. Los electrodos de estimulación 
eran conectados a un estimuladpr mediante 
un transformador de aislación. Uno de los 
electrodos de registro estaba conectado a la 
entrada dei preamplificador de un oscilosco-
pio Tektronix, mientras que el otro estaba 
unido a tierra a través de un calibrador. 

La preparación era estimulada con intensi-
dad ligeramente supramáxima con pulsos de 
0,4 mseg de duración y con una frecuencia 
de 1 pulso por seg. La frecuencia de estimu­
lación era comandada por un oscilador Sie­
mens Tipo R 2125 conectado al estimulador. 

El calibrador permitia introducir en la 
pantalla dei osciloscopio una serial con la cual 
se podia medir en milivoltios los potenciales 
de acción y fotografiarlos mediante una câ­
mara Cossor adosada a la pantalla. La altu­
ra de los potenciales de acción era registra­
da antes de colocar el fármaco, 1 minuto 
después de agregado y luego cada 5 min por 
un período de 15 a 20 minutos. 

Las substancias eran colocadas en contacto 
con un pequeno segmento de la preparación 
ubicado entre los electrodos de estimulación 
y de registro, en una depresión dei bloque 
de parafina sólida donde estaba colocado el 
nervio. Una vez registrado el efecto, se lavaba 
la preparación con solución fisiológica y se 
esperaba 20 a 35 minutos hasta la recupera-
ción completa de la actividad eléctrica ini­
cial antes de practicar una nueva prueba. Se 
incluyeron en los resultados sólo aquellas 
pruebas en que de este modo se consiguió 
una recuperación completa dei voltaje. Cada 
preparación fue usada en no más de 6 prue­
bas. Todos los fármacos fueron disueltos en 
solución de NaCl al 0,9% (pH 6,8-7,2) y los 
experimentos fueron realizados a la tempera­
tura ambiente ( 1 7 - 2 3 ° C ) . 

El efecto de Ias substancias estudiadas fue 
expresado en porcentaje de disminución dei 
voltaje con respecto al inicial, 10 minutos 
después de su agregación. 

RESULTADOS 

En la Fig. 1 se muestra un ejemplo de 
la acción de 2 (Amoles de clorhidrato de 
procaína sobre un manojo de fibras ais-
ladas dei nervio ciático de rana. En ella 
puede observarse que el voltaje vuelve a 
su magnitud inicial después de remover 
la procaína y de lavar convenientemente 
la preparación. 

Los resultados obtenidos con cada una 
de Ias concentraciones en Ias 4 substan­
cias estudiadas se expresaron en porcen-
tajes de disminución dei voltaje con res­
pecto al observado inicialmente. 

Las concentraciones efectivas mínimas 
encontradas fueron Ias siguientes, expre-
sadas en umoles/ml: clorhidrato de pro-

FlG. 1 . Efec to de la agregación de procaína HC1 (2\iM/ 
m l ) a un m a n o j o de fibras aisladas dei ciático de rana. 
En A . potencial de acción antes de colocar el anesté­
sico. En B . C , D , registro en presencia de procaína 
( fo togra f i a s cada 3 m i n u t o s ) . En E , F, G y H , p o ­
tenciales de acción fo togra f i ados cada 5 minu tos des­
pués de lavar. Se observa la recuperación de la activi­

dad. 
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FIG. 2. Re lac ión entre la concent rac ión local y el efc-c-

to de dist intos fármacos de acción depresora de la c o n ­

ducc ión . apl icados sobre m a n o j o s de fibras aisladas dei 

nervio ciático de rana. En Ias abscisas. concent rac ión en 

^ m o l e s / m l . En Ias ordenadas, d i sminuc ión dei vo l t a ­

je dei potencia l de acción con respecto al inicial. P, 

c lorh idra to de p roca ína : A B , a l coho l benc í í i co : S. sa-

ligenina y M P , t r imc t í l yodu ro de procaína . 

caína: 0,5; alcohol bencííico: 5,0; salige­
nina: 10,0 y trimetilyoduro de procaína: 
20,0. 

Corno se puede observar en la Fig. 2, 
en la cual Ias ordenadas representan el 
efecto y Ias abscisas en escala logarítmi-
ca la concentración micromolar, Ias cua-
tro drogas presentan una relación lineal 
entre el porcentaje de disminución dei 
voltaje y el logaritmo de la concentración, 
aún cuando tienen entre sí diferente ac­
tividad. En efecto, el clorhidrato de pro­
caína fue el más activo y su derivado tri-
metilyodado, que contiene un N cuater-
nario en su molécula, fue mucho menos 
activo, siendo su actividad relativa de 
1/30 con respecto al clorhidrato. Asimis-
mo, se observa que la saligenina y el al­
cohol bencííico, compuestos que son eléc-
tricamente neutros, tienen una actividad 
dei orden de 1/20 de la que muestra el 
clorhidrato de procaína. 

DISCUSIÓN 

Los resultados de la presente investiga-
ción muestran que la ausência de la en-
voitura de tejido conjuntivo (epineurio y 
perineurio) determina un aumento en la 
sensibilidad de este método de acuerdo a 
lo sostenido por Krnjvle ( 6 ) . Así, mien-
tras otros autores (1) encuentran que la 
concentración efectiva mínima para la 
procaína en la preparación de nervio in­

tacto es de 1 a 1,5 u-M/ml, en nuestros ex­
perimentos la concentración mínima efec­
tiva de esta substancia fue de 0,5 uM/ml. 

La acción anestésica del alcohol bencí­
íico había sido estudiada por Macht (7) 
en el animal entero (córnea del conejo, 
piei de rana y nervio ciático de rana in 
situ) y en la mucosa bucal de seres hu­
manos. Este autor encontro efecto anesté-
sico local con soluciones al 1 %, o soa, con 
92,3 uM/ml. Con nuestra preparación, 
constituída por haces de fibras nerviosas 
de un nervio mixto, hemos encontrado 
una concentración efectiva mínima de 5 
uM/ml, mientras que concentraciones de 
1 mM/ml y superiores a ésta, produjeron 
un efecto irreversible. 

Con respecto a la acción de la saligeni­
na como bloqueador de la conducción ner-
viosa, ésta había sido demostrada en pre-
paraciones in situ por Hirschfelder et al. 
en 1920 ( 8 ) , pero no en este tipo de prue-
ba. 

Nuestros resultados son concordantes 
con los descritos por Jefferson (3) para 
la xilocaína en el nervio ciático intacto de 
rana, en cuanto a la relación lineal exis­
tente entre el logaritmo de la concentra­
ción y el efecto. 

Aun cuando la presente investigación 
no fue proyectada para aclarar aspectos 
dei mecanismo de acción de fármacos que 
deprimen la actividad eléctrica de Ias fi­
bras nerviosas, la relación de actividad 
entre Ias substancias estudiadas indica 
que, en nuestras condiciones experimen-
tales, la mayor actividad está presente en 
aquellos agentes cuya molécula se disocia. 
Así, la actividad del alcohol bencííico y 
de la saligenina, substancias que son eléc-
tricamente neutras, es de 1/20 de la dei 
clorhidrato de procaína. Del mismo modo, 
nuestros resultados establecen claramen­
te que la forma de la procaína que pre-
senta mayor actividad es la ionizable y 
cargada positivamente, por cuanto el tri-
metilyoduro, compuesto cuaternario no 
ionizable presentó una actividad 30 veees 
menor que el clorhidrato. Estos heehos 
confirman Ias experiências de Ritchie y 
Greengard ( 9 ) , quienes demostraron en 
pruebas in vitro con fibras amielínicas 
del nervio vago dei conejo que la forma 
activa de varias substancias bloqueado-
ras de la conducción dei impulso nervioso 
es la parte de la molécula cargada positi­
vamente. 
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SUMMARY 

Some authors have shown that local 
anesthetics produce a decrease in voltage 
of the action potentials recorded from 
isolated axons, this effect being quanti­
tatively related to the activity of the 
drug. In the present paper the effect of 
different substances have been studied, 
but instead of intact isolated nerves, 
desheathed nerve preparations were used, 
allowing a direct contact of the drug 
with the bundles of fibers. 

Sciatic nerves of frogs of both sexes 
(rana temporária and rana pipiens) were 
used. The connective-tissue sheath was 
carefully stripped off under microscope 
and the preparation was placed in a closed 
perspex chamber. 

The stimulating and recording plati­
num electrodes could be adjusted from 
outside the chamber and were kept in the 
same position during all the experiment. 

Square waves just of supramaximal in­
tensity of 0.4 msec duration at a rate of 
1 per sec were used for stimulation. The 
action potentials were measured either 
directly on the screen of a Tektronix 
oscilloscope or on the photographed re­
cords, before and after the drug action. 

Each preparation was used for 4 to 6 
determinations, by washing the drug out 
and waiting for the complete recovery of 

the action potential voltage before adding 
a new drug. The minimum effective con­
centrations for procaine hydrochloride, 
procaine methiodide, benzyl alcohol and 
saligenin at pH 6.8 - 7.2 were initially 
determined, and then the dose-response 
relationship for these drugs was also' de­
termined. The results, expressed as per 
cent of voltage decrease after ten minu­
tes of exposure to these local anaesthe­
tics are shown in figure 2. It was shown 
that there is a linear relationship bet­
ween the drug concentration logarithm 
and the per cent decrease of action po­
tentials. Procaine hydrochloride was the 
most active of the drugs tested, while 
procaine methiodide was about 30 times 
less active than the former. Benzyl al­
cohol and saligenin activity were about 
1/20 that of procaine HC1. These results 
indicate that electrically neutral substan­
ces are less active in depressing the ac­
tion potencial of the nerve. 
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