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E'n c-~la t..c.-sis !ie c-!:t..udic:1 ~1 efecto Ql•C pr-oduc:c lo 
naloxon?. ? do&is que ~nte9oni2an el cf~cto de los opioidc~ cr1 
mami fC?ros. !:>Ol.Jr·c r.l pote-ne i al de rr.~rt.Ur-.:.r.a )' en 1 a .forma >' 
dur~ci6n del potencial de ~cci6n de cé1L•l~s idur1tifiLc.das dfrl 
car.:ocol ler·rc-~lrc Jfelíx aspersa ín i.11.:tro. Asimi!Omo, se estudia 
el of~clo de este ~ntagonista opioide bajo difcr~nlcs 
condicionC's iónicas extracclulat·~s. 

El efecto e::citalorio de la naJoxona ~obre dif~rentoE 
pr-ocesos fisio16gicos ha sido r:xpJicc.do por -=u ¿:.,ccióri 
ant.:inón-i ca nobre el i::fecto i nhi bi lor· i o q1_1e pr·c·dLu:en lo~ 
opioidQS. Sin embsrcib, l~mbién ha sido propL•&sto ql•e l~ 
nalo::o!"la tiÓne un e-Feclo excitatorio per se. En r.:ste $~nliclo, 
se ha propLU?$lO que la n8lo::ona -íavore-ce el flL1jo de c.:.lcio rl 
interior de la célula. Con est..os ant~cDd~ntes~ se decidió 
cstudicr: a) quó effrctos prodL1ce la n"11o::ona sobr·c la ac.livirl?d 
eléctrica de nc-uronc:.s SPnsiblP-5 y np1_1r-ona<;:: no o;.cnsiblr:s a le~ 
.;.genistas. a::iioides, y b) dr.·terndnar E"·l efe-e.to de di-ft"-r·i:nt.C:'s 
c:oncc:ntr.:.cionc·<.:: de calcio e::tr.::.r.elul.:-•r ~c•t:..1·e su .:-cci6n 1:0-n r.;-!-ilos 
dos tipos de c~lu]¿.,s. 

Los rc-sul t.. e.dos mui:;stran q•Je 1 a n.:: 1 o:. ona, di ~uc:l te. t.:n r=-1 
bc-.f'lo de pc:rfusión, a cancentr-acionc-E. quE> son c.?¡:: • .:~~t=:s de: 
anta9oni:ar la depresi6n que praducen Jos opioid~s o provoc~r 

un Eindrorr.e de abstinencia C< 1 µMl c:s crp¿.,: de- modii'ic:or el 
pot&nci~l de repo~o. Despolariza las cé)ulas Fa, F31, F61 y 
FS2, hiperpclariza 1:4, ES, E9, E13 y E16 y no pt'"C•dL•cc: efe.et.os 
cobre el pctencial de membr-~na en les célL•las F2~ F77 y F76. 
Asirrdsmo, los. c9onisle<s opioides (m·~tic·r1~n¿., enccfc-1ina y 
fentanill hipe1·poleri=aron las cé1ulas F31 y F62 y 
despolari::c-r-on la E8 y no tL1vie-ron e-ír:;.clo ~0~1·e:- las ne1..1r·on.;.;. 
F2, F77, F78 y F79. AdemAs d~ la despolari~¿.ción, la naloKOna 
alteró el patrón de disparo. El lavado de la prepar~ción 
revirtió le despolarización e inclusive, produjo que estas 
células se hi perpol ari z ar-an. Se mWE·strc-. que esta 
hiperpolari=ación es producida en preEencia de ~· y e~ 
dependiente de la concentr¿.ción extracelul.;.r de ca••. 

La sustitL1ci6n equimolar de ca•• por ca•• evitó la .:-cción 
de le n2.lo:~on:?. f\:::!c:·r-!I.!:, la ncJo::c:.na p1-o:L .. 1jo co>1=.i:.l.t:nl(;-n.t:r1l.12 Ltr1 

incremente de la duración d~l potencial de acción y l~ 
disminución de la a~plitltd de la po~thiperpolari:aci6n. 
Asimismo~ produjo un incrr:-mento de lo duración de los 
potenciales de acción cálcicos, tc.nto en las células que se 
despol.:iri::aron con su ¿.plic.:i.ción como en l.:.s que no lo 
hicieron. 

Se concluye que la nclo::on?~ eofectivarr.er.te, tienl? ac:cianc;; 
no sólemente relecionad~s can su capacid~d de antagonizar la 
acción de los agonistas Dpioides, sino que produce c>fectos por 
si misma. Lo..:: resultados sugie1·en que es ccpaz de pi-educir la 
activación de la entr~da de calcio a la c~lula y de di~minuir 
una corriente de pota~io dapendiente de calcio, misma de la que 
d~pende la rc:polarizaci6n del potencial de c:.cció:-ia 
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IlrTRODUCCION 

r. Anlocede-nl~s 

Varios tr~bajos han descrito que la naloxona es capaz de 

incrementar los reflejos espinales (Godfarb y Hu, 19761 cattey 

y col., 1983J Suzuki y col., 1987), de favorecer la aparición e 

incrementar Ja duración de crisis convulsivas generalizadas 

<Corcaran y Wada, 1979• Hardy y col., 19801 Sny#er y col., 

1981) y producir un ~umento en la amplitud y la aparición de 

componentes tardíos en 

col., 1984). 

los potenciales evocados CVelasco y 

En nuestro laboratorio hemos confirmado y ampliado estos 

datos mostrando que_ la naloxona facilita el kindling amigdalina 

condensado (Fern:indez-Guardiola y col., 1986, 1988) y que es 

capaz, por si s6la, de producir crisis convulsivas 

electrogrAficas en gatos en preparación encéphaZ.~ 'ísot• 

(Fern:..nde:::-Guardiola y col., 1988). Asimismo, hemos mostrado 

que aplicada en dosis repetidas de 8 mg/kg cada 15 minutos, es 

capaz de producir crisis convulsivas generalizadas en 

1 ntegros en 1 i bre moví mi ~nt·o <Pel ti cer ·- y coi.· · 1988). 

gatos 

Con 

experimentos en la médula espinal, Fernández-Guardiola y col. 

(1984, 1986) han mostrado que la naloxona es capaz de aumentar 

el efecto acumulativo de ta potenciación postetánica y evitar 

ta habituación a estimules 5Qnsoriales o deshabituar si ésta ya 

se habla producido. Asimismo, se ha encontrado un aumento de 

los reflejos espinales mono y polisin~pticos <Fernández 
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Guardiola y col., 1902, 1986), as1 como un aumento de los 

componentes tardlos de los potenci.ales evocados visuales <Rocha 

y col., 1987>. 

·~ 
Esto~ halla~gos sugieren, de manera indirecta, un efecto 

inhibitorio de los opioides endógenos sobre la epileptogénesis 

y su part"icipaCi6n en la modulación de la in-formación sensorial 

aferente. 

II. Efectos de los agonis~as opioldes a ritvel ce1ular 

Este efecto inhibitorio o modulador de los opioides puede 

asociarse a la disminución de la frecuencia de descarga de las 

neuronas en casi todas las regiones del sistema nervioso 

central de mami-feros <North y Williams, 1985). Esta disminución 

es debida a la activación de una conductancia de la membrana al 

potasio como resultado de un incremento del ca•• intracelular 

<Duggan y North, 1983). Estos e¡ectos han sido descritos para 

los opioides agonistas mu y detta en tanto que los agonistas 

~appa actóan disminuyendo la conductancia al ca•• CNorth, 1986; 

Werz y Macdonald, 1983¡ Macdonald y Werz, 1986>. 

En un estudio con Tijación de voltaje en neuronas del 

locus coeruleus, North y Williams ( 1985) demostraron que el 

aumento de la conductancia de la membrana al K+, inducido por 

opioides, es independiente del potencial de membrana. A 

potenciales menos negativos de -50 mV, se produce una reducción 

de la conductancia que ocurre con la despolarización. Esta 
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puc:de dcbQrse a una sensibilidad de ta corriente de K+ <IIC> al 

voltaje o a que exista otra corriente 5aliente a aste nivel de 

poluri~ación que la ant~gonice. Esta corriente depende de la 

entrada de ca*• que ocurre a voltajes menores de -60 mV. De 

acuerdo con ~sto. cualquier corriente saliente inducida por 

opioidcs no s6t0 hiperpotarizarta direCtamente la membrana, 

sino qua la llevarla a un potencial en el que 'la corriente 

entrante de ca•• es dC:='Cremcntada ayudando aón m:..s a 1 a 

hiperpolarizaci6n. Sin embargo, la inhibición de la entrada de 

Ca++ se asoció siempre a un incr~mento de la conductancia al 

K•. 

Estos mismos autores mostraron que los opioides no 

redujeron las corrientes de ca•• despu6s de que el 

de la conductancia al K+ CgK) fue bloqueado 

incremento 

por es 

intracelular, qui ni di na o Ba extra.celular, 

observación,' 

bloqueadores 

Esta última junto con 

experimentos en los que sé administró EGTA intracelularmente y 

en los que se indujo una reducción de la hiperpolarización 

producida por opioides son fuerte evidencia de que .1 .. 

conductancia al K• producida por opioides depende de la 

disponibilidad .de Ca++ intracelular:. 

Por otro l~do, Barker y col. (1978), en un estudio en 

neuronas espinal es en cultivo, encontraron qLte la 

leucina-encefalina actOa elevando el umbral para generar el 

potencial de acción o bajando la resistencia de entrada de la 

membrana. N'orth y Williams ( 1985) muestran ademAs, que la 



~fectividad de la entrada 5in~ptica cxcitaloria se ve rcduci da 

no sólo porque Jos opioidcs alejan a la membrana d<?-1 urnbral de 

disparo, 

el que 

sino que la reducen porque la llevan a un potencial en 

los potenciales postsinApticos excitatarios CPPSE) 

activan una corriente saliente de K+ que ~e inactiva con una 

constante de tiempo de 130 ms, por lo que esta corriente se 

opone a c:orri entes entrantes de Na+. Como resultado de ésto, 1 a 

amplitud de los PPE no se incrementa con la hiµerpolarizaci6n y 

su duración se reduce. 

l.as evidencias experiment~les que demuestran que los 

opioides producen una reducciónº en la entrada de ca•• aducen. 

tambi~n una reducción en la cantidad de neurOtransmisor que se 

libera <Duggan y North, 1993; Bixby y Spitzer, 1983) o 

inclusive, una reducción de la disponibilidad del 

nc:urotransmisor <Tre?mblay, 1974). 

Adem~s de los posibles efectos presin~pticos de los 

opioides, también han sido 

<Bradley y Dray, 19741 Vaksh, 

es bloqueada por morfina a 

1976>. Treniblay y col. <1974) 

descritos efectos postsin~pticos 

1981). La transmisión colin6rgica 

altas concentracfones (Waziri, 

mostraron que la mor.fina tiene un 

efecto anticolinester4sico y Duggan y col., (1976) proponen que 

los opioides son agonistas al 

células de Renshaw. 

receptor nicotlnico en las 

Varios autores (.Jurna y Grossman, 19771 

19791 Zieglg~nsberger y Tulloch, 1979; Vaksh, 

Mudge y col. , 

1981; Johnson, 

1980) han descrito diversas acciones de los opioides a nivel 
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cr:lLtl"r, p~ro ninguno h~ ob~crvrdo crm~ios f:.ri ·1a r·csistoncit.1t de 

Sin cmbar-'96~ Parl.er y col. ( 1978) 

d~ entr~da de neuronas espinales Oí1.-CLil_livo. Este e!ecto, junto 

con la elev~ción del umbr~l p.:.·ra- gc:~carar _un potencial de ;.cción 

cut:nt~, de la depres.ión de la 

e.;:c i t.;;.bi l i drd prod.uc i··da. -Por lo~: opi oi d~s. . . - -- - -

IJI. E.foclo dcio la ·naloxona a nt"v&l celular 

La n~lo"ona es un ant~gonista opioide que, se UIOE a lo: 

receptores µ, 6 y ~ con distintas eifinidc.des, siendo la mAs 

alta para el µ. Como ant?.gonista~ no produce un Efecto "1 

unirse con el receptor. En este sentido, .:-nAJisis sus 

efectos h~ sido centr~do en su acción ant?gó~ica o 

de ~quéllos que pr·oducen opioides a nivel 

pluricelular o conductual. Prueban, de manera indirecta, lo. 

.:.cci 6n de los opi oi des e-ndógc:-nos en deter- mi n.:.dos procesos 

fisiológicos por medio dE- su bloqL1eo. As! pues, la reversión de 

los efectos de los opioid~s por la aplic.:.ción de nal o . ..: en a es 

indíc.:.tiva de la ~speci~icidad de la acci6n de; ésta sobre 

receptores a opioides <Zieglg~nsberger y Tulloch, 1979). 

Dllr ante los úl ti mes .,.i'ios, 1 os efectos f armacol6gicos no 

opioides de la nci.lo:-.ona han recibido especial ate-nci 6n (ver 

S¿,L.,ynok y col., 1979). Breul~er y col. <1976) y Dingledine y 

col. (1978> demostraron que la naloxona se une al receptor del 



GABA, bloqueando su efecto. Adcm.'t.s, Cupcllo e Hydén 
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( 1981) 

reportilron que la met 5-cncclalina actóa bl oqucando el 

transporte de GPBA a trilv4's de la membrano, lo que permite que 

este neurotransmi~or inhibitorio actúe ~As tiempo sobre su 

receptor. El pretratamiento de 

bloquea el electo del p~ptido. 

la preparación con naloxona 

opioide, pero la acción del 

antagonista por si sólo, 

transporte del GABA. 

no tuvo ningún efecto sobre el 

Asimismo, Gruol y col. ( 1980) de::mo!:>traroil que las 

encelalinas potencian el electo inhibitorio del GABA y la 

naloxona revierte este electo. MAs aón, estos e.fectos de 1 a 

naloxona tambi6n se observan con el isómero (+) de la natoxona 

y concluyen que 6sta se une al receptor de GASA de manera 

competitiva y que tiene baja afinidad ya que 

concentraciones muy altas. Barker y col. <1978) 

la leucina-encelalina decrementa la amplitud de 

se necesitaron 

mostraron que 

respuestas al 

GASA y al glutamato en neuronas espinales en cultivo. 

A nivel celular, ha sido demostrado el antagonismo de la 

naloxona sobre los electos producidos por los opioides, en 

varias preparaciones. La morfina excita las células de Rénshaw 

y este efecto es antagonizado por naloxona, aunque no se ha 

descartado si se debe a un efecto sobre la liberación 

presin~ptica de acetilcolina 

1976>. 

CDavi es, 1976; DL1ggan y col • • 

La naloxona incrementa la frecuencia de disparo espont~nea 

de células de las capas IV, V y VI de la rr1édula espinal 
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(Zir.9lg!ínsbergar y Tulloch, 1979J Yaksh y Rudy, 1978), a.si como 

la cvoc~da por cstimulacl6n de aferentes cut~ncas y por 

cstimulaci6n tactil (f"ellicer y col., 1986). 

John~;on y tJarth <1980> mostraron que la naloxoria (1 µM> 

produce una despolarización <B mV promedio) en neuronas del 

plexo mic:nt~rico, incLlbadas en morfina durante 24 hrs y propone 

que esta dcspolariz~ci6n subyace a la liberación de ACh. 

Fer otro lado, existen varios r~portcs de que la naloxona 

produce acciones inespecificas sobre la membrana neuronal. 

Recientemente, Chv.A.tal y col., ( 1987) han mo~trado que los 

opioidcs y la naloxona pueden estar afectando la actividad de 

la bomba Na-K. Las encefalinas y la morfina <1 µM a 100 µMl 

decrementaron los cambios en la concentraci6n de 

extracelular < C:K:Jol producidos por estimulación tet:t.ni ca, 

decrem~ntaron el nivel mAximo de CKJo y aceleraron el curso 

.tcmpo..-al de la redistr-ibucí6n de K+ medido con la técnt"éa de 

electrodos sensibles a este i6n. La naloxona, que actuó de 

forma similar a la ouaba!na, incremetó el nivel m~ximo de CKJo 

la producido por estimulaci6n tetani zante, disminuyó 

reabsorci 6n de K+ y bloqueó 1 a c~i da de K+ producida por 1 a 

estimulaci6n. As11 la naloxona <100 µM) decrementó la actividad 

de la ATFasa Na-K cerca del 90Y.. 

Otros efectos inespeciTicos, son los que se relacionan con 

una alteración en el flujo de ca•• a través de la membrana. 

Asl, se ha sugerido que la acción de la naloxona depende de la 

disponibilidad de ca•• extracelular en 'UCIS deferens de cobayo 
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Cquo no tiene recoptores a opioide5; Ramas\'1amy y col., 1979) y 

médula espinal de rana <Su;:uki y col., 1987). 

Sin embargo, varios autores niegan la posibilidad de una 

apertura de una conductancia al ca•• durante la e>:posici6n del 

tejido a la naloxona <F'r""z i er y col., en axón gigante de 

calamar, 1973; Shimahara e Icard-Liepkalns, 

1987; Racl:é y col., en hipófisis, 1987>, sin 

en neurobl ustoma, 

que por ósto se 

objete la dependencia de la naloxona del calcio extracelular. 

IV. Estudios da 1os ofoclos de agonislas y anlagonislas de 1os 

opJ.oi des en n10l uscos 

Las ventajas E?xperimentales de las prepara~iones 

moluscos en cuanto al estudio de la biof!sica de membranas 

de 

y 

del anAlisis celular del comportamiento son las siguientes: 

Primero, muchas especies de moluscos tienen neuronas gigantes, 

cuyos somas y axones son lo suficientemente grandes para ser 

penetradas fácilmente hasta con 3 microelectrodos para 

registro, estimulaci6n y fijaci6n de voltaje o corriente. Estas 

células, por tanto, son ideales p?.ra estudiar los fenómenos de 

membrana que subyacen a las seNales 

Una segunda ventaja se refiere 

bioeléctricas 

al sistema 

neuronales. 

nervioso 

relativamente sencillo que tienen los moluscos, lo que permite 

la identificación anatómica y fisiológica de las neuronas. 

y su 

El caracol terrestre Helix aspersa ha sido bien 

sistema nervioso ha sido caracterizado 

estudiado 

anat6mi ca, 



clectrofisio16gica y farmacológicamente 

1969J Kerkut y col., 1975). 

10 

<Sakharov y Salanki, 

La prosencia de opioidcs endógenos en varias ~species de 

moluscos ha sido . dcrr.ostr.'\da por varios autores <Stafano y 

Catapane, 1978J Gr·eenberg·y Price, 1983J Stefano y Leung, 1984) 

Y,. se ha asociado a proceS;OS de termarregulaci6n CKavaliers y 

Hirst, 1984), conducta alimúnticia <Kavaliers y Hirst, 1987). 

modulación de la información_nociceptiva <Greenbero y Price, 

1983) y de neuromodulaci6n <Trcmblay, 1974J . Waziri, 19761 

Stefano y Catapane, 1978; Aiello y col., 1986). 

Sin embargo, son pocos los estudios electrofisiol6gicas 

reportados sobre la acción de agonistas y antagonistas de estas 

sustancias en moluscos (ver Tremblay, 19741 Waziri, 1976; 

Stcfano y col., 1979; Stefano y col., 1980) quiz.i. porque se 

necesitan concentraciones muy altas (m~s de 1 µM) para obtener 

efectos <Duggan y North, 

inespeci.ficos. 

1985), los cuales pueden resultar 

En. este sentido, Ku y col. (1986) y Yongsiri y col. (1987) 

mostraron qUe la aplicación de varios péptidos, incluyendo la 

metionina-encefalina a una concentración de 100 µM, no producen 

cambios en la actividad de neuronas identificadas del _caracol 

gigante africano Achatina fulica FertJSsac. Sin embargo, Stefano 

y col. ( 1979) mostraron que la aplicación de 

metionina-encefalina Cl.7 µM> directamente en el soma, inhibe 

la actividad en salvas de neuronas de Helix poma'tia. Esta 

inhibición se refiere a la desaparición de espigas, pero si se 
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ob~crvan l"-S ondas lcntas que sL1byacen a la actividlld en 

salvas. El prelratamicnlo dQ la cólL1la con n~loxona cvit6 tos 

efectos de la metionina-enceEalina. La naloxona <1.:5 µM> no 

produjo cambios por s1 s6la en la actividad neuronal. 

f\simismo, estos ·aut.orc.>s mostraron que la naloxona (l.S µH> 

eG capaz de bloquear el efecto de 1 a dopami na en una neurona 

con actividad en salvas y propone que tiene un efecto 

antagonista E''='Pecifico en receptores a dopümina, similar al del 

haloperidol. 

En otro t?Studi o ptcf ano y col. (1980) muestran que la 

aplicación de metionina-enccf~lina y morfina en neuronas con 

actividad marcapaso de Jlelix pom.atta produjo un incrc:mento 

considerable de la ~recuencia de descarga Cde 300 a 700Y.). tste 

efecto excitatorio iue bloqueado por naloxona, sin embargo este 

f~rmaco no produjo ningún efecto por si sólo. 

PLAJITEAMIEHTO DEL PROBLEMA 

Partiendo de las evidencias que muestran la reversión de 

los efectOs de los opioides por la naloxona en lo que respecta 

a: 1) los ef~ctos en el nivel de polarización de las neuronas, 

2> aquéllos en los que se sugiere un efecto presinAptico o 

postsinAptico y 3) aqu6llos efectos sobre la acción de otros 

neurotransmisores, puede apreciarse que hacen falta datos de la 

acción que l~ naloxona produce por si misma, es decir, no en el 

sentido del antagonismo de un efecto producido por la 
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aplicación cxógena de un opioid~. 

En este sentido hacen ialta evidencias r.xpcrimcntalcs que 

diluciden los cümbios 16nicos que acompaNan determinados 

niveles de polarización de la membrana tras la c"\plicaci6n de la 

naloxona y que den cuenta de los cambios de excitabilidad. Con 

estos antecedentes se decidió explorar los ·cambios de 

polarización producidos por Jos agonistas y antagonistas de los 

opioides end6genos en un sist~ma bien conocido, el sistema 

nervioso del caracol terrC?stre }(el tx aspersa. 

HlPOTESISI 

1. Si conforme a la_s evidencias existentes, los moluscos, en 

especial el caracol terrestre Helíx aspersa, poseen un sistema 

peptid~rgico opioide, tos agonistas opioidcs deberán producir 

una hiperpolarización de las neuronás que contengan receptores 

a ástos y la naloxona deber~ provocar un aumento de la 

frecuencia de disparo, acción similar a la que se observa en 

las neuronas de mamiferos. 

2. Ha sido mostrado que para que la naloxona ejerza su acción, 

debe existir Ca++ extracelular. Por tanto, la naloxona deber.i. 

modificar los componentes del potencial de acci6n, dependientes 

de calcior y la sustitución de ca•• en el 

Mg+•, deber~ evitar su acción. 

Ringer, por co•+ o 
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::S. De la misma mancr&, la cvocaci6n de polE:?nciales c!\lcico5, 

por el bloqueo de corr-ientcs de Na• y de K+, permitiri. ob~ervar 

el efecto de la naloxona sobre las car-acterlsticas morfológicas 

y temporales del mismo y, en caso de haberlo, se podrA proponer 

su acción sobre alguna corriente de calcio. 

4. Va que como antagonista, la naloxona no debe desencadenar 

ninguna respuesta fisiológica per se, la modificación de los 

par!lmetros mr:nci onados en los puntos anteriores, permitir.t 

proponer un efecto de ¿sta diferente al bloqueo de la acción 

inhibitoria de los opioides. 

TRABAJO EXPERIMEITTAL 

MATERIAL Y METODO 

Se usaron caracoles terrestres Helix aspersa adultos. Se 

disecaron los ganglios subesofAgicos y se fijaron en una cAmara 

de acrilico con una capa de Silgard en un ba~o con una solución 

Ringer-caracol. • 

Una vez fijados, se disecaron los gan9lios visceral <D> Y 

parietales izquierdo <E> y derecho <F> (seg6n el mapa de Kerkut 

y col., 1975). Las capas de tejido conectivo que los cubren, se 

removieron con microtijeras, bajo observación microscópica. En 

los casos en los que no se pudo remover la Oltima capa de 

conectivo por encontrarse muy adherida, se aplic6 Proteasa tipo 
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IV durante 25 minutos, y lur~go se lüv6 la preparación. Las 

drogas utilizadüs 5e disolvioron a la concentración dcsevda en 

diferentes tipos de Ringar (ver T~bla I> y se hicieron circular 

continuamente con.una bomba polistAltica o por 9raveda~ a una 

velocidad de 1 ml/min. Estas fu~ronr hidrocloruro de naloxona 

<Ende), fcntani 1 <Fen.tanest, .Jansen> y metionina-encefalina 

(Sigma). 

TABLA J: 

Composición de los diforcntcs tipos de Ringer-caracot* CmMJ 

R.-calcio alto 

<R. -ca••-a1 to) 

NaCI 75 

l<Cl 2.5 

CaClz 10 

MgClz 5 

CoClz 

TEA 

4-AP 

CsCI 

Glucosa 5 

HE PES 5 

ajustados a pH 7.5 

R.-c:alcio bajo 

<R.-ca••-bajo> 

100 

4 

2 

3 

5 

5 

R. cobalto R. TEA 

CR. -ca"'•> 

75 6 100 

2.5 6 4 

20 

5 6 3 

10 6 2 

70 

5 

5 

5 5 

5 5 

TEA = Tetraetilamonio; 4-AP = 4, aminopiridina 

• lo sucesivo, se denominar.i.n los diferentes tipos de Ringer en 
como aparecen entre paréntesis en el encabezado de esta tabla. 
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Los diferunlcs tipos de Ringer fueron seleccionados de 

entre 1 os reporti\dos por otros 

concentraciones de calcio. Se 

autores, 

cscogi 6, 

de acuerdo a sus 

para R.-ca••-atto 

rca••10 = 10 mM, el descrito por Lux y HofmC?i er (1982)1 para 

R.-ca••-bajo cca••lo = 2 mH, E'l dese.rito por Alvarez-Lccfmans y. 

col. C19Bll y R.-TEA, con el que se obtienen potenciales 

cAlcicos (cuya corriente -entrante- despolarizante es acarreada 

sólo por ca••, ya que esta solución no contiene Na•) 

del trabajo de CrL1zblanca y col. <1988). 

PROCEDI HI ENTO 

a partir 

Se 11ev6 a cabo el registro de pote~cial intracelular con 

un electrómetro WPI (modelo KS700) usando electrodos llenos de 

KCl 3M (salvo cuando se usó Ringer-TEA, con el que se usaron 

electrodos llenos de CsCl 3M) de 8 a 20 MO de resistencia, 

colocados b~jo observación microscópica (Microscopio Leitz, 

Laborl ux I 1, con dos micromanipuladores). Se colocó un 

electrodo de referencia de Ag/AgCl en el baNo, conectado a la 

ti erra del el ec:tr6metro. La es ti mul ac:i 6n el i&c:trica 

transmembranal, se aplicó con un estimul~dor <Grass 588>, por 

medio del mismo electrodo de registro. La seftal se grab6 en 

cinta magnética <FM> para su anAlisis posterior. Las células 

fueron identificadas de acuerdo a su posici6n, basAndose en el 

mapa de Ker"kut y c"ot. ( 1975) (f i g. 1) y de acuerdo a. su 

actividad eléctrica. 
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FlGURA 1. E-:.qu&ma de los ganglios subesofflgicos del 
car¿o.c:ol Jlelix as~rso. (de .. :erkut y col.,, 1975). 

lb 

Los experimentos en los que se' dudó de la corr·ecta 

identificación de 

incluyen en este estudio. En todos los ca~os, la actividad se 

regi str6 por to menos durante 20 minutos antes de hacer 

cualquier manipul.?ici6n -Farmacológica. Asimismo, en los 

experimentos en los que se cambió la composición i6nica 

extracelular durante el registro, se dej6 la preparación con 

perfusión continua durante por lo menos 30 minutos . antes de 
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probar cui'll quier drc•g.?i pe.ria it!i.c·9ur.;.r se rle 1 a e~t¿.bi 11 d"""d de 1 A 

~ctividi'ld cr.lular. Pora ~vitar po~iblc~ cl~clos rc:sidu~les de 

las sustancias l•tili~~das, una v~z perfundida la prepor.:.ci6n 

con alguna de ellas, se utilizó otra prc:paraci6n para 

expc:rimenlo. 

olro 

Con una célula en registro estable~ se llevaron a cabo las 

siguientes manipulaciones e:iperimentt3lr.ss 

a) se registró la activid~d espontánea y se determinaron 

los cambios del potenci C\l de mc:mbr,c,na en reposo, del patrón de 

di~paro, de la excitabilidad y de la resi =t. ene: i a de entrada 

por medio de la l~cnica de fij~ci6n de corriente. 

b) Se delermin~ron la forma y duración del potencial de 

acci 6n. 

e) Se del&rminat·on los cambios en los rriismos parAmetros 

tras la ~plicación de m~lionina encefalina, f~ntanil y 

nal oxona. 

d) Se observ6 el efec~o de los agonistas y antagonistas 

opioides sobre los mismos par~metros, bajo condiciones i6nicas 

extracelulares diferentes. Es decir, en R. ca••-atto 11 

R.-ca••-bajo, R.-co•• y R. TEA. La sef"ral gr¿:iobeda -fue gr~.fici"da 

en papel, con diferentes bases de tiempo, p~ra poder observar 

los c.:i~T·bios del potencial de membrana y de la i'orma 11 amplitud y 

duración del potencial de acción. 
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RF.suJ.. T ADOS 

Con el objeto de identificar J~s neuronas ~unsibl~s a los 

"''?onistas opioidP-s, a la naloxona o a c..mbos, !>.C llüv6 a ce.be el 

registro intracelular, con la preparación en un baNo de 

R.-ca"•-atlo debido a que, si como se ha descf'ito, la naloxona 

pr·odLtr.e accionr.s no cspec:ificas dependientes de calcio, los 

efectos de ~·sta pudie-r-.::.n hace:r<;.e rr.:..s e-videntes. 

a) N~uronas que se despolarizaron con la ap11cacJ6n de 

naloxona. 

La neurona F31 es una célula con activid~d rnarcapaso, e~ 

decir, actividad ritmica "'utogenerada. El potencial de membrana 

<Em> de esta neurona osciló entre -30 y -35 mV. 

La naloxona <300 nM> produjo una despolarización al b.?if"iar 

la preparación <~Vm = 6 ± 2 mV; n = 6> que se estabilizó en 20 

segundos aproximadamente .. La frecuencia y el patrón de descarga 

fueron alterados, volvi6ndose irregular ~ste último y estos 

efectos permanecieron durante la perfusión con Ringer-naloxona .. 

Los efectos de la perfusión de naloxona 1 µM fueron similares a 

los de 300 nM.El lavado de la preparación con 

revirtió el efecto despolarizante de 

Ri nger control 

la natoxona e 

hip~rpolariz6 a la célula en todos los casos 4-6 mV por abajo 
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di? su E:m control Cfig. 2>. La recuperación de la ~ctividad 

marcapaso /ua observada en sólo dos cxperimcr1los, hasta despu~s 

de 40·m1nutos de perfL1si6n continua. 

LAVADO ( 1 1 

-60 mV -----------.A-1-----~---,_J- 2~ mV 1 

'º' 

FIGURA 2. Efecto de la naloxona <300 nM> sobre la 
actividad espontAnca de la c~lula F31 con rca••10 = 10 
mM. Nótese el aumento de la frecuencia de disparo con 
la aplicación de la naloxona. La c~lula queda. 
hiperpolarizada despu~s de lavar la preparación. 

La neurona FB2, tambi é-n con ~cti vi dad marca.paso, ·se 

despolarizó con la naloxona <AmV = 10.4 mV¡ n = 4) y el patrón 

de descarga también fue alterado. En todos los casos, el lavado 

de la preparación, produjo una hiperpolarizaci6n de 3-4 mV por 

abajo de su Em control <40 ± S mV) (fig •. 3). En un ~6lo 

experimento, se observó que la nal o>:ona produjo una 

hiperpolarizaci6n que fue reversible por el lavado. 
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FIGURA 3. Efecto de la naloxona (300 nM> sobre la 
actividad espontA.nea de la neurona F82 en rca••Jo = 
10mM. ·obsérvese la despol ari zaci6n prodl.1cida por la 
n.a.loxona asl como la hiper""pOlét.rizaci6n al lavar la 
pre-p.:o.rC11ci6n. La resiste-ncia de entrada en situación 
control fue de 105.75 Mn; con naloxona, 63.5 Mn y 
1 avado 85 Mn. 

En ~stas dos células, F31 y F82, tanto la metionina 

enc~f~lina como el fentanil produjeron hiperpolarizaci6n 

durante su perfusión <fig. 4). 
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LAVADO 

FIGURA 4. Efecto de la mr:tfonina-encef¿:1lina <300 nM> 
sobre 1 a actividad c:sporil Anca de 1 a célula F31 en 
rca••Jo = 10 mM. 

Otras neuronas marcapaso que pre$entaron la misma 

respuesta a la naloxona fueron: F61 <n = 3> y FB <n = 3). Sin 

embargo, en óstas no se probó el electo de los agonistas 

opioides. 

b) Neuronas que se hlperpolarizaron con la aplicación de 

n.al oxon.a. 

La cé>lula ES se hiperpolariz6 con la aplicación de 

naloxona y el fentanil la despolarizó; asimismo, las células 

E16, E4 y E13 se hiperpolarizaron, pero no se probaron los 

agonistas opioides. Al igual que con la naloxona, el lavado de 

la preparación revirti6 el efecto del antagonista sobre Em pero 

no se revirtió el Efecto sobre el patrón de descarga,. 
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FIGURA 5. Efecto de la n-"lo:{ona (3(10 nH) y el fentanil 
< 250 nH> sobr- e 1 a ""'et i vi dad e:pontAnea de 1 a cé-1 ul a ES 
en tca••)o = 10 mH. Los t.r-es primeros registros son 
sucesivos, el cuarto 10 segundos después. 

e) Neuronas que .no fueron sonsJ blc-s a 1 a· apl Jcaclón de 

naloxona. 

Las células F2, F77, F78 y F79, todas con actividad 

irregular <potenciaJes de acción r:spor.:ldicos y PPSE o F·PSI> no 

modificaron su potenci.:.1 de n1c:mbra.na can la aplicación de 

naloxona <n = 7) ni con la de los agonistas opioides (n = 3). 

Sin embargo, la apl~c~ción de naloxona (1 µM> produjo un 

incremento en el núme-ro y ,;.mplitLtd de los F'F'SE en las neuronas 

F77 y F78 que disminuy6 con el lavado (f_ig. b) .. 



23 

• 1 1 
•• o .... v ~~--r->·~·-~···---'---''----~--~~--

14,1,:.-11¡.alrl) 

·-'''----- -~~--~-"J..,>.----"'--JJ~· -~· _.M ...... ~· ~·~~.....,,·-
.. • lho4cl' .. . ' . ' . 

~(J_.Jl~~1Li_._JJ~W~~~~~ 

L..,.__..,_L~~...-~---~--'-'.;..._--.= 
'º • 

FIGURA ó. Efecto de la naloxona_ (l µM> i'fbre la 
actividdd espont!lnca de la cólula F77 con [Ca lo= 10 
rr1H. Nótese un aum<?nto en el nOrr.ero de los F·F'SE durante 
la perfusión de la preparación con naloxona. El lavado 
revirtió este efecto. 

d) otros erectos de la naloxona. 

En las neuronas E12, E13 F14 y F15,, el potencial de 

membrana presentó una osci 1 ación 1 enta (.5/!:.eg.> de ± 3 mV 

durante los primeros 20-30 segundos de la perfusión con 

naloxona y dcspu6s se estabilizó. El lavado de la preparación 

con Ringer control no produjo ningún efecto. 

e),. Efectos de la naloxona sobre la res.puesta neuronal a la 

eslimulact&n eldclrica. 

En todos los casos, la nalo~ona produjo un efecto que es 

consistente con un aumento de la excitabilidad neuronal, asl 

como una disminuci6n o abolición de la adaptación de la 

frecuencia de disparo <figs. 7 y B>. 
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FIGURA 7. Ei'ecto de la n.:i.l oxona (300 nM> sobre 1 a 
respuesta de la célula F61 a la estimL1lar:i6n 
elé-ctrica. Nótese cómo la naloxona evita la adc.ptaci6n 
ante una despolarización larga y disminuye el 
intervalo i nter-espi gas, ProdL1ci e-ndo un mayor número de 
potenciales por cada estimulo, lo que es consistente 
con un aumento de 1 a exc i t.:.bi 1 i dad. Estos efectos 
fueron revertidos con el lavado. 

De la misma manera, fLte posible observar qLte la nalo,:ona 

produjo consi stente-rr1ente una di smi nuci 6n de la res.istencia de 

entrada de 35 - 40 'l. en las neuronas F31 y FB2 <n = 5) <ver 

fiº. 3) y un i<Umer.to de 30 - :;5 Y. en 1 "" neuronas F2, F77 y F79 

(n = 4) <fig. 9). Estos cambios .fueron parcial mente revertidos 

con el lavado. La t.:obl a I I presenta un resumen de 1 a dirección 

de los cambios de potencial de membrana qLle produjeron los 
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FIGURA 8. E.fecto de la nal o~:ona sobre la respuesta de 
la célula F31 a la cstimul~ci6n eléctrica. Nótese la 
disminucfón del intervalo i11tercspigas con la 
aplicación del antBgonista. 

NALOXONA 

• -5TmVrrnmnrnm•rrmr~~rrrnm· 

LAVADO 

• rrnmmrrnrrnn 
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51 

FIGURA 9. Efecto de la noloxona sobre la célula F77. 
Obsérvese un aumento de la resistencia de entrada 
durante la perfusión con 1,.aJoxona y su reversión por 
el lavado de la preparación. Resistencia de entrada 
control 70.76 MO; naloxona 100.64 MO y lavado 94.16 MO. 
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TABLA u: 

E~ecto de la naloxona, la metionina encefalina y el f~ntanil en 

~1 potencial de mcmbr~na de neuronas identificadas de caracol 

Hel i.x asporsa. 

NEURONA n Em EFECTO NALOXONA EFECTO OPIOIDES EFECTO NALOXONA 

300nM 600nM lµM FentanillMGt-enc SOBRE Rm 

E4 3 -31 Q -26 H - H - - -
EB 3 -35 Q -38 H - - D - -
El6 2 -36 Q -32 H - - - o -

El3 1 -36 Q -41 H - - - - -
F2 4 -52 ± 3 o - o o - 1' 

FB 3 -43 Q -47 D - D - - -

F31 11 -30 Q -35 D D D H H .. 
F61 3 -46 Q -42 D - D - - -
F77 3 -40 ± 3 o - o o o 1' 

F7B 3 -47 ± 3 o - . o o - 1' .. 

F79 3 -32 ± 3 o - o o - -
F92 5 -37 Q -43 D - D H H ~ 

O Cespolarización; H = Hiperpolarizaci6nJ O= sin efectoJ- =no se probó 



27 

Como se- rr1enc,i crió ·-anteriormente, existen cvidenci~s que 

~_ugl eren queo la'" acCióil .de la nalo>:ona dr~pende de la 

y 
. ---- . 

1979( SL1Z~-k1:· .Y. ~,:~~-f--~~: 1987) • ~xplorar esta 

_qu~ se despol c::~r i 7. ar-on dur~nle la 

~plicaci6n-.de nalo:{ona (las dos Oltimi"•S se hiperpolar-i;:aron con 

la aplicación de i'lgonistas opi oi des), con diferentes 

concentracionr.s extracelulares de c~lcio. 

Se comparó el efecto de la n~loxona en R.-ca+•-c:itto 

10 mH con R.-ca+•-bajo R. -co1
• 

(sustitución <?quimolar de ca•• por co••> y R.-TEA <CCa1 •Jo = 20 

• 0). 

Con R.-ca••-bajo cor1trol, la .frecuencia de disparo de las 

ci&l ltl as F31 y F82 fue mayor y su potencial de membrana mAs 

neg~tivo que con R.-ca••-alto (ver Tabla III_>. En estas 

candi cienes, 1 " ciiplicaci6n de nal o>:ona produjo una 

despolariznci6n de 6.5 ± 3.1 mV <n = 6) y no produjo ning6n 

efecto aparente ~obre Em en 2 experimentos. El patrón de 

descarga {ue alter~do en todos los experimentos y se observó un 

_c;L1mento de la írec:uencia de descarga, aún en los dos en los que 

Em no se alter6. En estas condiciones i6nicas extracelulares 1 

el lavado de la preparñción revirtió el electo de la naloxona 
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5obre la actividud marc~paso, r.s decir, las ncuron"1S 

rec:ur:.e>ráron su p8lr6n de tJr.scaraa y en riingún .Cü.SO se observ6 

una hipcrpol.:c.riO!ar.:i6n Dl pcr-fundir el Ringcf" control (fig. 10). 

El cf~clo snbr-e el potencial de membrana se revirtió en :S 

e1-:p~,-1mc:nlo'!::, pi'\rcialme11le ~n ol..-os 3 y en un ev.pc,..imento no se 

hizo el r~cambio. 

de 

:ro .. v t. 
•• 

FJGURA 10 Efecto 
espontAnea de la 
c6mo la naloxona 

~I•o .. v 

-o00 .... 

de la nalo~~ona sobre 
célula F31 en rca+•Jo = 
modi-fica el patr-6n de 

la actividad 
2_ mM. Nótese 
di sp.:.ro y el 

lav~do revifrrte este efecto. 

La .figura 11 muestra cómo la naloxona evita la acomodaci6n 

la membrana y provee.a la disminución del intervalo 

interespi gas. 
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F31 a 
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de este 

Las neL1ronas en las que no se observó efecto de la naloxona en 

R.-Ca1 "'-alto, no modificaron su potencial de membrana Cn = 4> 

en R.-ca••-bc-jo c-1 pet4 .fundir la naloxona, sin embargo aumentó 

el nómero de F'PSE. El 1 avado produjo que 1 os F'PSE disminuyeran 

en nórr1ero y la perfusión de R.-co•• hizo que desaparecí eran 

(fig. 12). 
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FIGURA 12. E.fecto de la nalo>:ana <1 µM> sobre la 
activid~d espontánea de la cólula F77 con cca••Jo = 2 
mH. La naloxona 8Umenta el nórr.ero de f'F·sE, el lav.:.do lo 
disminuye y el R.-co•• produce su d~saparición. 

En los e>:pl?rimentos en los que se registró con R.-co•"'. 1 la 

disección se llevó a c.:.bo un Ringer normal y despu6s de 

penetrar una célula y ffiantoner el regisLro estable, se hizo el 

recambio. Oespu6S de 20 minutos de p1?r.ft.1si6n continua con 

R.-co•• se aplicó la n.?lo:~ona. SE? llc::varon a cabo 4 registros 

en estt:'ls condiciones, 3 en la r.ólula F31 y uno en 1 a FB2. El 

cambio de R. -ca•• a R. -ca•• produjo, en todos los casos, que 1 a 

célula se hiperpolari2ara 7 ± 2 mV y en sólo una de ellas se 

observaron potenciales de acción espont~~eos. La aplicación de 

la naloxona en ningO.n caso pr-ovoc6 c.:.rt.bios en Em Cfig 13). 
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FIGURA 13. Eíecto de la nalo:-:ona en las n·c-uronas F31 y 
F82 en R.-co••. tJól12~e cómo la nalo:~ona no produce la 
despol ar ·i z .:.ci 6n que se observa en pr P.S8nc i a de e c:i 1 e i o 
extrae.et u1ar. 

TAE<LA 111 

Cambios sobre Em producidos por_ 1 a nat o:-:ona en 1 us cét utas 

F31 y FB2 

R. -ca++_bajo R.-co•+ 

--- ---...-----~-·----·- ---------------- - - -----------·----

+AVm B.66 ± 4.7 

In = IOl 

6.5 ± 3 

<n = 6> 

o 
In 5) 

,¿vm = o 1 2 ~ 
-AVm 7 ± 1 

<n = 2> 

____ º _____ ,_ ___ o i 

·------- -----------·------------•----- .. __ I 
En R.-TEA, la naloxona produjo una despotar_izaci6n de 4.6 

± .9 mV en 3 experimentos con dos neuronas sensibles tanto a 

los.agonistas opioides como a ta naloxona <F31 y FB2). En estos 



32 

l"~per i mec-nlos, 1?1 l vv..-do con R. -TCA control no rr.odific6 el 

potencial l?S dP.cir, no produjo la 

hiperpolarfzar.ión. Las figuras 14 y lS munslran los efectos de 

la nalonona en la·s diferentes conccnlraciont?s exlracelulares de 

calr.io. 

Como contt"ol, ·se J 1 e varan· a cabo dos experim~nf.os 

similares en Ja n~urcna F77 -no sP.nsible a la naloxona- y no 

hubo modi.f'icaci6n del Em al perfl.111dir la naloxona ni al lavar 

la preparación. 

CONTROL 

ir·'fr: loltl• .,, 1.r·:~r:·1:·,· ¡1"t1:'mE 
- ~ 2 tnV ~~\;¡~/t}~~fW.1~.3 

(co• •)0 • 2 mM 

NALOXONA C300nM1 

LAVADO 

++ [Ca . ]0~20 mM; [K]o = _O TEA = 70; 4-AP 5 mM 

LAVADO 

20rnV L ,, 

...J 2~mV 
'º' 

--J20mV 
lmin 
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FJGURA 14. Efeclo de la ni\lcxona en dift:renles 
concentraciones cxlracclulares de c~lcio en la actividad 
e5pont.~nca de la c~lula F31 y su r1-Jcupcraci6n. N'6lcse 
que en cca••Jo = 2 11.M y rK•Jo """ q JT1M cómo en R.-TEA, el 
li\v~~o no prr-.. duce la hiperpol ariz.;\c:ión que se observa en 
CCa lo e 10 mM .. 

NALOXONA (300 nM) 

11~¡;11,:r;rtnf m rrn 1:1111:~,_;~~iil!i1~~m~ 
!fl .. ,~ l'l~HVt'\'i'lf¡·11 .. ,., -·~ .. 

·•• 

(Ca++]o= 20 mM; (K]o O; TEA 70 mM 4-AP 5 m.\! 

NALOXONA LAVADO 

Em=-36mV 

__J1omV 
1 min 

FIGURA 15. E-íecto de la naloxona en diferentes 
concentr~ciones extracelulares de calcio en la 
activid~d espont~nea de la célula F82. Nótese que en 
tca••Jo = 2 mM y tK•Jo = 4 mM como en cca••lo = 20 mM 
y tK•Jo = ''• el 1 avado no produce 1 a hiperpol ari zaci6n 
que se observa en cca••Jo = 10 mM. 



Debido a que los anleriorcs muestran 

diferentes efectos de la nalo~ona de acuerdo a las distintas 

concentraciones cxlracelulares de c~lcio y a la prusr.-ncia o 

au~encia de potasio, ~e decidió analizar las modificacic..nes en 

el polencial de acción de acuerdo ~ estas condiciones. 

El an~lisis del poLenr:ial de c.cción ~e 11 cv6 a ce.be 

superponi cndo los puf. 1:nc i ~ 1 r;os de a ce i 6n rc:Qi st r <:o.dos dur- ante 1 a 

perfusión de Ring~r conlrol, R. nalo>:ona y lavado (R. control>, 

haciándolos coincidir en la fase de subida del potencial en la 

que presentaban igual pcndi ente. 

En R.-ca••-alto, la aplicación 

incremento en la duración del. 

de n~loxona produjo 

potencial de 

consecuencia de una disminución de la pendiente 

repol ari ;!aci 6n del mismo. Adc:rr.!&s, la amplitud 

acción 

d" 

d" 

un 

a 

la 

la 

posthiperpolarización <PH) fue disminuida consistentemente. Las 

figuras (16 y 17) muestran estos efectos en las neuronas F31 y 

F82. 

Debido a que el lavado de 1 a preparaci 6n produjo una 

hiperpotarizaci6n y a que este QnAlisis se llevó a cabo en 

potenciales de acción espont~neos, no se presentan en estas 

"figuras los efectos del lavado. Sin embargo, en la figura 18 se 

muestra un potencial de acci6n evocado por un pulso 

despolarizante, en donde se observa que el lavado revierte la 

acci6n de la naloxona sobre la PH. 



1 CONTROL lEm=-32mV) 
2 NALOXONA lEm=-26 mV) 

~20mV 
:20 m• 

FIGURA 16. Electo de la naloxona C300 nM> sobre el 
potencial de accf6n de la neurona F31 en cca+•lo 10 
mM. 

E,.=- 33 mV 

1 CONTROL 
2 NALOXONA 

FIGURA 17. Eiecto de la naloxona <300 nM> sobre el 
potencial de acción de la neurona F82 en cca••Jo = 10 
ml1. 
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• NALOXONA 

0,LAVAOO 

__j 20mV 

20m• 
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FIGURA 18. Efecto de la naloxona y el lavado sobre el 
potencial de ~cción de la célula F31 en cca••Jo = 10 
mM. 

En la figura 19 se muestra un experimento con 

metionina-enccfalina en la célula F31. En este caso. el péptido 

.dis~inuy6 la duración del potencial de acción y aumentó la 

amplitud de la PH. Este mismo efectO fue observado con el 

fentanil y fue revertido por el lavado de la preparación. 

el potencial de acción en situación 

control, fue de menor duración que en R.-ca••-a1to. La figura 

20 muestra el efecto de la naloxona sobre potenciales de acción 

espont:..neos. Como en el caso de R.-ca••-atto, se observó un 

incremento de la duración del potencial debido • una 

disminución de la pendiente de la fase de repol ari zaci6n, 

asimismo, la PH se redujo en .forma dependiente de la 

concentraci6n de la naloxona. Este fue el Onico par~metro en el 

que se apreció una respuesta dependiente de la concentración de 
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n.'.'llo>:ona. Con R. ca.••-bcjo, la magnitud de los cambios en 1• 

forma· del. potencial de acción fueron menores que en 

R.-ca••-i'lto y el lavado revirtió el efec.to. 

. • 

/ 3 
/1 

__J2orov 

100 "'' 
1 CONTROL (Em=·28) 

2 MET-ENCEFALINA (Em=·28) 
3 LAVADO (Em =·28) 

, . 

FIGURA 19. Ef~cto de la metionina-~ncefalina (300 nM> 
sobre el pote-ncic.1 de acción de la célula' F31 en 
CCa4 •lo = lC• mM. 

NALOXONA (300 nN) NALOXONA l600nNl 1'1ALOXONA ( l)lM )· 

1 CONTROL 
2 NALOXONA 
3 LAVADO 

z 

z 

,/ 

z 
I 

__J10 .. v 
20m• 

FJGURA 20. Efecto de la naloxo~f sobre el potencial de 
acci6n de la célula F31 en cea lo = 2 mM. t.f6tese que 
el efecto sobre la posthiperpolarizaci6n es 
dependiente de la concentraci6n det·antagonista. 



-. 

38 

La f i 9ur a 21 mul:st r a polenc i .'.i les de a ce i 6n super pues los en 

R. -ca.••-bajo-control, con n¿¡J oxona y R. -co••. En esta última 

cond1cf6n, el 1 ncrcmento de la duri'Ci 6n del polc-ncial de 

acción, as! como Ja supresión de la posthiperpolarizac16n 

fueron m~s evidentes y la perfusión de R.-ca•• con naloxona no 

produjo ningón efecto. 

1 CONTROL - 44 .,.y 
2 NALOXOHA IJI N - 43 mV 

3 RINGER COBALT0-01 mv 

__J1omv 
20 ma 

FIGURA 21. 
sustitución 
potencial de 
= 2 mH. 

Efecto de la naloxona 
equimolar de ca•• por 
acción de la neurona F31 

CI µMl y 1 a 
ca•• sobre el 
en cca•• 1co••lo 

La ausencia de Na• y K+ en el medio extracelular y la 

presencia de TEA y 4-AP, hacen que la corriente entrante de 

despolarización sea acarreada. sólo por iones ca•• y el 

pot.enci al de acción. Se alarge debí do al bt·oqueO de· e-ana1-e·s·--de

.K •• El an.ilisis de los potenc:iales de acción c.llcicos mostró un 

t.ncrement.o consistente de su ampl i t.ud y duración por efecto de 

la naloxona, en especial en ta meseta del potencial y, en menor 

grado, en la pendiente de la repolarizaci6n. Debido a que la 

perfusión con R.-TEA control (1 avado> no modi4ic6 Em, .los 

cambios de la forma del potencial c~lcico, no pueden ser 
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alrJbuf dos ~l Vm. 

- Las· f i gi.tras 7.2 y 23 mue-~ lr an cil efecto de Ja naloxona 

sobre los potenciales cAlcicos de las células F31 y FB2. 

1 •CONTROL 

2 • NALOXONA ( lµMI 

lh LAVADO 

I 

2 
/ 

___ _.J3omv 
IOOms 

FIGURA 22. E~ecto de la naloxona sobre el potencial de 
acción cAlcico de la neurona F31. Nótese el aumento de 
la amplitud y duración del potencial y la reversión 
del efecto. 

Em:r.36mV 

NALO .. ONA 

1 

1 (O~TAOL. 
2 NALOlONA 
3 LAVADO 

LA.,,AOO 

_ _j20 .. v 

"'-

FIGURA 23. Efecto de la naloxona sobre la actividad 
espont~nea en R.-TEA y el potencial de acción cAlcico 
de la célula F82. Nótese cómo el lavado no produce .la 
hiperpolarización que se observa en presencia de K• y 
el aumento de la amplitud y duración del potencial de 
acción durante la perfusión con naloxona. 



La .fic;ura 24' IT'-~·e~tr~ el cfe-cto d1:1' l~ nrlc..·c.r,a en una cjf.Jul• en 

presentó pctenci~l~~ cAlcico~ o~ponl~~cam~nte. 

1 CONTROL lEt111• .. 37 mV) 
2 NALOXONA (E"'• .. 57 ni V) 
5 LAVADO ( En1 • .. 31!1 "'V) 

__ __.l2omv 
~OOmo 

(F77), 

FIGURA 24. E{ecto de l i.!1 nal o::ona (300 nM> sobre el 
potencial de acci6n c.i.lcico de Ja c6lUla F77. 

no 

En todas los cC:.50!:, el Efe-cto de la nc.lo~ona sobre el 

potencial cAlcfco ~ue parcí~lmEnte re~e-rtido por el- lavado.-
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DI SCUSI OH Y CONCLUSl Olll:S 

Esto~ r~Eult~dos ~u~str~n que ~s po~ible provocbr cambi O!. 

en ta poli&rizl'ción de la membrana de r.<:-uron6S de: Hel(x o.spe-r$a, 

us~ndo concentrbcionc~ baj~s <2~(1 nM> te-rilo de epi.leeos 

Cfcntcnil) como de p~ptidos opioidcs (ffi~tionin~-enccfalina> 

(300 nH>. Estos resutt~dos est~n de ~cuerdo con los encontrados 

por Stefano y col. ( 19801 que 1T1uestran que 1 .. 

metionina-encefalina (l.7 µM) modifi~~ l~ activid~d de neuronas 

de Heltx pomatia. Ambos resultados 1 a i de-a de 1 a 

presencia de receptores µen estas células. 

( 1987) reporto.ron Sin e1T•bargo, Vongsi ri y col. 

~plicacf6n de una concentración muy al ta ClOO 

que 

µMl 

la 

de 

metionina-encefalina no produjo ca.rr.bios en la actividad de 

neuronas identific~das del c~r~col gig~nte africano Achatina 

/\Jl íca rerussac. Es probable que estos e .. per i menlos hayan si do 

llev~dos a cabo en neuronas no sensibles a opioides 0 1 como se 

ha propuesto, en cierta 6poca del a~o en que las neuronas no 

'50n 'Sensible~ a estos agonistas. <Grl?enbcrg y Frice, 1983). 

Por otro l~do, en esta tesis se muestra que la 

por 51 s61a, .fue capa.:? de producir c.:-mbios sobre el 

de membrana y el patr6~ de disparo. 

n~lo>:ona 1 

potencial 

La apl i caci 6:-, de nal oxona a Ja concr::ritr.?ic i 6~ us.:.da en es.ta 

te si~ C3CIO nM y 1 µH>, es capa:: de bloquear la depresi 6r1 

neuronal producida por opioides-y es suficiente para precipitar 

•1 sindrome de cribstinencia <Cru::, 1966). En este s.ent.ido, 



Jc..hnsor. y t:o ... lh <Jt;Ct;,> r.·uc.-t.lrar1 ~uE- J¿. r.alo,.o:i., bpl ic.i.\da a ur1• 

concenlr~ci6~ de Jµ~, y h?~ta de 300 nM, fue capaz de producir 

unl' dc-~r,rolarl7aci6n <B mV pror:.cdic.) de neuronas de pleJ:C. 

mier1l6rJco. Es.le valor concuerda con lo~ resultados aqut 

obtenidos, sin frmbargo, VAie la pena de~t~car que en el oslL•dio 

de. John~::.in y 1.Zarlh las neuronas fuer-on incubadas en rr.orfina 

durante 24 horas, lo qL•e indica qLte, en ese caso, 

provocando un s.1 ndr on.e- de abs l i nc.•nc i a. 

En ~sta tesis se muestra que la naloxona por s1 s6l a, es 

capaz de incrementar la frecuencia de disparo de l~s neuronas 

de caracol y adetr•.is producir carr.~ios en el pctencial de:

tnembrana. Est.e efecto de la nalo!-(ona no ha sido detr.oslrado er1 

otras preparaciones, SE-1 vo en las que h.:.n si do pret.rat.;.das con 

epi oi des, par~ producir un ~1 ndrorr.e de abstinencia. En E-~te 

s.e-ntido, ~e he- de>scrito QLtE' la naloxo:la, por ser un antagoni~t.er 

<opioide1 r.o es: cz.pa:: dE desencc.de:nor per s• una· re-~puestc. 

fisiol69ic2. La activaci6n de un receptor por un agonista, sin 

embargo, desencadena una serie de respuestas subcelulares que 

~erminan con la de un efector que produce una respuesta 

fisiológica. 

Se ha reportado que los opioides inhiben 1~ adenilato 

ciclas~ por medio de una prote1na G, misma que juega un papel 

muy in·portante en el acople receptores-canales <de calcio). La 

~plicación de esta protelna a la preparación revierte el efecto 

de la DADLE -un rgonist• opioide- sobre las corrientes de 

calcio <Hesheler y col. 9 1984>. 
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OeHontis y col. <1987) mostraron que este mismo agonist• y 

la dinorfina inhiben l• actividad basal y estimulada de 

adenilato ciclasa en estriado de ratas y de cobayos y 1• 

naloxona antagoniza este efecto. M~s aún, la naloxona aumenta 

un poco su actividad. 

Es interesante notar que la inyección intracelular de AHPc 

alarga el potencial de acción y prpmucve la entrada de ca•• a 

la c•tula CWoolum y Strumwasser, 1908) y bloquea Jkcv> <Grega y 

Macdonald, 

opioides. 

1987>, efecto .contrario al producido por los 

En este trabajo de tesis, se muestra que la naloxona 

produce un alargamiento del potencial de acción, consistente 

con un aumento de la entrada de calcio y una disminución de la 

posthiperpolarizaci6n, lo que sugiere la inactivaci6n de una 

corriente de K•. Los experimentos aqu1 presentados, sin 

embargo, no puden dar una explicaci6n de los mecanismos 

responsables de esos cambios. 

El hecho de que una misma neurona sea hiperpolarizada por 

el fentanil y la metionina-encefalina y despolarizada por 

nalo~ona, puede ser indicativo de que 6sta tiene receptores a 

opioides (~) ya que ambos agonistas tienen una afinidad muy 

alta por 6stos y las dosis usadas en el 

bajas. 

presente trabajo son 

Es interesante destacar que León y col. (1987) encontraron 

neuronas inmunorreactivas a Leu-encefalina en la región 

superior del ganglio F, entre las cuales se encuentra la FB2. 



Esta neurona, como se ha descrito, responde tanto a 105 

aoonistas opioides como a la naloxona. Estos resulta dos 

muestran que estos efectos sobre Em se presentan de acuerdo • 

cierta disposición de las neuronas en los Qanglios. Aqu~l las 

que fueron despolari:=c.das por Ja naloxona corresponden a !ª 

región superior del ganglio F, y las que fueron 

hiperpolarizadas a la región inferior del ganglio E. 

Por otro lado, los resultados de esta tesis ponen de 

manifiesto que la n~lo~on~, para ejercer su efecto, depende de 

la disponibilidad de calcio extracelular, lo que est4 de 

acuerdo y extiende los resultados reportados por otros autores 

en uas deferens de cobayo CRamaswamy y col., 1979) y en m~dula 

espinal de rana (Suzuki y col., 1987). M~s aón, se muestra que 

la naloxona produce diferentes efectos de acuerdo a las 

distintas concentraciones extracelulares de calcio. As!, en 

R.-ca••-atto, en el que se lleVó a cabo el mapeo, se observó 

una despolarización producida 

mayor que en R. -ca••-bajo 

por la 

(ver 

naloxona, 1 i geramente 

Tabla. I II > y una 

htperpolarizaci6n al lavar la preparación. 

La sustitución equimolar de ca•• por ca+• evitó la acción 

de la naloxona, lo que es indicativo de que la presencia de 

ea" en el medio extra.celular es indispensable para su acción. 

Podr1a argumentarse, sin embargo, que el bloqueo de los canales 

de c.•+ por co++ evita la transmisión sin"'-ptica y as1 sugerir 

un efecto presin•ptico de la naloxona. Aunque, como se discute 

m&s adelante, los resultados de esta tesis sugieren tambi6n un 
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efecto presin~ptico, se h~ce evidente un efecto postsinAptico, 

ya que en las neuronas F31 y F82 se observó consistentemente 

una disminución de 35 a 40 Y. de la resistencia de entrada. 

Varios autores han mostrado qu~ la acci6n de la naloxona 

incrementa el flujo de calcio en la postsinapsis <Ramaswamy y 

col., 19791 Suzuki y col., 1987>. Otro efecto que sugiere su 

acción postsin~ptica es el encontrado sobre la forma del 

potencial de acci6n 1 que se discute m~s adelante. 

El efecto observado en las neuronas F77 y F7B, que no 

presentaron cambios en Em, y en la F31 que sl presentó estos 

cambios, sugiere también un efecto presinAptico de la naloxona. 

Las neuronas F77 y F78 presentaron un incremento en el nómero y 

amplitud de los potenciales postsin~pticos. El lavado de la 

preparación produjo ·una disminución del nómero de PPSE <ver 

fig. 6) y la perfusión de la misma con R.-co•• los abolió 

completamente <ver fig. 12>. Asimismo, en la neurona F31 se 

observ6 un aumento del nómero de PPSE, durante la perfusión con 

naloxona, que cambió su patrón de disparo (fig. 10)1 este 

efecto tambi6n fue reversible. Esto sugiere un posible aumento 

de la frecuencia de descarQa de la neurona presinAptica, lo que 

se refleja en un mayor nómero de PPSE. El aumento del tamano de 

los PPSE es consistente con la idea de una mayor liberación de 

neurotransmisor, como consecuencia de una mayor entrada de ca•• 

a la terminal presinAptica. Sin embargo, hace falta.un anAlisis 

cuantitativo de este efecto para apoyar esta idea. 

Otra acci6n observada, dependiente de la concentración 
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extracelular de calcio, · 4'ue la hiperpolarizac16o de larCjila 

duración producida por el. lavado de la preparación 
I 

que la n~loxóna produjo una despolarización con 

despu6s de 

R. -Ca .... -al to. 

Este efecto no es debido ~l cambio de RinQer en si mismo ya que 

6ste fue perfundido continuamente. Sin embarQD 1 con base en los 
\ 

resultados de los diTerente~ experimentos presentados en esta 

tesis, se postula que esta hiperpolarizaci6n es dependiente de 

potasio que a su vez depende de la concentración de calcio ya 

quer 

1> en los experimentos en que se us6 R.-ca••-bajo, este 

no se presentó. Tanto el p~tencial de membrana como el 

de disparo de las c6lulas fueron revertidos, 

efecto 

patrón 

2> en los experimentos en los que se us6 R.-co••, adem~s de no 

observar la despolarización inicial producida por la naloxona 

en las otras situaciones,.el lavado de la preparación tampoco 

produjo este efecto y 

3) en los experimentos en los que se us6 R.-TEA para analizar 

el efecto de la naloxona sobre potenciales ·c6.lcicos 11···aunque ·-la 

concentración de Ca .. era alta (20 mM>, el medio de perfusión 

contenta TEA y 4-AP, bloqueadores de canales -de .K• y no se 

observo la hiperpolarizaci6n aun9ue 

despolarización inicial. 

51 .... produjo l• 

Estos resultados sugieren pues, que esta hiperpolarizaci6n 

es debida a una corriente de K• dependiente de Ca ... 

Esta hiperpolarizaci6n pudiera ser debida a un efecto de 

larga duración producida por la naloxona. Kaufman y col. Cl975> 
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describieron que este antaoonista opioide es muy liposoluble, 

lo que podr1a explicar una acción tan duradera. En un trabajo 

de nuestro grupo CFern•ndez-Guardiola y col., 1988) mostramos 

que un factor importante para producir actividad epil6pt1ca por 

la administración de naloxona es el tiempo que 6sta actOa sobr• 

los receptores a tos que se une. En este mismo sentido, el 

trabajo de Ramaswamy y col. (1979) demuestra que el efecto de 

la natoxona en vas defero11$ de cobayo -que no tiene receptores 

a opioides- depende del tiempo de exposición del tejido a la 

nal oxona. 

Adem~s de estos efectos sobre Ja actividad espont•nea, se 

observó que Ja naloxona modifica la respuesta neuronal a la 

estimulación el6ctrica. En este sentido se encontró tanto una 

disminución del intervalo interespigas Cque redunda en un mayor 

n6mero de potenciales de ación en un tiempo dado) como la 

supresión de la adaptación de- la frecuencia de dispa.r-0. Ambos. 

resultados son consistenteS con un aumento de la excitabilidad 

celular. Varios autores CMeech• 1978; Connor. 1980) Lancaster y 

Nicott. 1987> han mostrado que la posthtperpotarización del 

potencial de acción, debida a una· corriente-· de - -- potasio-

dependiente de calcio• determina el intervalo interesptgas. Las 

figuras 7 111 B v 10 muestran ambos efectos que fueron revertidos 

por el 1 avado. 

Estos resultados en conjunto seftalan efectos de la 

natoxona sobre corrientes de ca++ y K+ y los resultados del 

anAlisis de los potenciales de acción sódicos y cAlctcos son 

.. , 
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consistentes con esta proposición. 

Varios autores han demostrado en diferentes preparaciones, 

tanto de mamiferos como de invertebrados, que la repolarizac16n 

del potenci•l de acción no es totalmente dependiente de K+ 

(JJCcv,• Hodgkin y Huxley 1 1952) y que las dos terceras partes 

inferiores de la repolari~aci6n dependen de <Meech, 

19701 Lux y Hofmeier, 19821 MacDermott y Weight, 19821 Segal y 

Barker, 1986¡ Zhan~ y Krnjevi~, 19861 Lancaster y Nicoll, 19871 

Kostyuk y Martynyuk, 1988). 

Como se observa en las figuras 16 y 20 , el potencial de 

acción es ~s largo en condiciones de ca•• alto, con una 

pequefta joroba o meseta en la repolarizaci6n. En la figura 20 

se muestra que la perfusión de la preparación con 

alarga aón m~s el potencial de acciOn y evit.a la 

posthiperpolariz~ci6n. Estos datos sugieren una dependencia del 

ca•• de la repolarizaci6n. 

La perfusión de la preparación con la naloxona produjo un 

incremento de la duraci6n del potencial de acción y la 

supresión de la posthiperpolarizaciOn. En la figura 20 se 

muestre un ejemplo en el que estos efectos son dependientes de 

la concentración de naloxona. Cuando se us6 R. ca••-atto. l• 

posthiperpolarizactón fue mayor al lavar la naloxona. En todos 

los casos, estos efectos pudieron ser revertidos. 

El an~lisi5 del efecto de la nal oxona sobre lo" 

potenciales c6lcicos permitió discriminar si el aumento de la 

duración de los potenciales de acci6n sódicos se debla a un 



decremento en la entrada de calcio A l• c6lulA y, por tanto la 

no activación o confirmar las evidencias qu" 

~uoieren que la naloxona produce una mayor entrada de calcio y 

explicar ese incremento en la duración por medio de la 

in~ctivac16n de una corriente de potasio dependiente de calcio. 

o la inactivaci6n de una corriente de K• <Thompson, 1980). 
IV) 

La naloxona produjo un incremento de la amplitud y 

' duración de los potenciales c~lcicos en todos los experimentos 

(tanto en las c61ulas sensibles, F31 y FB2, como en las no 

sensibles a los agonistas opioides F77, F78> lo que demuestra 

que se promueve un mayor flujo de ca•• al interior celular. El 

efecto mAs evidente se observa en la meseta de los potenciales, 

sin embargo la pendiente de la repolarizaci6n tambi6n se vi6 

afectada, lo que sugiere tambié-n una alteracion en Estos 

efectos fueron reversibles con el lavado de la preparación. 

Ha sido demostrado que los péptidos opioides disminuyen la 

duración del potencial de acción c~lcico por un incremento de 

la conductancia al potasio (Werz y Macdonald, 19831 Bixby y 

Spitzer, 1983; Macdonald y Wertz, 1986). Esto se acompafta de un 

aumento de la posthiperpolarización y no es dependiente del 

voltaje. Sin embar90, en los experimentos presentados en esta 

tesis, ademAs del aumento de la duración del potencial por 1& 

aplicación de naloxona se reduce la posthiperpolarizaci6n• lo 

que puede ser consistente con el aumento del ~lUjo de calcio y 

la posible inactivaci6n de una corriente de potasio. Esta 

proposición est• •demAs sustentada con los resultados que se 

t) i ... i i: .\.:} 
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observan en el anAlisis de los potenciales de acc16n sódicos en 

R.-ca••-~lto y bajo. En este sentido, Thompson ( 1980) h.a 

se~alado que el incremento de la duración del potencial de 

acción depende de la inactivación de lkcv> y d1t la pre~encia de 

una corriente entrante de ca••. Estos mismos resultados son 

encontr8dos por Zhan~ y Krnjevie ( 1986) y -por Kostyuk y 

Martynyuk (1988) en los que muestran que Ja 4-AP disminuye la 

posthiperpolarizaci6n producida por llC •• 
'""' . 

tus aOn, RacJ~• y col. ( 19871 muestr·an que la naloxona 

incrementa la duración del potencial de acción por la 

inac:tivación de J..:cv>' lo que ¡fr-oduce un incremento de la 

cantidad de oxitocina que se libera en rebanadas de hipotAlamo. 

En esta tesis se muestra que, efectivamente hay una mayor 

actividad sin~ptica con la presencia de naloxona, un aumento de 

la duraci6n del potencial de acción y un decremento o abolición 

de la posthiperpolarizaci6n, lo que permite proponer que ··Ja 

natoxona incrementa el flujo de ca•• al interior de la c•tula e 

inactiva una corriente de Kcca••, o K,v) 



:> 1 

Signific~do t1s1o16gico de estos ~llazgos 

Como se ha 5cNalado, la naloxona es capaz de incrementar 

los reflejos espinales, de favorecer la aparici6n o incrementar 

la duración de crisis convulsivas generalizadas y producir un 

aumento en la amplitud y la aparición de compo~entes tardlos en 

los potenciales evocados. Todos estos datos son consistentes 

con un aumento de la excitabilidad celular producida por la 

naloxona y que pueden estar relacionados con el antagonismo de 

la acción inhibitoria de los opioides endógenos. Sin embargo, 

no s61o el antagonismo de.la acción inhibitoria de los opioides 

endógenos puede subyacer a estos efectos. 

Los resultados de esta tesis permiten sugerir que si bien 

el incremento de la excitabilidad producido por la naloxona 1 

al menos en neuronas de Heltx aspersa, 

se dabe al bloqueo de los receptores a opioides,· lo - ·que evi·ta· 

la acción inhibitoria de 6stos 1 6sta produce 

cambios per s• que pueden estar o no asociados a su acci6n 

antagonista. Es decir, cambios en el potencial de membrana. que 

en algunos modelos experimentales s61o se producen despu..-S de 

un tratamiento previo con agonistas opioides (slndrome de 

abstinencia> o cambios en el ~lujo de calcio al interior de la 

c61ula en neuronas que no son sensibles a los agonistas 

opiotdes. Sin embaroo 1 para hacer extensiva esta conclusión •1 

sistema nervioso central de maml~eros 1 hacen ~alta mAs 

evidencias eKperimentales. 
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