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Rksum un

Se determinan las actividades relativas de los esteres de la colina (formil, acetil, propionil, butiiily 
pentanoilcolina) ensayados en músculo recto abdominal de batracio (Leptoclactyhis ocellatus).

La sensibilidad de diferentes músculos es variable tanto para acetilcolina como para las actividades 
relativas de los otros esteres. Al usar un músculo sin agregar eserina al baño, su sensibilidad aumenta 
progresivamente en los cuatro primeros esteres nombrados, siendo la actividad de pentanoilcolina similar a 
la de propionilcolina.

El valor /<• (definido como razón de la concentración de Aeli y del otro agonista «pie producen igual 
magnitud de respuesta) varía con la sensibilidad propia de cada músculo y se modifica fundamentalmente 
al reobtener las curvas dosis respuesta después de eserinizar el músculo.

Para que /. resulte una medida única de la actividad relativa de dos ésteres se requiere quesean paralelas 
las curvas dosis respuestas de los agonistas que se comparan : en caso contrario, la variabilidad de k puede 
ser considerable.

SüMMAUY

Relative activities of various choline esters (formyl, acetyl, propionyl, butyryl, and pentanoylcholine) 
are tested by bioassay on the rectus abdominis muscle of batracious (Leptodacti/lus ocellatus).

The sensitivity of each muscle varies for acetylcholine as for the relative activities of the other esters. 
Increasing activities of the first four esters and similar activities of pentanoyl and propionylcholine were 
found when assayed on the same uneserinized muscle.

The k valué (ratio dose of acetilcholine and dose of the other agonist giving same response) varies 
> aceording to the sensitivity of each muscle and changes essentially if eserine is added to the bath and the 

dose-response curves are reobtained.

Parallel dose-response curves of both agonistes are required in order to obtain k as a single valué, 
otherwise the variability of k might be considerable.

' Los resultados experimentales de este trabajo fueron parcialmente comunicados en la IIIa. Reunión Internacional de 
la Sociedad Argentina de Farmacología Experimental, Dic. 1970.

! Profesora asociada a cargo de la cátedra, Jefa de trabajos prácticos y Ayudante primera, respectivamente, Departa­
mento de Materias Básicas, orientación Física Biológica Facultad de Agronomía y Veterinaria, Universidad de Buenos Aires.



INTRODUCCION

Las sustancias trasmisoras del sistema nervioso 
y en especial los colinérg'cos manifiestan sus acti­
vidades en concentraciones muy pequeñas; dada 
la sensibilidad de numerosos bioensayos éstos han 
sido empleados para el dosaje de neurotrasmisores 
de acción similar a la acetilcolina (Ach).

Recientemente se han desarrollado métodos de 
cromatografía en fase gaseosa cuya sensibilidad es 

comparable a la de los bioensayos (Jenden et al. 
1968; Hammar et al. 1968; Schmidt et al. 1970); 
no obstante, para dosar las actividades de sustan­
cias del tipo acetilcolina de extractos de tejido 
suele ser preferible recurrir a estos últimos espe­
cialmente para detectar sustancias de composición 
desconocida.

El cuadro 1 presenta una nómina de diversos 
bioensayos para la acetilcolina que utilizan órga-

Cl’AIlliO 1

Sensibilidad para acetilcolina
Bioensayo empleado

Músculo <le Sanguijuela : 

Diplopdella brasiliensis.................................................

Corazón de almeja :

Tapes turgida........................................................................
Venus mercenaria ..............................

Recto de almeja : 

Mercenaria mercenaria .......................................

Corazón de batracio :

Bufo arenarum...................................................................   . .
Leptodactylus occllatus........................................................
Rana temporaria..................................................................

Recto de batracio : 

Leptodactylus ocellatus ... .......................... .............
Leptodactylus pentadactyllux...............................................
Bufo crucifer............................ ..............................................
Bufo ictericus spix......... ................................?................

Ileon de cobayo...........................................................................

Taenia - caeei - del cobayo.......................................................
Esófago del cobayo....................................................................

Estómago humano :

Antro........................................................................................
Corpus............................................................. .......................
Píloro.....................................................................................  .

3.10—8M (1)
3.10-9 M (2)

1.10-9- 1.10-12 (3)
1.10-9 (4)

1.10-6-3.10-9 M (5)

1.1C-" (6)
1.10 6 (6)
1.10-9-1.10-10 (7;

5.10-7-5.10-8 (8)
5.10-8 (8)
1.10-8-7,5.10-8 (8)
1.10-8 (9)

5.10-8 -5.10
2,5 . 10

5.10-8- 1,6 .

-» (8)
~8 (8)
10-8 (8)

1.1C—n.5M (10)
2.10-7 (11)
1.10-7 (11)
5-40 (mg/ml) (12)

0,05 - 0,8 (mg/ml) (13) 
0,1 -0,8 (mg/ml) (13) 
1 - 10 (mg/ml) (13)

Referencias: (1) Xavier, 1940; (2) Valle, 1941 ; (3) Florey, 1967 ; (4) Ladd, 1955 ; (5) Greemberg, 1963 ; (6) Lanari, 1934 ; 
(7) Zapata, 1967 ; (8) Moussatche, 1945 ; (9) Xavier, 1964 ; (10) Schueider, 1957 ; (11) Akubue, 1966 ; (12) Deshpande, 1965 ; 
(13) Bennett, 1966.



nos de invertebrados y vertebrados cuyas sensibili­
dades cubren varios órdenes de magnitud.

Blaber (1961) obtuvo en intestino aislado de 
cobayo sensibilizado con isopropilfosfofluoridato, 
una sensibilidad de 6,25 . 10-ls.

BlRMINGHAN (1961) usando ileon aislado de co­
bayo sensibilizado con Mipafox, logró una sensibi­
lidad de 1 . 10“12.

Brownlee (1963) ensayó por separado el 
músculo longitudinal y el circular del intestino 
del cobayo, encontrando que el longitudinal es mu­
cho más •sensible a la acción de la Ach que el cir­
cular.

Flo’REY (1967) cita como adecuadas para ensa­
yar Ach los siguientes géneros de almejas: Tapes, 
Mya, Cyprina, Ostrea, con una sensibilidad de 
1.10-9 a 1.10’“. SCHNEIDER, Timms (1957) traba­
jando con intestino de cobayo encontraron que las 
concentraciones de acetil, propionil y butirilcoli- 
na para producir respuesta eran respectivamente 
1. 10“6B, 1. 10-‘5 y I. 1O-3 0.

No obstante la gran diversidad de bioensayos 
que dosan Ach y otros esteres de la colina y la 
amplia gama de sensibilidades que los mismos abar­
can, no se encontró en la bibliografía consultada 
iftia sistematización de las actividades relativas de 
homólogos de Ach tales como formil, propionil, 
butiril y pentanoilcolina y de las curvas dosis res­
puesta respectivas relacionadas con la de Ach.

En un intento por obtener esta sistematización 
y determinar las actividades relativas se elig ó pa­
ra el bioensayo una especie única; Leptodactylus 
ocellatus cuyo recto abdominal presenta la conve­
niencia de la reproducibilidad de las respuestas, 
la relajación relativamente rápida y una sensibi­
lidad que permite ensayar soluciones patrones de 
estos fármacos como también de extractos de teji­
dos que los contengan en concentración adecuada.

Las características del recto abdominal de Lep­
todactylus ocellatus hace posible fijar condiciones 
experimentales adecuadas para la obtención de cur­
vas dosis respuesta cuyo estudio comparativo y tra­
tamiento matemático de las funciones que se ob­
tienen son objeto de este trabajo.

Generalmente el recto abdominal de batracio 
usado para dosar Ach y sus ésteres (Chang y Gad- 
dum, 1933: Hanin y Jenden. 1966) es previamen­
te eserinizado.

Con el propósito de determinar las ventajas de 

este método se obtuvieron y compararon las cur­
vas dosis respuesta de los ésteres de la colina en 
presencia y ausencia de eserina.

MATERIALES Y METODOS

Los registros gráficos se hicieron con quimógra- 
fos de avance lento (2 cm por minuto, aproxima­
damente) sobre papel satinado blanco, mediante 
dispositivo inscriptor a tinta.

La palanca inscriptora se dispuso tangencial­
mente, guardando sus brazos una razón de cinco 
aproximadamente.

Al músculo se aplicó una tensión de 800 mg, de­
jándolo en reposo 30 minutos en el baño.

El baño es de 5 cc a temperatura ambiente con 
burbujeo de oxígeno en solución Ringer Batracio 
(6,50 g CINa, 0,30 g C1K, 0,22 g CLCa, 0,35 g CO:! 
H Na. 0,78 g glucosa para un litro de agua).

Las sucesivas dosis de agonistas agregadas al ba­
ño no sobrepasaron el volumen de 100 microlitros, 
aplicadas mediante micro-jeringas Hamilton, regis­
trándose la contracción durante 2 minutos. A con­
tinuación de cada ensayo se lavó 3 veces v se es­
peró 5 minutos hasta el ensayo siguiente.

Para determinar cuantitativamente la potencia­
ción de Ach por efecto de la eserina se procedió 
de la siguiente manera: después de dejar el múscu­
lo durante 30 minutos en solución Ringer sin ese­
rina se obtuvo la curva dosis-respuesta (CDR) con 
unas cuatro dosis crecientes de Ach. Después de 
agregar eserina 1..10-5 como concentración final 
en el baño se esperó 30 minutos repitiendo la ob­
tención de la CDR de Ach con aproximadamente 
otras 4 dosis crecientes convenientemente ajusta­
das a la sensibilidad del músculo bajo estas con­
diciones; se repitió aumentando progresivamente 
las concentraciones de eserina. Se determinó así la 
concentración de eserina que produce la mayor po­
tenciación de Ach.

Con el objeto de estudiar el efecto de la eserina 
sobre la actividad de formilcolina (Fch), propio- 
nilcolina (Pch), butirilcolina (Bch) y pentanoil­
colina (Pech) se procedió en forma análoga. Por 
ejemplo, para la Bch se obtuvieron primero las 
CDR de Ach y Bch (ambas sin eserina) y luego 
las mismas con eserina en sucesivas concentracio­
nes crecientes.



RESULTADOS

La curva dosis respuesta de acetilcolina y su mo­
dificación por efecto de la eserina. La CDR de 
Ach obtenida en solución Ringer sin eserina re­
sulta una curva logarítmica para cierto rango de 
las x como lo indica la Fig. 1.

Su expresión analítica es:

1/a — a log x

donde x es la dosis de Ach y a la pendiente de la 
curva (incremento de la curva para un ciclo de 
la escala logarítmica).

Eu esta expresión se considera que la CDR pasa 
por el origen x = 1; para una expresión más ge­
neral habrá que tener en cuenta la ordenada al 
origen h' que por conveniencia se escribirá:

h' = a log h
de donde:

h = antilog a

1O

--------------- 1--------- 1----- 1—i i iiii-------------- 1—
1 2 4 6 8 <O 20

Fig. 1. — Efecto potencia dor de la eserina : la curva de Ach 
se desplaza hacia Ja izquierda

resultando:
?/a = « log (7i . x)

En presencia de eserina la curva se desplaza a la 
izquierda manteniéndose paralela a la anterior. 
El efecto más pronunciado se obtuvo con 2.10-5 
a 4.10'5 de eserina.

Un aumento ulterior de la concentración de ese­
rina no acentúa la potenciación, sino la disminuye.

Cuando se tienen dos CDR de Ach sin y con ese­
rina se ¡Hiede calcular la potenciación que es la 
razón de dos dosis que producen igual magnitud 
de respuesta.

dosis de Ach sin eserina en el baño 
dosis de Ach con eserina en el baño

Como las curvas tienen igual pendiente este valor 
K es único, cualquiera sea la respuesta conside­
rada.

La curva obtenida en presencia de eserina es:

Ya = a log (K h x)

El factor K es mayor que la unidad y varía para 
cada músculo. En trece experiencias se obtuvo eji 
promedio una potenciación:

K = 5,1 + 2,5

Excepc’onalmente, el valor K puede ser incluso- 
mayor que 20.

Efectos de la eserina sobre otros esteres de la co­
lina. Las respuestas de los otros esteres prácticamen­
te no son potenciadas con eserina (Fig. 2 y 3). El 
valor K' correspondiente, definido en forma aná­
loga al K es menor que 2 y generalmente se man­
tiene próximo a la unidad para concentraciones de 
eserina comprendidas entre 10"4 y 10-5.

La concentración de eserina que produce la má­
xima potenc ación de Ach, con frecuencia, no coin­
cide con la concentración que produce la mayor 
potenciación del otro éster.

En la mayoría de los ensayos realizados sin ese­
rina. la CDR de Ach está a la derecha de la de Bch 
(Fig. 2), si se expresan las dosis de los agonistas 
en moles . 10-0. Agregando eserina al baño y vol­
viendo a obtener ambas CDR. la Ach puede resul­
tar aproximadamente equipolente a Bch (Fig. 2).



* Ach sin eserina
* Ach con eserina
o Bch sin eserina 
■ Bch con eserina

4 2 4 Q 8 zo 4o Go 8o nX

Fig. 2 — El efecto potenciador de la eserina se manifiesta cla­
ramente en el desplazamiento en la curva de Ach, no así en 
la de Bch.

Ach sin eserina 
Ach con eserina 
Pch sin eserina 
Pch con eserina

Fig. 3. — La mayoría de las CDR de Pch resultan pai alelas 
a la de Ach. La Pch no es potenciada por efecto de la eseiiua

Fig. 4. — Actividades relativas de : a, Fch : b, Pch y Bch ; c, Pech respecto de Ach. El orden en que se obtienen las CDR. 
trabajando con el mismo músculo, no afecta sus posiciones relativas



La fig. 3 muestra una experiencia con Ach y Pch 
en la que, después de agregar eserina, la Ach re­
sulta más activa que Pch contrariamente a lo que 
ocurría antes de agregar eserina.

Actividades relativas. Las curvas de la fig. 4 re­
presentan los resultados de tres experiencias en las 
cuales se comparan las actividades de Ach con los 
otros esteres: Fch (fig. 4 a), Pch y Bch (fig, 4b) 
y Pech (fig. 4 c).

Cuando se obtienen dos o más CDR en el mismo 
músculo las posiciones relativas no dependen del 
orden de obtención de las mismas.

Al ensayar Ach y otro éster de la colina se ob­
tienen CDR que pueden o no ser paralelas. En el 
caso de curvas paralelas, la razón de dos dosis que 
dan igual magnitud de respuesta es constante y no 
varía con la respuesta.

En símbolos:

(1) .'/a = a log (hx)

es la expresión que corresponde a la CDR de Ach.

(2) yv = a log (/<.<■')

es la expresión que corresponde a la CDR de Pch 
con x' = dosis de Pch; x' se obtiene por simple 
multiplicación de x por una constante k que es 
la razón de dos dosis de Pch y de Ach, expresadas

f—I- 4-1--------- +------ I---- 1--- (-- | | | El--------- 1------ 1----------------------
4 G 6 O 20 43 GO 60 400 n/r\

Fig. 5. — En el 80°/o de los casos las CDr de Ach no resultan 
paralelas : k varía con el nivel de respuesta

en nM (moles .10 9), que producen igual magni­
tud de respuesta.

dosis de Ach 
dosis de Pch

y por consiguiente la expresión (2) resulta: 

yp = a log (khx)

En la mayoría de las experiencias las CDR de Ach 
y Bch no son paralelas (Fig. 5) ; por consiguiente 
pueden obtenerse diversos valores de k según sea 
la magnitud de la respuesta considerada.

La fig. 6 representa la variabilidad de k de 30 
experiencias en que se comparan las CDR de Ach 
y otros esteres, a saber: 4 con Fch, 6 con Pch, 15 
con Bch y 5 con Pech. Los extremos de los seg­
mentos representan los valores de k obtenidos de 
dos pares de respuestas iguales que difieren en 
30 mm. La longitud del segmento es tanto mayor 
cuanto más difieren las pendientes. Cuando el seg­
mento se reduce a un punto, el valor de k es único 
por provenir de CDR paralelas.

De la observación de los valores de k se infiere 
que la Fch es la menos activa podiendo ser entre 
3 y 10 veces menos activa que Ach. Los otros este­
res Pch, Bch y Pech tienen actividades relativas 
comprendidas entre 1 y 10, es decir, pueden llegar 
a ser hasta 10 veces más activas que la Ach. Ex­
cepcionalmente se obtuvieron valores de k aún 
mayores, como en el caso de Bch.

No obstante la superposición de actividades re­
lativas que se obtienen al comparar los valores de 
los tres grupos de experiencias de Pch, Bch y 
Pech. puede decirse que, ensayando en un mismo 
músculo consecutivamente tres de los ásteres (Ach, 
Pch y Bch) se obtienen actividades progresivamen­
te crecientes en ese orden (Fig. 4b) y la acción 
de Pch es similar a la de Pech.

DISCUSION

Las experiencias permiten apreciar la sensibili­
dad variable de cada músculo para Ach como así 
también para otros ésteres de colina (Fig. 4) .-Las 
concentraciones finales de los agonistas en el baño 
sin eserina son de la misma magnitud que las 
empleadas en experiencias análogas con recto ab­
dominal de Rana pipicns (WlEDER, trabajo inédi-



Fig. 6. — Variabilidad de 1c, actividad relativa de Ach respecto de otros esteres. Los extremos de los segmentos representan 
los valores de k de dos pares de respuestas iguales que difieren en 30 mm

to) con el que se detectan en el baño aprox. 0,1 
nM/ml con eserina y 0,5 nM/ml sin eserina.

Los segmentos de las Fig. 6 permiten apreciar­
las variaciones de la sensibilidad relativa y su va­
riabilidad en cada experiencia. Fueron representa­
dos en escala logarítmica con vista a su compara­
ción con valores obtenidos de experiencias reali­
zadas en íleon de cobayo (trabajo en preparación).

Cuando se realizan bioensayos en músculo es­
triado con el propósito de expresar en “equiva­
lentes de Ach” la actividad de un extracto de teji­
do se suele comparar una respuesta originada por 
un volumen fijo del extracto con una o dos res­
puestas aproximadamente iguales de Ach.

El inconveniente de este método reside en el he­
cho de que si se repite la determinación refirién- 



¿ola a una respuesta de distinta magnitud se ob­
tiene generalmente un resultado diferente debido 
a que las CDR respectivas tienen distintas pen- 
d'entes.

Las expresiones matemáticas presentadas permi­
ten un estudio cuantitativo del efecto simultáneo 
de dos ásteres de la colina cuyo sinergismo en 
músculo estriado es objeto de un trabajo posterior.

CONCLUSIONES

En los ensayos con recto abdominal de Lepto- 
dactylus ocellatus sin eserina las actividades rela­
tivas de Ach, Pch, Bch y Pech son del mismo or­
den de magnitud y pueden expresarse mediante un 
factor k que es la razón de la dosis de Ach y la 
dosis del otro éster considerado, que producen igual 
magnitud de respuesta.

El valor k de Pch, Bch y Pech varía de 1 a 10 
lo que indica actividades que pueden variar desde 
igual a Ach hasta 10 veces mayores. Fch, en cam­
bio, es menos activa que Ach pudiendo ser de 3 
a 10 veces menos activa. Ensayadas en un mismo 
músculo las actividades relativas guardan un or­
den creciente: Fch, Ach. Pch y Bch; la actividad 
de Pech es similar a la de Pch. Cuando las CDR 
tienen igual pendiente, k es único cualquiera sea 
la magnitud de la respuesta. En caso de pendientes 
distintas la variabilidad de k puede llegar a ser 
muy considerable dependiendo de dichas pendien­
tes y de las respuestas que se elijan para determi­
narlas. Generalmente, aunque no siempre, es ma­
yor la pendiente de la CDR correspondiente a la 
sustancia más activa.

La potenciación que sufre Ach con eserina es 
marcadamente superior a la experimentada por los 
otros esteres.
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