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ABSTRACT  

The Central Nervous System of the Cuban land snail Zachrysia guanensis   has been 

considered a suitable model for electrophysiological and pharmacological studies. 

Previous results demonstrated that central  neurons of the suboesophageal mass of Z. 

guanensis  show mainly nicotinic characteristics although some of the cells show both 

characteristics (muscarinic and nicotinic). The main aim of the present work is to 

determinate if the cholinergic receptors that participate in the synaptic transmission in 

these cells show similar properties than those described for the somatic receptors of this 

specie. There were used conventional  electrophysiological techniques for the 

intracellular recording, microiontophoretical application and electrical nerve 

stimulation. There were evoked mainly biphasic responses to nerve stimulation although 

excitatory responses were rarely recorded. Different evidences support the cholinergic 

nature of these responses. The data obtained by perfusing anticholinergic compounds 

indicated that these receptors present “mixed” ( muscarinic and nicotinic) 

characteristics. These results are in agreement with the data reported for somatic 

receptors of Zachrysia and Helix neurons.  It is concluded that synaptic receptors of 

Zachrysia neurons have several pharmacological peculiarities as compared with those of 

the vertebrates. 
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RESUMEN 

El Sistema Nervioso Central del molusco Zachrysia guanensis, especie endémica de 

nuestro país, ha constituido un modelo útil para diferentes estudios electrofisiológicos y 

farmacológicos. Resultados previos indican la existencia de receptores somáticos 

colinérgicos con características fundamentalmente nicotínicas además de mixtas 

(nicotínicas-muscarínicas) presentes en neuronas de la masa subesofágica de este 

molusco. El objetivo del presente trabajo consistió en determinar si los receptores 

colinérgicos que intervienen en la transmisión sináptica por estimulación de aferentes 

nerviosas de neuronas centrales de Zachrysia guanensis presentan propiedades análogas 

a las anteriormente descritas para los receptores somáticos de esta especie. Se emplearon 

técnicas de registro intracelular con aplicación ionoforética de acetilcolina o 

estimulación de nervios que emergen de su masa subesofágica. El equipo 

electrofisiológico de registro y estimulación era convencional. Los experimentos se 

realizaron en células centrales del ganglio parietal derecho y visceral de la masa 

subesofágica de este molusco. La estimulación de los nervios provocaba en las células 

estudiadas respuestas predominantemente de tipo bifásico, apenas se detectaron 

respuestas exclusivamente excitatorias. Diferentes evidencias experimentales sugieren la 

naturaleza colinérgica de estas respuestas. El empleo de antagonistas muscarínicos y 

nicotínicos mostró el carácter ¨mixto¨ de estos receptores, lo cual resulta concordante 

con lo reportado para los receptores extrasinápticos de Zachrysia y otras especies de 

moluscos. Los resultados obtenidos nos permiten afirmar que los receptores sinápticos 

de tipo mixto presentes en células de Zachrysia presentan determinadas peculiaridades 

farmacológicas que los distinguen de los de vertebrados y que resultan concordantes con 

la descripción de los somáticos presentes en neuronas de Zachrysia y Helix. 
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 INTRODUCCION

 

El Sistema Nervioso Central (SNC) de Zachrysia guanensis, especie de molusco 

endémica de nuestro país, ha sido una preparación de gran utilidad en la caracterización  

farmacológica de nuevas sustancias obtenidas a partir de fuentes naturales. En tal 

sentido, han sido reportados diferentes compuestos capaces de ejercer acciones 

antagonistas sobre los receptores colinérgicos y glutamatérgicos presentes en estas 

neuronas (Garateix et al., 1992 , Más  et al., 1989). 

Investigaciones previas en la caracterización farmacológica de los receptores 

colinérgicos somáticos presentes en neuronas centrales de esta especie mostraron que las 

células estudiadas presentaron características fundamentalmente ¨nicotínicas¨ aunque 

además, fueron detectadas células con características de tipo muscarínico y nicotínico a 

las cuales se les ha denominado ¨mixtas¨, que resultan  similares a las descritas en el 

SNC de Helix (Martínez Soler et al., 1983, Más 1980) y en otras especies de 

invertebrados (Lapied y Hervé, 1990, Shirvan y Pollard, 1991). Sin embargo, no habían 

sido estudiadas las características farmacológicas de los receptores colinérgicos que 

intervienen en la transmisión sináptica al estimular las propias aferentes nerviosas de la 

masa subesofágica. De tal forma, los experimentos que se describen a continuación 

fueron realizados con el objetivo de caracterizar farmacológicamente a los receptores 

colinérgicos sinápticos  presentes en neuronas centrales de Zachrysia guanensis y 

determinar si presentan características similares a las descritas para los somáticos así 

como ampliar la caracterización farmacológica de éstos. 

 

 



 

 

 
 

MATERIALES Y METODOS 

 

Los experimentos fueron realizados en el SNC aislado del molusco gasterópodo 

Zachrysia guanensis. La disección fue realizada siguiendo la metodología descrita en 

artículos precedentes (Martínez Soler et al., 1978, 1983). Se emplearon técnicas de 

registro intracelular con aplicación ionoforética de acetilcolina (AC) o estimulación de 

nervios que emergen de la masa subesofágica de este molusco. El equipo 

electrofisiológico de registro y estimulación era convencional. Los nervios empleados: 

intestinal y palial derecho e izquierdo fueron estirados y montados sobre electrodos 

bipolares de plata y cubiertos en ese punto con aceite mineral para evitar la desecación. 

La aplicación ionoforética de AC se realizó empleando micropipetas con características 

similares a las de registro intracelular, llenas de cloruro de acetilcolina 1 M. A éstas se 

aplicaron pulsos rectangulares de 30 V, y duración variable en el rango de 10-200 ms. 

Para la estimulación de los nervios se emplearon estos mismos parámetros excepto la 

duración que fluctuó en un rango entre 1-10 ms. 

Para la adquisición y almacenamiento de los datos se empleó una computadora NEC-PC 

9800 y el programa CEREBRO (ECISOFT). 

Según los requerimientos experimentales se emplearon soluciones de sulfato de 

atropina, bromuro de hexamatonio, triyoduro  de gallamina y dihidroclorhidrato de   

pirenzepina (SIGMA) en concentraciones  entre 0.1-1.5 mM preparadas en suero para 

molusco. 

Todas las soluciones eran añadidas al baño que rodea a la preparación  en un volúmen 

máximo de 200 µl con una pipeta y a una concentración tal que al ser perfundida en el 

baño de 1 ml alcanzara la concentración deseada.  



El tiempo máximo de aplicación de estos compuestos fue de 30 minutos, y durante ese 

período se controlaba  la respuesta a la estimulación cada 3 minutos.  La amplitud de la  

 

fase excitatoria e inhibitoria de la respuesta se medía y comparaba con la respuesta 

control  La reversibilidad de los efectos por acción del lavado fue evaluada en un  rango 

de hasta 30 minutos. 

Para la construcción de la curva dosis-respuesta de los compuestos ensayados, la 

amplitud de la despolarización inducida durante la fase excitatoria de la respuesta se 

expresaba como la media en % con relación al control ± error estándar. El componente 

inhibitorio fue excluído de este análisis debido a que era muy variable y los cambios en 

la actividad espontánea de las células podían dificultar la medición de su valor real. El 

procesamiento estadístico se realizó por el test ¨t  student¨ en los casos requeridos. Las 

diferencias eran consideradas significativas para p < 0.01. 

Se  efectuaron un total de 47 experimentos en los cuales se analizaron los efectos de los 

antagonistas colinérgicos sobre las respuestas evocadas por estimulación de los nervios 

o microaplicación de acetilcolina en neuronas centrales de Zachrysia guanensis. 

 

RESULTADOS 

 

Los registros que referimos en el presente trabajo se realizaron en neuronas centrales de 

los ganglios parietal derecho y visceral de la masa subesofágica de Zachrysia guanensis. 

Estas neuronas presentan respuestas fundamentalmente de tipo bifásico consistente en 

una rápida despolarización y excitación seguida de una inhibición temporal de la 

actividad espontánea, de mayor latencia y duración que generalmente coincidía con una 

hiperpolarización de la membrana, ante la estimulación de los nervios intestinal y palial 

derecho e izquierdo. Sólo en aproximadamente un  11 % de las células estudiadas 



(n=35) se encontró que la estimulación de los nervios provocaba solamente 

despolarización y excitación neuronal. No se observaron diferencias en las 

características de las respuestas evocadas por la estimulación de cada uno de los nervios, 

ni por el efecto de diferentes antagonistas sobre éstas, por lo que sólo ilustramos los 

resultados obtenidos para el nervio palial derecho, los cuales resultaron similares a los 

obtenidos con los restantes. 

La combinación de diferentes tipos de antagonistas colinérgicos de naturaleza 

muscarínica y nicotínica nos permitió realizar la caracterización farmacológica de los 

receptores sinápticos presentes en estas células y detectar el predominio de receptores de 

tipo ¨mixto¨.  La fig.  1 muestra la naturaleza mixta de una neurona de la zona central 

del ganglio parietal derecho de este molusco ante la estimulación del nervio palial 

derecho y la aplicación de antagonistas muscarínicos y nicotínicos como atropina y 

hexametonio  a concentraciones de 1.5 y 1.8 mM respectivamente.  Nótese como la 

perfusión de atropina  produce un bloqueo parcial de la respuesta. El  lavado repetido de 

la preparación con solución extracelular posibilitó una recuperación parcial de la 

respuesta original. La perfusión de hexametonio en la propia célula produjo un bloqueo  

total de la respuesta que resultó parcialmente reversible con el lavado. Estos resultados 

fueron observados en 10 de un total de 11 células estudiadas. 

Se realizó una serie experimental con el uso de dos antagonistas muscarínicos: 

pirenzepina y gallamina para evaluar posible selectividad en su acción sobre los 

receptores sinápticos colinérgicos. La figura 2 muestra un experimento de este tipo en el 

que se observa cómo la combinación de ambos antagonistas en una misma célula 

produce efectos inhibitorios similares. Resultados análogos se obtuvieron en el total de 

células estudiadas (n=6).  

Con el propósito de enriquecer la caracterización farmacológica de los receptores 



colinérgicos somáticos presentes en este molusco, realizada por el colectivo de Martínez 

Soler  (Martínez Soler et al., 1978, 1983) se realizó un grupo de experimentos en los que 

se compararon los resultados obtenidos con el empleo combinado de gallamina y 

pirenzepina  sobre las respuestas evocadas por estimulación de los nervios, con relación 

a  

las obtenidas por aplicación ionoforética de AC.  Como se ilustra en la figura 3 el efecto 

antagonista ejercido por la pirenzepina sobre ambos tipos de respuestas no mostró 

diferencias significativas desde el punto de vista estadístico. Resultados análogos fueron 

obtenidos con la gallamina. Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas 

en cuanto a los valores de inhibición de las respuestas producidas por la acción de los 

dos antagonistas estudiados. 

DISCUSION 

 

La estimulación de los nervios intestinal y palial derecho e izquierdo en neuronas de la 

zona central de la masa ganglionar subesofágica de Zachrysia guanensis provocaba 

respuestas en las que el patrón predominante lo constituía el denominado tipo ¨bifásico¨ 

compuesto por una despolarización y excitación seguido de un período inhibitorio 

posterior, apenas se detectaron respuestas exclusivamente excitatorias y no  aparecieron 

de tipo únicamente inhibitorio.  

Un aspecto de interés lo constituyó la similitud en el tipo de respuesta evocada por la 

estimulación de los diferentes nervios. No han sido realizados estudios acerca de las 

conexiones sinápticas de estas neuronas,  sin embargo,  la similitud en los tipos de 

respuesta, en el efecto de diferentes antagonistas y el hecho de que se encuentran 

localizadas en una zona específica de la masa subesofágica, sugiere la posibilidad de 

que estas células envíen directamente o a través de  una/s interneurona/s comunes, 

ramificaciones a los mismos nervios. Investigaciones realizadas con otros moluscos 

gasterópodos (Ierusalimsky  y Zakharov, 1994) empleando la técnica de tinción 

retrógrada a través de varios nervios que emergen de la masa subesofágica demostraron  

que los nervios paliales que emergen de los ganglios parietales inervan zonas del cuerpo 



diferentes a las que inerva el  nervio intestinal que parte del ganglio visceral. Como 

trabajamos tanto con neuronas parietales como viscerales es de suponer que envíen 

ramificaciones por nervios diferentes,  por lo que la posibilidad  de la existencia de 

una/s interneurona/s comunes nos parece la más probable. 

Con el propósito de caracterizar los receptores que intervienen en la transmisión  

sináptica de estas células centrales de la masa subesofágica de Zachrysia guanensis se 

realizaron experimentos con antagonistas de tipo muscarínico y nicotínico. El efecto 

inhibitorio ejercido por estos compuestos sobre ambos componentes de la respuesta 

bifásica, unido al hecho de que la acción bifásica observada por microaplicación de AC 

es muy similar a la activación sináptica de estas neuronas por estimulación eléctrica de 

los nervios (criterio de identidad) permite proponer a la AC como posible mediador de 

ambas fases de la  respuesta sináptica estudiada. Por otra parte,  estos experimentos 

revelaron que estas células presentan receptores con características ¨mixtas¨ lo cual 

concuerda con los datos reportados para los receptores colinérgicos somáticos presentes 

en estas células (Martínez Soler et al., 1983) aunque en ese trabajo se detectaron además 

células con características exclusivamente nicotínicas que no encontramos en el presente 

estudio.  

La presencia de receptores de tipo mixto ha sido también referida para otras especies de 

gasterópodos. De tal forma, la neurona Rpa4 localizada en el ganglio parietal derecho de 

la masa subesofágica de Helix lucorum contiene en su membrana somática receptores 

colinérgicos de tipo mixto similares a los descritos en vertebrados (Pivovarov  y 

Saganelidze, 1988). Resultados análogos han sido reportados por el mismo grupo de 

autores (Pivovarov y Drozdova, 1992) para otras neuronas de la misma zona: Rpa3 y 

Lpa3 también de H. lucorum. En estas neuronas, ambas fases de la respuesta bifásica 

inducida por  AC son igualmente inhibidas por el uso de atropina y d-tubocurarina 

(Pivovarov y Saganelidze, 1988). En las neuronas B1 y B3 de los ganglios bucales de 

Helix aspersa la d-tc (0.02-0.2 mmol/l), hexametonio (0.5-5 mmol/l) y la atropina (0.1 

mmol/l) bloquearon tanto las respuestas despolarizantes como hiperpolarizantes 

inducidas por AC (Witte y Speckman, 1985). En contraste con lo anterior, ha sido 

descrito un bloqueo selectivo del componente excitatorio a la AC por acción de 

diferentes colinolíticos muscarínicos y nicotínicos en neuronas identificadas del ganglio 

bucal de Navanax (Levitan  y Tauc, 1972). 

En las neuronas estudiadas de Zachrysia   ninguno de los antagonistas colinérgicos 



empleados, en un rango de concentraciones similares (0.1-1.5mM) provocó un bloqueo 

selectivo de los efectos excitatorios e inhibitorios de las respuestas evocadas por 

estimulación nerviosa. Sin embargo, en los receptores somáticos de tipo mixto presentes 

en Zachrysia hay una mayor sensibilidad al bloqueo por antagonistas nicotínicos (Más, 

1980). 

De forma análoga a lo planteado para los receptores somáticos mixtos presentes en 

células centrales de Z. guanensis (Martínez Soler et al., 1983), no sabemos si en las 

células mixtas encontradas en el presente trabajo existen receptores muscarínicos 

independientes de los nicotínicos de forma similar a lo planteado por Walker y Kandel 

en células de Helix (1968) o si se trata de un receptor mixto compuesto de diferentes 

sitios receptores  con características muscarínicas o nicotínicas.  

Otro punto de interés lo constituyó el hecho de que la pirenzepina y la gallamina 

ejercieron efectos inhibitorios similares sobre las respuestas evocadas por estimulación 

nerviosa y aplicación ionoforética en neuronas de Zachrysia. La ausencia de 

especificidad  de efectos producidos por estos compuestos refuerza los criterios de 

Pivovarov y Drozdova en neuronas Rpa3 y Lpa3 de Helix (1992) acerca de que los 

receptores colinérgicos muscarínicos presentes en estas células poseen determinadas 

peculiaridades farmacológicas que los distinguen de los M1  y M2 característicos de 

vertebrados. 

Los resultados obtenidos nos permiten afirmar que los receptores  sinápticos de tipo 

mixto presentes en células de Zachrysia poseen  determinadas particularidades 

farmacológicas que los distinguen de los vertebrados y que resultan concordantes con la 

descripción de los receptores somáticos presentes en neuronas de Zachrysia (Martínez 

Soler et al., 1983)   y Helix ( Pivovarov y Drozdova, 1992 ). 
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Fig. 1 Características  mixtas de una neurona de la zona central del ganglio parietal derecho de 

Zachrysia guanensis.  

A. Respuesta control de la célula ante la estimulación del nervio palial derecho  

      (30 V- 10 ms). 

B. Bloqueo parcial de la respuesta a los 6 min  de aplicada la atropina 1.5 mmol/L. 

C. Recuperación parcial de la respuesta después de 1 min de lavado. 

D. Bloqueo total al  min  de aplicarse hexametonio 1.8 mmol/L. 

E. Recuperación parcial de la respuesta después de 1 min de lavado. 

Los puntos señalan el momento de la estimulación. 

Calibración:  horizontal  0.4 s, vertical  25 mV. 



 
 

 

Fig.2  Efecto de la pirenzepina y gallamina sobre la respuesta provocada por la estimulación nerviosa del nervio 

palial derecho en una neurona central del ganglio parietal derecho de Zachcrysia guanensis. 

A. Respuesta control a 30 V y 10 ms. 

B. Bloqueo parcial de la respuesta a los 3 min de aplicada la pirenzepina (1mmol/L). 

C. Recuperación  parcial de la respuesta a los 3 min. de lavado. 

D. Bloqueo parcial de la respuesta a los 3min de aplicada la gallamina (1mmol/L). 

E. Recuperación parcial de la respuesta a los 3 min de lavado. 

Los puntos señalan el momento de la estimulación. 

Calibración: horizontal 0.4 s, vertical 25 mv. 

 



Fig 3. Relación dosis efecto de la pirenzepina y gallamina sobre el componente 

excitatorio de las respuestas provocadas  por estimulación del  nervio palial derecho (30 

V-10 ms)  y por aplicación ionoforética de acetilcolina (30 V-100 ms) en una neurona 

central de Zachrysia guanensis. Cada valor representa la media (en al menos 2 

experimentos) del porciento de inhibición de la amplitud de la despolarización para cada 

concentración  ± error estándar.  
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