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1.- INTRODUCCION

El continuo ajuste de las respuestas de los organismos hacia
los cambios medio ambientales, involucra al medio interno de estos.
Dichos ajustes son realizados posiblemente por procesos orientados
a extraer en algin momento la informacién medio ambiental més
relevante, es una de las operaciones bésicas en las cuales el
sistema nervioso interviene, optimizando el acoplamiento del

organismo con el medio ambiente que lo rodea (1).

1.1 Sistema visual de los Crustéceos.

En los artrépodos existen dos tipos principales de ojos: los
simples y los compuestos. Los primeros son sésiles y estén
conformados por lentes mientras que; los segundos generalmente son
méviles y bien desarrollados en los crusticeos, encontréndose estos
en la parte distal del tallo ocular cuando son pedunculados (2). En
el ojo compuesto la retina esta formada por unidades visuales
especializadas llamadas omatides, cuyas diferencias anatémicas
varian segin la especie (3). Asi tenemos que hay variaciones en el
nGmero y forma de los omatidios, diferencias en el eje y en los
campos visuales, ademds de variaciones en el didmetro del rabdomo

y en el nmero y extensidén de los pigmentos accesorios (3) (fig.1).
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Las células retinulares o fotorreceptoras son neuronas
sensoriales primarias, cuyos axones generalmente terminan en la
lamina ganglionar. Este sistema de células es altamente elaborado,
presentandose en forma de tubos empaquetados y cerrados (2). Dentro
de los Crustéceos Decdpodos la unidad visual del ojo compuesto es
el omatidio (fig.1l). El omatidio es de forma geométrica simple, con
una superficie regular suave, cilindrica de aproximadamente 150 um
de largo y 15 um de ancho. El &rea total de la membrana del Rabdomo
es de alrededor de 7000 um, sin embargo la superficie efectiva es
mucho m&s grande, debido a la invaginaciones que originan las
microvellosidades, por lo tanto una estimacién aproximada de 1la
superficie de la membrana es de 91 000 um?® (4). Cada omatidio
consiste de dos diferentes unidades: el aparato diéptrico y la
retinula; el primero consta de la cérnea de aproximadamente 30 um
de di&metro, esti compuesta de 5 paredes las cuales son producidas
por 2 células cornebgenas, localizadas debajo de la cébrnea (5).
Pornanda parte del aparato dibdptrico tenemos a las células
cornebgenas, que son cuatro células cristalinas las cuales por su
posicién yuxtapuesta forman el cono cristalino. Este cono se
prolonga para formar el tracto cristalino, el cual a su vez termina
en el sistema retinular (5). Se a reportado que para el acocil
Procambarus clarkii, en la superficie de la cbérnea se encuentran
diferencias morfolbégicas externas, generalmente de forma
rectangular, sin embargo en la regién dorsal la forma encontrada es
hexagonal o irregular, las formas hexagonales son notablemente més
pequefias que las encontradas en el resto de la cérnea. Posiblemente

esta regién (dorsal) recibe mis luz y funciona como una estructura



Fig.1l Representacién esquemdtica del omatidio en los crustéceos
decdpodos: C, cbébrnea; CC, cono cristalino; PD, pigmento distal; TC,
tracto cristalino; CR, células retinulares; RH, rabdomo; MB,
membrana basal; PP, pigmento proximal; AX, axones de las células

retinulares. (tomado de 19).
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de aposicién, mientras que el resto funciona como una estructura de
superposicién, y por ello se adapta a niveles bajos de luz (3). Se
ha reportado que el acocil Pacifastacus leniusculus tiene alrededor
de 2 500 omatidios (6). Cada omatidio estd formado por 8 células
retinulares (R1-R8), las cuales estin arregladas en forma
heptagonal, esto es en forma de roseta (6). Siete de estas células
emiten prolongaciones membranales en la regién medial que se
fusionan con las del lado opuesto, en conjuntoc para formar el
rabdomo que se encuentra en la regién central, ademds presenta
bandas de microvellosidades perpendiculares a la superficie de la

retina (8).

En el rabdomo se encuentra la Rodopsina (R8). nigmento
fotolabil indispensable para la visién. Cuando este pigmento
absorve la luz se desencadena una cascada de enzimas cuyos
productos regulan el potencial de membrana de 1la célula
fotorreceptora, originandoe wuna respuesta ré&pida. La unién
bioquimica entre la absorcién de la luz y el flujo de iones da como
resultado la activacién del sistema proteina-GTP, el cual media la
activid;d de los efectores enzimaticos, regulando fundamentalmente
el potencial de membrana de la célula receptora. La estructura
celular de los organelos fotorreceptivos optimizan la captura del
fotén y provee una A4Area extensa, en la cual 1las reacciones
enzimaticas actian para llevar a cabo la transduccibén visual (14).
La rodopsina se encuentra localizada principalmente en las

microvellosidades y alrededor de los rabdomeros (9). La rodopsina
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es una proteina gue tiene un arreglo ordenado en las membranas
receptivas de los rabdomeros, presentando un complicado sistema, el
cual en presencia de la luz, se presentan algunos cambios en la
estructura de esta. Al aplicarse luz la rodopsina se descompone
dando como resultado un fotoproducto 1la metarodopsina. La
metarodopsina es mis estable que la rodopsina ya que presenta un
rango diferente de absorcién a la luz (535 nm para la rodopsina y
510 nm para la metarodopsina) (10,11). En coexistencia con 1la
rodopsina se encuentran proteinas m&s pequefias de pigmento
denominada retinocromo el cual también es un pigmento
fotosensitivo. Al absorver la luz el retinocromo se isomeriza dando
como resultado croméforos que se presentan de dos formas: 11 all
trans v 11 cis (9.10,12,13). Se ha reportado que en el estado de
adaptacién a la luz, la forma que predomina es la 11 all trans
(10,13), mientras que en la adaptacién a la obscuridad es la 11 cis

(12).

En el estado de adaptaciédn a la luz se degrada la rodopsina
ademds de presentarse un desgaste en la membrana del rabdomo. Esta
pérdida parece ser mediada por un proceso de endocitosis la cual se
acentGa &6 se acelera con el encendido de la luz siendo que la
membrana y los constituyentes de las membranas son degradados (15).
Para la generacidén 6 sintesis del fotopigmento, adem&s de otras
glicoproteinas de la membrana del rabdomo, se inicia con 1la
formacién de nuevos péptidos en el reticulo endoplasmatico rugoso

pasando a través del aparato de Golgi para después ensamblarse en
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la membrana del rabdomo (7). Se ha sugerido que el ensamble de
proteinas para la nueva membrana es un proceso continuo lo que

indica una constante sintesis de rodopsina (7).

Se ha reportado la existencia de dos mecanismos para la
traslocacién operativa en los granulos de pigmentos accesorios
(23). Para la migracidén del pigmento distal se postula un mecanismo
de control mediado por una & mds neurchormonas (16,22,24). Dado que
la migracién no responde a la iluminacién directa este reflejo
envuelve la liberacidén de un peptido el cual dispara la migracién
del pigmento hacia la posicidén de adaptacién a la luz (27). Se ha
observado que la inyeccién de la hormona del pigmento distal y de
extractos de gléndula sinusal inducen el movimiento de este
pigmento a la posicién de adaptacién a la luz (1,16,20,22,28). El
pigmento proximal se comporta como un efector independiente ya que
se puede inducir su migracién completa por medio de la aplicacién
de estimulos luminosos, mientras que el movimiento del pigmento

distal es disparado por reflejos neuroendocrinos (21).

Ambos pigmentos participan en la modulacién luminosa, ya que
durante la adaptacién a la luz protegen a los fotorreceptores
regulando la incidencia de luz sobre el rabdomo. En la adaptacién
a la obscuridad los pigmentos permiten una mayor entrada de 1luz
(1). En esta fase el pigmento proximal opera con un umbral bajo y
tiempo corto facilitando al sistema visual a trabajar con niveles

de iluminacién baja, mientras que el pigmento distal muestra un
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umbral alto y curso temporal lento (1). El rabdomo presenta
microscédpicamente paredes con microvellosidades con un arreglo en
forma de paquete alineados para poder captar la luz. Esto se debe
a gque estdn acompafiadas de wuniones membranales y por un
citoesqueleto de actino-miosina (14). En el rabdomero se distinguen
dos zonas, la distal que corresponde a la célula retinular R8 y la
proximal que corresponde a las células retinulares R1-R7 (15,29).
Las microvellosidades del rabdomo de las células retinulares 1, 2,
5 y 6 se arreglan de manera vertical, mientras que las células 3,
4 y 7 se organizan horizontalmente (6). La octava célula se
localiza aproximadamente a 15 um, arriba del rabdomo de las otras
células, es corto no presentando gr&nulos de pigmento en su
interior (5,15), en comparacién con las restantes células
retinulares (R1-R7) del omatidio (6), por 1lo gue se ha
identificando a esta octava célula como un probable receptor a la
luz wultravioleta (15). El1 axén de esta célula (8%) corre
paralelamente junto con 1los axones de las células R1-R7,
atravesando la membrana basal asi como el primer neuropilo (lamina
ganglionar), dirigiéndose hacia el sequndo neuropilo (médula
externa), en donde establece relevo siniptico, en comparacién con
los dem&s axones de R1-R7, que se proyectan en varios

compartimientos sindpticos en la lamina ganglionar (6).



1.2 Pigmentos accesorios del tallo ocular

Las células fotorreceptoras del ojo compuesto contienen
granulos de pigmento no fototransductores, los cuales migran como
respuesta a la luz. La migracién de los grénulos de pigmento
contenidos en las células actfian como un filtro ajustable para las

membranas fotosensibles modulando la entrada de luz (19).

El ojo compuesto contiene tres tipos de pigmentos accesorios
no fototransductores. Dos de estos, el pigmento distal y el
pigmento proximal esta&n formados por grénulos de color obscuro
constituidos probablemente por melanina (20). Los granulos de
pigmento flotan en una doble pared de fosfolipidos agregandose a la
pared de la membrana visual (15), mostrando la capacidad de
dispersién en el acocil (16,20). El1 pigmento distal es el mas
periférico, sus grdnulos se localizan dentro de dos células
elongadas adyacentes a los elementos omatidiales desde 1la
terminacién de la cérnea hasta el interior de la membrana basal. El
pigmento préximal se localiza dentro de las células retinulares
(20). E1 tercer tipo de pigmento es el de reflexién el cual es
amorfo y blanco se localiza en células cuyos procesos se extienden
desde el interior de la membrana basal hasta la base del rabdomo,
variando su posicidn segln la especie. En el acocil P. clarkii este
pigmento no tiene movilidad y acta reflejando la luz incidente en

el ojo (20,21).
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Se sabe que la migracién de los grénulos de pigmento proximal
puede ser iniciada pocos segundos después de la exposicién a la
luz, pudiendo durar esta 30 minutos (18). La migracién de los
pigmentos (principalmente proximal, ya que el distal puede ser
controlado hormonalmente) se debe a que son sensibles a la luz que
incide sobre los fotorreceptores. La luz actGa en dos fases: una
fase inicial "tiempo de exposicién"™ durante la cual un nGmero
suficiente de fotones pueden iniciar la migracién del pigmento y
una etapa "tiempo de migracién" durante la cual ocurre el
transporte de granulos (22). Por esta razén se pueden observar dos
estados fisiolégicos: el de adaptacién a la obscuridad y adaptacién

a la luz (1).

En la obscuridad el pigmento distal se concentra hacia la
terminacién corneal de la retina mientras que el pigmento proximal
migra en direccién opuesta, esto es, hacia el fotorreceptor (1,16).
Esto origina que la zona del cono cristalino y el &rea alrededor
del rabdomo quedan expuestas a la luz (1). Bajo iluminacién ambos
pigmentos migran expandiéndose a lo largo de las células que los

contienen cubriendo al fotorreceptor de la luz incidente (1,16,21).
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Se ha reportado que en el fotorreceptor existe un sistema de
microtibulos (citoesqueleto), los cuales juegan un papel muy
importante en la migracién del pigmento proximal conduciendo a este
pigmento en las dos etapas de adaptacién (19,23). Las evidencias
indican que 1los microtibulos presentan un arreglo alineado,
paralelo, en direccién de los movimientos de los pigmentos, ademéas
una aparente variacién en el nGmero de microtGbulos en las etapas
de adaptacién (9). Muchos de estos microtfibulos al parecer se
originan en mGltiples niveles a 1lo largo del rabdomo vy
frecuentemente se alinean con las microvellosidades. La disposicién
longitudinal de los pigmentos sigue generalmente el arreglo de los
microtGbulos. Los cambios en la posicién del pigmento van
acompafiados por profundas transformaciones en el citoplasma de la
célula retinular, por lo que el arreglo de los microtibulos depende
del estado de adaptacién (19). En el estado de adaptacién a la
obscuridad 1las células muestran numerosos microtGbulos con
disposicién al azar, no totalmente paralelos. En el estado de
adaptacién a la luz las células presentan numerosos granulos de
pigmento alineados junto con los microtGbulos y el resto del

pigmento se arregla en una columna central microtubular (19).
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1.3 Tallo ocular de los crustdceos

Los o0jos compuestos presentan diferentes estructuras
contenidas en el tallo ocular. La ubicacidén de los principales
neuropilos se conocen a partir de los trabajos hechos por Hanstrom
(26) . Los neuropilos 6pticos son: la la&mina ganglionar, la médula
externa, la médula interna, la médula terminal y el cuerpo
hemielipsoide ademds de la estructura neurosecretora conocida como

glandula sinusal (fig.2).

Dentro de los neuropilos existen dos tipos de conexiones
axénicas principales: las de primer orden originadas por neuronas
cortas que corren entre un neuropilo y el siguiente; y las de
sequndo orden constituidas por neuronas de arborizaciones largas
con arreélo tangencial en las paredes interiores de los neuropilos

las cuales proyectan sus axones hacia el cerebro (2).

La lamina ganglionar es una masa en forma de domo constituida
por lo menos de 4 capas paralelas a la base del omatidio. En ella
convergen axones de primer y segundo orden provenientes de las
células retinulares R1-R7 donde hacen sindpsis con otras fibras.
Las fibras que vienen del lado posterior de la la&mina pasan hacia
el borde anterior de la médula externa en donde forman el primer

quiasma éptico (2).



't
-
-

LG

—ME

——GS

L —MI

ToX-6S

MT

ox

Fig.2 Representacién esquemitica de los neuropilos contenidos en el
tallo ocular de los crustéceos: F, Fotorreceptores; LG, l&mina
ganglionar; ME, médula externa; MI, médula interna; GS, glandula
sinusal; O0X, ©6rgano X; MT, médula terminal; Ch, cuerpo
hemielipsoide; TO, tracto 6ptico; TOX-GS, tracto organo X-gl&ndula

sinusal.
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Las médulas externa e interna se componen de neuropilos
densos, estructuras entre las cuales se sitia el segundo quiasma
6ptico. El tercer quiasma se localiza entre la médula interna y la
terminal (2).

La médula terminal, se sitGa en el lado dorsal medial del
tallo ocular, lateral al cuerpo hemielipscide. Este neuropilo
contienelun nimero de tractos provenientes de la médula interna, en
el que se encuentran dos paquetes diferentes de axones que van
hacia el cerebro. Los paquetes corren a lo largo de tractos en
donde se forma el tracto 6ptico, el nGmero de axones gque los
conforman es aproximadamente 6 veces mayor gque el nGmero de
omatidios (2).

El cuerpo hemielipsoide, se localiza a un lado de la médula
terminal, es una masa profunda y densa casi libre, de forma
regular, encontridndose grupos de células globulares asociadas con
este neuropilo (2).

Entre la médula externa y la interna se encuentra la gldndula
sinusal (26), estructura elaborada que recibe inervaciones de la
médula terminal. La glandula presenta canales secretores
localizados cerca del seno sanguineo y se reconoce como un almacén
de hormonas entre las que se encuentran las que controlan la
migracién de los pigmentos corporales, el nivel de azfcar en la
sangre, los movimientos del pigmento distal y la muda entre otras.
La liberacién de estas hormonas se realiza en el seno sanguineo

(26).
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1.4 ELECTRORRETINOGRAMA

Las células retinulares al ser excitadas por la 1luz se
despolarizan generdndose un potencial de receptor gque persiste
mientras que el estimulo luminoso esté presente (4,14). Esta
despolarizacidn consiste de dos fases: una fase transciente répida,
seguida de una fase sostenida 6 estacionaria precedida por 1la
repolarizacién (30). La actividad masiva de los fotorreceptores, es
susceptible de ser detectada por medio del registro extracélular
conocido como Electrorretinograma (ERG)(4,39). El registro
extracelular es la respuesta promedio proveniente de un gran nGmero
de células retinulares, este registro es la medida de voltaje
generado por la corriente extracelular debido al cambio en el
potencial y resistencia de la membrana de las células visuales.
Cuando la intensidad del estimulo luminoso cambia, la respuesta
extracelular se modifica por lo tanto podemos registrar los cambios
que ocurren en las células visuales, tanto en el estado de
adaptacién a la obscuridad como en la luz, pudiéndose evaluar estas

modificaciones sobre la amplitud del ERG (32).

La absorcién de fotones produce cambios quimicos en las
moléculas del pigmento receptor, los constituyentes celulares en
proteinas, seguido de modificaciones en el potencial de membrana.
Se han propuesto 2 hipbétesis para la generacidén del potencial de
receptor: Una modificacién en la bomba de Sodio y/o un incremento

en la conductancia de iones (33). Smith y cols. en 1968 (34)
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postulan que el potencial de receptor es producido por la actividad
de la bomba electrogénica de Sodio. Brown y Lisman (1972) (35)
reportaron que la inhibicién de la bomba de Sodio puede reducir la
amplitud del potencial de receptor, pero muestran que este efecto
es dependiente de las concentraciones de Calcio extracelular. Brown
y Mote en 1974 (37) demostraron que el potencial de receptor
depende de la concentracién de Sodio extracelular existiendo un
incremento en la conductancia para el Sodio (y quizid para el
Potasio), por lo que se propone este mecanismo como responsable de
la generacién del potencial de receptor. Por lo que respecta a la
conductancia de iones se ha reportado que el principal efecto
causado por la luz es la apertura de canales hacia la entrada de
Sodio, presentidndose dos sistemas de transporte: un sistema de
contratransporte Sodio-Potasio y un sistema de contratransporte
Sodio-Calcio. Este altimo sistema es importante ya gque la
concentfacibn de Calcio afecta fuertemente la sensibilidad de la
célula produciendo cambios profundos en la respuesta del potencial
hacia la luz (36). Durante el potencial de receptor hay una entrada
masiva de Sodio, entonces el canal se sensibiliza a 1la
permeabilidad hacia el Potasio elevando la concentracién de Potasio
en el interior celular, por lo tanto hay una salida simulténea de
potasio hacia el exterior (36). Se ha demostrado que en la
generacién de la fototransduccién el Sodio y el Calcio son los
iones mids importantes asocidndose el sodio a la fase transciente
del potencial de receptor, mientras gque el calcio se ha implicado

a procesos de adaptacién a la luz y a la obscuridad. La fase
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transciente depende de la disponibilidad de Sodio-Calcio, y sus
interacciones pueden determinar la amplitud del potencial de
receptor, mientras gque el Calcio determina la duracién del

potencial de receptor (30,37).

Las células retinulares responden a la luz con un potencial de
receptor despolarizante existiendo una estrecha interaccién entre
el potencial de receptor y la migracién de los pigmentos. Se ha
suqerido-que los cambios elé&ctricos y la migracién de los pigmentos
son respuestas funcionalmente acopladas (38). En el acocil
Procambarus bouvieri se ha sugerido que el flujo de Sodio inducido
por el estimulo luminoso da como resultado la liberacién de Calcio
intracelular. El1 cual dispara la dispersién de los gr&nulos del
pigmento proximal (38). Los reportes de Stieve 1973; Wullf y Muller
1973; Brown y Blincs 1974 muestran que los iones Sodio y cCalcio
estdn involucrados en la respuesta de las células retinulares hacia
la luz, entre estos iones el calcio puede tener una acoplamiento
importante de la respuesta hacia la luz y la migracién de 1los
pigmentos. Se conoce que el calcio sirve como factor de transporte
intracelﬁlar y de secrecidn, ademds de que puede controlar 1la
activacién inicial de los mecanismos de transporte (22). Se ha
reportado que el tratamiento con Ouabaina altera el balance
intracelular de los iones a través de la bomba de Sodio, teniendo
un efecto muy fuerte de inhibicién en la agrupacién de los gréanulos

de pigmento en la obscuridad (38).
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Se ha reportado que en el ERG extracelularmente se distinguen

dos componentes, los cuales se describen como: HI 6 tranciente que
responde al encendido de la iluminacién y HII & estacionaria que se
mantiene durante el estimulo luminoso. La amplitud de HI es
independiente de la duracién del estimulo, mientras que HII se
incrementa en latencia 6 duracién cuando la duracién del estimulo

se incrementa (39,30) (Fig.3).



Fig. 3 Registro de la parte exterior de la pared del receptor, en
la cual se muestran los dos componentes del ERG: HI es
independiente de la amplitud y duracién del estimulo luminoso, sin
embargo HII se incrementa en latencia cuando el estimulo se

incrementa (tomado de 39).



16

1.5 ENCEFALINAS

En 1973 se reportd la presencia de receptores especificos a
opiaceos en el sistema nervioso central de los vertebrados los
cuales son capases de combinarse con una gran variedad de opiaceos

conocidos activamente (40,41,42).

En 1975 el grupo de J. Huges y cols. (43) en Aberdeen Escocia,
descubren dos pentapéptidos con actividad opidcea en el cerebro de
vaca y cerdo a los cuales denominaron Metionina-encefalina (Met-
enc) y Leucina-encefalina (Leu-enc). Estos presentan una
composicién de Try-Gly-Gly-Phe-Met Y Try-Gly-Gly-Phe-Leu
respectivamente, diferencidndose Gnicamente por el fGltimo
aminodcido. En 1982 Noda y cols. (47) reportaron la existencia del
precursor de las encefalinas, siendo estd la pro-encefalina A. Esta
proteina tiene un peso molecular de alrededor de 30 Kda. contando
con una proporcién de 6 veces la secuencia de Met-Enc por una de
Leu-Enc. Las encefalinas tienen una vida muy corta degradidndose muy
ridpidamente. Basados en los reportes sobre la hemolinfa del acocil
Astacus fluviatilis hay una degradacién & inactivacién rapida de
las encefalinas existiendo tres diferentes enzimas que actfian sobre
ellas. Estas enzimas son la amino-peptidasa, carboxi-peptidasa y la
peptidil-dipeptidasa. Estas enzimas probablemente acttan como una
barrerd metabb6lica contra la accién de peptidos biolégicamente
activos (48). Esto implica que estdn involucrados en efectos

rdpidos y transitorios, correspondiéndoles una funcién de
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transmisién. En 1976 el grupo de Roger Guillemin (44) descubrié las
endorfinas. En 1977 Eipper y Ling reportaron que el precursor de
las endorfinas es la pro-opiomelanocortina; esta consta de las
hormonas siguientes: B-lipotropina la cual esta constituida por la
B-endorfina y Met-enc, la Adrenocorticotropina y la Melanotropina
conteniene a a, B y y endorfinas (45,46,59). Las endorfinas son més
estables, tiene una vida mas larga y presentan efectos prolongados.
Por lo gue se postula que las encefalinas pueden actuar como
neurotransmisores y las endorfinas como neurohormonas, adem&s las
encefalinas y endorfinas tienen configuraciones similares en la
porcién del ligando por lo tanto los receptores al parecer son

similares para ambos opiaceos (45,46,59).



18

2.- ANTECEDENTES
2.1 Localizacién de péptidos opiodes en Crustéceos Decédpodos

En 1981 Mancillas y cols. (49), por medio de técnicas
inmunocitoquimicas, e incubando secciones de tejido de tallos
oculares de la langosta Panulirus interruptus y del acocil
Procambarus clarkii en antisuero de Leu-enc y substancia P,

observaron que en la langosta se encuentra inmunorreactividad
positiva a leu-enc en los fotorreceptores primarios y en las fibras
que pasan en direccidn centrifuga a través de la médula terminal y
finalizando en un plexo de finas fibras en la médula terminal.
Mientras que en el acocil esta encefalina se detecté en fibras que
pasan a través de los fotorreceptores primarios y la lémina

ganglionar asi como en terminales de la l&mina (49).

Empleando la misma técnica Fingerman y cols. 1983 detectaron
que en el tallo ocular del cangrejo Uca pugilator, la presencia de
leu-enc y met-enc en el nervio 6ptico, gl&ndula sinusal y l&mina
ganglionar, adem&s de la porcién del neuropilo de 1la médula
terminal y en los bordes de las células neurosecretoras del Organo
X-médula terminal. La Met-enc ademds se encontrd en células
neurosecretoras de la mé&dula terminal, 6rgano X y en axones de las

células neurosecretoras de la glandula sinusal (50).



19

En 1985 Jaros Yy cols. por medio de técnicas de
inmunofluorescencia y tincién con peroxidasa, reportaron en el
cangrejo Carcinus maenas inmunoreactividad positiva a leu-enc en
perfiles axdénicos de la glandula sinusal, en pequefias neuronas de
los neuropilos del tallo ocular, en pequefios ¢uerpos celulares y
fibras de la lamina ganglionar y en la médula externa, interna y
ter‘minall, asi como en fibras gque van hacia el primer quiasma
6ptico. Con técnicas cromatogrdficas (HPLC) comparando el tiempo de
retencidén de patrones conocidos con el de 1los extractos
inmunorreactivos de glandula sinusal, revelan una mayor cantidad de

Leu-enc, trazas de Met-enc y Met-enc-arg®-ala’ (51) (Fig.4).

2.2 Efectos de los opidceos en algunas especies de Crustéiceos

Decapodos.

En 1984 Quackenbush y Fingerman (52), trabajando con el
cangrejo Uca pugjlator, estudiaron el efecto de Leu-enc, Met-enc y
B-endorfina, en el tallo ocular aislado, apendices aislados y en el
animal integro. La Leu-enc no produjo efecto alguno sobre las
preparaciones utilizadas. La Met-enc induce la concentracién de los
pigmentos rojo y negro en los cromatéforos intertegumentarios del
animal integro. Este efecto es dependiente de la dosis aplicada
pudiéndose bloquear con Naloxcna. Sin embargo, en las patas
aisladas no afecta el movimiento de los pigmentos. En los tallos

oculares aislados provoca la 1liberacién de 1las hormonas
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Fig. 4 Representacién esquemitica de la localizaciédn de peptidos
opioides en crustédceos decépodos, segln Mancillas (o), Fingerman

(1) y Jaros (n) (modificado de 2,26).
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concentradoras del pigmento rojo (RCPH) y negro (BCPH) blogue&ndose
esta liberacidén con la aplicacién de naloxona. La Met-enc aplicada
a una concentracién 10 M en los tallos aislados potencializa la
liberacién de las dos hormonas inducida por 1la aplicacién de
voltaje (10 V). La naloxona es capaz de bloquear completamente la
liberacién de la BCPH y dos formas largas de RCPH inducidas por el
voltaje. Por su parte la B-endorfina produce la dispersién del
pigmento obscuro en los apendices aislados y en el animal integro

(52) .

En 1986 Freijo (53) trabajando con el acocil Procambarus
clarkii en preparaciones de retina aislada y en animal integro,
durante el proceso de adaptacién a la obscuridad estudié el efecto
de 1la Met-enc, Leu-enc, Morfina y Dser?’-leu-enc-trec y como
antagonista la naloxona. En la retina aislada se observé un aumento
en la velocidad de adaptacién a la obscuridad cuando las retinas se
incubaron en Leu-enc 103 M y Met-enc 10> M. Este efecto se blogueé
e invirtié al emplear simultdneamente las encefalinas con naloxona
mientras que con la Morfina y la Dser?-leu-enc-treo se produjo el
efecto contrario esto es, el de una disminucién en la velocidad de
adaptacién, bloqued&ndose solo parcialmente con naloxona. En el
animal Iintegro solo la Morfina y la Dser’-leu-enc-treo modifican el
curso temporal del movimiento de los pigmentos en condiciones de

adaptacién a la obscuridad, bloqueandose el efecto con naloxona

(53).
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3 Objetivo General

Se ha documentado la presencia de encefalinas en el sistema
visual, Asi como el efecto de éstas sobre el proceso de adaptacién
a la obscuridad en preparaciones aisladas. El propbésito de esta
Tesis fue estudiar el efecto de los siguientes opidceos: Met-enc,
Dser?-leu-enc-treo, Naloxona y Leu-enc en el sistema visual del
acocil Procambarus clarkii, a través del registro eléctrico de la

retina en el animal integro.

3.1 Objetivos particulares

A.- Obtener la curva dosis-respuesta de algunos opidceos sobre la

amplitud del ERG en la retina del acocil.

B.- Evaluar el efectos de algunos opiaceos sobre la amplitud del
ERG en las curvas de adaptacién a la obscuridad, adaptacién a 1la

luz y curvas V-logI.
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Animales experimentales.

Los experimentos se realizaron en acociles de la especie
Procambarus clarkii (Girard), colectados en el rio Conchos en el
estado de Chihuahua. Se emplearon organismos adultos sin distincién
de sexo 9 en la etapa C 6 D del ciclo de muda (54). Los organismos
una vez colectados se aclimataron por lo menos una semana previa a
los experimentos a las condiciones de laboratorio. Los animales se
colocaron en recipientes de pléstico a temperatura ambiente y
ciclos naturales de 1luz-obscuridad. Todos los experimentos se

realizaron cada tercer dia, a partir de las 12:00 horas.

Los experimentos se realizaron en la retina de animales
integros para lo cual se les extirpo el rostrum dejando los tallos
oculares completamente al descubierto. Posteriormente el tallo
ocular se fijo con pegamento sintético a los bordes de las orbitas
oculares del caparazén del animal, con el fin de mantenerlos fijos.
El animal experimental estuvo sujeto a condiciones de baja
temperatura durante un periodo de 30 minutos antes de cada
experimento para evitar el movimiento. Posteriormente se colocd y
fijé sobre una placa de plastico. Esta placa se introdujo dentro de
una camara con agua fria. Por (Gltimo se procedié a insertar el

electrodo de registro.
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4.2 Sistema de administracién de substancias con posible actividad

biolégica.

Las substancias experimentales se administraron en la base del
pédunculo ocular de los organismos a través de una jeringa
Hamilton. A los animales control se les inyectaron 5 pl de solucidn
fisiolégica para crustédceos Van Harreveld (55). A los animales
experimentales se separaron en lotes y se les administrd 5 ul de
Met-enc 103 M, Dser?-leu-enc-treo 10} M, Naloxona 10> M y Leu-enc
10° M, 10° M, 107 M y 10° M. Para la realizacién de las curvas de
obscuridad la inyeccién se realizé en el minuto 57 tiempo en el
cual los organismos ya habian alcanzado el 100 % de adaptacién
(grafica 1). En las curvas de adaptacién a la luz asi como las
curvas V-logI, la inyeccién se aplicd en el intervalo de obscuridad
(10 minutos) de la curva control y la experimental, faltando un

minuto para iniciar esta Gltima (Tabla 1).



Fijacién de los tallos oculares anestesia del

organismo.
TIEMPO
Colocacién del electrodo de registro
(min)
0 Obtenida la sefial eléctrica el organismo se mantuvo

en obscuridad constante.

20 Obscuridad constante.

22 Se inicio el registrd hasta que no se presentaron cambios

en la amplitud del ERG

58-62 Administracién de Opiaceos

Fase de obscuridad

Minuto 58
5u de VH
Su de Met-enc 1073 M
5u de Dser’-leu-enc-
-treo 107 M
54 de Nlx 107 M

54 DE Leu-enc 10 M

Taba 1.- Sintesis de los Materiales y Métodos

Curvas de adaptacién

a la luz
Minuto 62
54 de VH

S5u de Met-enc 103 M
5u de Dser’-leu-enc-
~treo 107 M

5u de Nlx 102 M

54 de Leu-enc 102 M

Curvas V-logI

Minuto 62
S5u de VH
5u de Met-enc 103 M
5u de Dser?-leu-enc
-treo 103 M
5u de Nlx 103 M

Su de Leu-enc 10 M
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4.3 Sistema de estimulacién.

Para la fotoestimulacién se utilizé un estimulador Grass mod.
S4KP. A éste se le adaptdé un diodo emisor de luz verde con una
longitud de onda de 540 nm para la emisién de estimulos luminosos,
el cual se monitoredé a través de una fotorresistencia. El1 voltaje
emitido por el estimulador y captado por la fotorresistencia se
registrd en un Osciloscopio de rayos catdéddicos digital Tektronix
5323, y se almacend en cintas magnéticas con ayuda de una Grabadora
Vetter mod. D simultineamente con la respuesta experimental (Fig.
5) para su posterior andlisis. La intensidad, duracién y frecuencia
del estimulo fue variada de acuerdo al protocolo de cada
experimento. Evaludndose los par&metros de la fase de obscuridad,
adaptacién a la luz y las curvas V-log I (Tabla 2). Para las curvas
de adaptacién a la obscuridad el estimulo luminoso que se aplicé (1
pulso cada dos minutos durante 210 minutos), con una intensidad de
911.19 lux y 500 mseg de duracién. En las curvas de adaptacién a la
luz, la estimulacién luminosa consistid de un tren de pulsos
durante 1 minuto con una frecuencia de 1 Hz, 713.44 lux de
intensidad y 500 mseg de duracién. La curva fue repetida cada 10
minutos. Por fGltimo para las curvas V-log I, la intensidad fue
variable en orden creciente de 2.7, 7.56, 14.79, 44.28, 66.96,
196.79, 494.64, 713.44, 911.19 y 1222.34 lux, con una duracién de
500 mseg, aplicando un estimulo cada dos minutos, la curva fue

repetida cada 10 minutos.



EXPERIMENTO INTENSIDAD DURACION FRECUENCIA
ADAPTACION A 911.19 Lux 500 mseg 1 pulso cada
LA OBSCURIDAD 2 minutos
2.7 T.86,
14.79, 44.28,

CURVAS V-LOGI 66.96, 196.79, 500 mseg 1 pulso cada
494.64,713.44, 2 minutos
911.19 vy
1222.34 lux

ADAPTACION A 1 tren cada

713.44 Lux 500 mseg 10 minutos

LA LUZ

de 1 minuto
de 1 Hz

Tabla 2.- Se muestran los pardmetros, asi como las condiciones de

estimulacidén para cada tipo de experimento.
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4.4 Sistema de Registro.

Para el registro del Electrorretinograma (ERG), se utilizé un
electrédp de metal elaborado de un alfiler entomoldégico del No. 00,
el cual se 11j6 hasta obtener el grosor deseado (aprox. 10-15 um),
se aislo con esmalte de ufias teniendo cuidado de dejar al
descubierto la punta. Este electrodo se introdujo verticalmente a
través de la cdrnea hacia la lamina ganglionar para obtener el ERG.
La sefial eléctrica se compard a la tierra de referencia a través de
un electrodo de plata clorurado. E1 ERG se amplificé y por medio de
un amplificador diferencial Tektronix mod. AM 502 y un Osciloscopio
de rayos catodicos Digital Tektronix mod. 5323. La sefial obtenida
se almacend en cinta magnética, por medio de una grabadora Vetter

mod. D para su posterior andlisis (fig. 5) (tabla 1).



@J_<}: | | E—

Fig. 5 Esquema en donde se presenta el Sistema de estimulacién, el
Sistema de registro del ERG y el Sistema de administracién de

substancias para la retina del animal integro.
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4.5 Tratamientos de resultados

Las sefiales eléctricas obtenidas a partir del registro del
animal integro se calibraron en mV de acuerdo con la amplificacién
utilizada para cada tipo de experimento y asi como al sistema de
registro antes descrito. Se determindé el porcentaje en relacién a
la mdxima amplitud del ERG en la fase de adaptacién obtenida para

cada experimento para los diferentes casos experimentales.

Se construyeron las curvas de obscuridad, adaptacién a la luz
y V-log I, en donde se presenta la relacién amplitud del ERG en
porcentaje con respecto al tiempo para las dos primeras, asi como
el porcentaje de la amplitud con respecto al logaritmo de la

intensidad empleada para el dltimo caso.

Se calculé para las curvas experimentales la desviacién
esténdar, el coeficiente de variacién, la varianza y el error
est&ndar. Posteriormente se calculd la pendiente por medio de un
analisis de minimos cuadrados para obtener la tendencia de la curva
y por Gltimo se realizé la prueba de comparacién de pendientes con
el fin de establecer las diferencias entre las curvas. Se
establecié la relacién de la curva control con respecto a las
experimentales wutilizando como criterio de significancia

estadistica del p<0.01, en la tabla de "t".
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5.- RESULTADOS

A partir del registro eléctrico de la retina (ERG) en el

animal Iintegro se obtuvieron los siguientes resultados:

5.1 CURVAS DE OBSCURIDAD

En las gra&ficas se representa en el eje de las abcisas el
tiempo en minutos. En el eje de las ordenadas el porcentaje de la
amplitud del ERG. La administracién de substancias se realizé en el
minuto 57, cuando el organismo ya habia alcanzado la adaptacién
total a la obscuridad (grdfica 1). Se inyectaron 5 ul de solucién
fisiolégica VH para el grupo control, asi como Met-enc 1073 M,
Dser?-leu-enc-treo 10° M, Naloxona 10° M y Leu-enc 103 M, 107% N,

107 M y 107 M, para los animales experimentales.

5.1.1 Solucién fisiolégica VH

En la gr&fica 2 se representa un solo experimento control,
observamos que después de la administracién de los 5 ul de VH, se
produce una reduccién méxima en la amplitud del ERG de un 20 %,
recuperfindose parcialmente (5%) a partir del minuto 162. Esta
reduccién posiblemente se deba a la accién mecénica durante la

inyeccién. La gréafica 3 muestra el promedio de 5 experimentos



amplitud del ERG (%)
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Grafica 1.- Se representa desde el tiempo 0 hasta el minuto 220, se
observa gque en el minuto 46 (t) el organismo ya se adaptd
totalmente a la obscuridad, por lo que en el minuto 57 (a) se

realizé la administracién de las substancias experimentales.
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Grafica 2.- En el eje de las abcisas se representa el tiempo (min)
y en el eje de las ordenadas la amplitud del ERG (%). La inyeccién
de solucién salina se realizd en el minuto 57, cuando el organismo
ya habia alcanzado el 100 % de adaptacidén a la obscuridad total.
Después de la inyecciédn hay una reduccién gradual de la amplitud

del ERG, seguida de su recuperaciédn parcial (n=1).
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Grafica 3.- Se representa el promedio de 5 experimentos, después de
la inyeccién hay un decremento gradual de la amplitud del ERG,
inicidndose en el minuto 76. Este efecto se prolonga durante 80

minutos, recuperandose totalmente a partir del minuto 156.
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después de 1la inyeccién de solucién VH se puede observar una
reduccién gradual en la amplitud del ERG de un 10 % a partir del
minuto 76, prolongandose esta reduccién durante 80 minutos. A
partir del minuto 154 empieza a recuperarse gradualmente hasta ser

total en el minuto 156 al 210.

5.1.2 Metionina-encefalina (Met-enc)

Ante la administracién de 5 ul de met-enc, 10> M se observé
que después de la inyeccién se distinguen dos etapas: primero una
reduccién gradual inmediata de un 45 % en la amplitud del ERG
alcanzando el minuto 116, y segundo esta reduccién se mantiene
fluctuando a partir del minuto 118 hasta el 210 sin presentarse
recuperacién (Grafica 4). En la grafica 5 se muestra el promedio de
6 experimentos. Posterior a la inyeccifn, se presenta una caida
brusca en la amplitud del ERG, hasta el minuto 58 de un 16 %
seqguido de una reduccién gradual del minuto 60 al 74 alcanzando el
20 %. Del minuto 76 al 100 de 30 %, del minuto 102 al 158 en un 40
%, del 160 al 176 en un 43 % y del minuto 178 al 210 de un 47 §%.
Estos cambios fueron estadisticamente significativos (p<0.01) con
respecto a la curva control. El registro se mantuvo hasta el minuto
240 sin observar recuperacién alguna, en comparacién con la curva

de VH en donde si se logra una recuperacidn total.
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Grédfica 4.- ERG representativo de la administracién de los 5 ul

de Met-enc 10 3 M (n=1). Se observa un decremento en la amplitud

del ERG de un 45 %.
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Grafica 5.- Efecto de la administracién de Met-enc 103 M (n=6).
Obsérvese el decremento gradual en la amplitud del ERG *=p<0.01,
hasta un 47 % en relacién al 100 % de adaptacién. Se gréafica en

conjunto con los experimentos de VH.
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5.1.3 Dserina’-leucina-encefalina-treonina (Dser ‘-leu-enc-treo)

La Dser’-leu-enc-treo en una dosis de 103 M (grafica 6),
produce un incremento en la amplitud m&xima del ERG de hasta el 35
% (minuto 70) el cual se mantiene durante 140 minutos (minuto 210).
Su efecto fue monitoreado del minuto 212 hasta el 240 observéandose
una recuperacién total. En el promedio de 3 experimentos (grafica
7), se observa un aumento en la amplitud del ERG, en un 15 % del
minuto 68 al minuto 148 y en un 17 % del minuto 150 al 156. En el
minuto 158 llega a su maximo pico de aumento de 24 % que dura 4
minutos. Este aumento fue estadisticamente significativo (p<0.01),
después del minuto 204 empieza su recuperacién, hasta el minuto 210

donde ésta es total.

5.1.4 Naloxona (Nlx)

La Nlx aplicada en la dosis de 107 M, (grafica 8), produce una
reduccién gradual de la amplitud del ERG alcanzando en el minuto
186 un 40 % y recuperédndose totalmente en los Gltimos minutos del
experimento (minuto 190-216). La gréfica 9 mustra el promedio de 9
experimentos. Después de la inyeccién se produce una reduccién
gradual de la amplitud del ERG, entre el minuto 58 al 78 se observd
una reduccién de un 10 %, del minuto 80 al 90 del 20 %, del minuto
92 al 166 del 30 %, este efecto se prolonga durante 76 minutos.

Estos cambios fueron estadisticamente significativos (p<0.01) y del
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Grafica 6.- Representando un solo experimento, de el efecto de la
Dser?-leu-enc-treo, después de la inyeccién hay un aumento en la
amplitud del ERG hasta un 25 %, posteriormente se recupera

totalmente (n=1).
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Grafica 7.- En el promedio de 3 experimentos observamos un aumento
gradual de la amplitud del ERG, después de la inyeccién, hasta 24

%, recuperandose totalmente en los dltimos minutos.
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Grafica 8.- La Naloxona, 10> M, produce una reduccién gradual en
la amplitud del ERG hasta un 40 %, inici&ndose su recuperacién a

partir del minuto 190 (n=1).
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Grafica 9.- Se representa al promedio de 9 experimentos, después de

la inyeccién detectamos que 1la amplitud del ERG disminuye

gradualmente hasta alcanzar un 30 %, prolongandose este efecto
durante 76 minutos, recuperandose parcialmente en un 10 % en
relacién al 100 % de adaptacidém total, a partir del minuto 168

hasta el 220.
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minuto 168 hasta el 220 observamos una ligera recuperacidén de un
10 % con respecto a la curva control en donde hay una recuperacién

total.

5.1.5 Leucina-encefalina (Leu-enc)

Las concentraciones a las que se administré la Leu-enc fueron
las siguientes: 10 M, 10° M, 107 M Y 10°° M. Con Leu-enc 103 M
(grafica 10), se produce un aumento inmediato en la amplitud del
ERG en un 35 % durante 4 minutos, seguido de una reduccidén en la
amplitud en un 70 %, que se mantiene durante 24 minutos (minuto
136) A partir del minuto 138 se inicia su recuperacién parcial que
es de un 15 % hasta el minuto 210 con respecto al momento de la
inyeccién. En la gr&fica 11 se representa el promedio de 4
experimentos. Después de la inyeccién hay un aumento en la amplitud
del ERG en un 10 % que dura 4 minutos a partir del minuto 62 y
hasta el 112 se presenta una reduccién gradual de un 10 %. Del
minuto 114 al 134 se observd reduccidn de hasta el 15 %, siendo
estos cambios estadisticamente significativos (p<0.01). Del minuto
136 al 210 se presenta una recuperacién parcial del 10 % con
respecto al momento de la inyeccién. Finalmente se monitored del
minuto 230 al 240 en donde se observd que alcanza su recuperacién

total.
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Grafica  10.- La leu-enc 107 M (n=1), provoca después de la

inyeccién, primero un aumento de la amplitud del ERG, hasta un
35 % durante 4 minutos, seguido de una reduccién hasta un 70 %
recuperandose parcialmente (15 %) en relacién al 100 % de

adaptacién total.
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Grafica 11.- Efecto de la leu-enc 10> M (n=4). Después de 1la
inyeccién provoca un aumento en la amplitud del ERG hasta un

10 % en los primeros 4 minutos, seguido de una reduccidén gradual en
la amplitud (a partir del minuto 62) alcanzando un 15 %. A partir
del minuto 136 empieza su recuperacién, siendo esta total del

minuto 230 al 240.
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La administracién de Leu-enc 10° M, (grafica 12) produjé un
aumento en la amplitud del ERG en un 30 %. Este efecto se prolongd
durante 140 minutos recuperandose totalmente en los Gltimos minutos
del experimento (minuto 206-210). En la grafica 13 se representa
el promedio de 5 experimentos. En este caso la Leu-enc 10° M
produce un aumento gradual en la amplitud del ERG hasta un 19 % en
el minuto 94 fluctuando a partir del minuto 96 alrededor del 20 %
hasta el minuto 232, siendo estos cambios estadisticamente
significativos (p<0.01). A partir del minuto 234 se inicia su

recuperacién hasta el minuto 240 en donde ésta es total.

La Leu-enc 107 M (grafica 14) se produjé un aumento gradual
en la amplitud del ERG que alcanza un 60 % fluctuando este durante
148 minutos (minuto 210). A partir del minuto 212 y hasta el 240 se
observa una ligera recuperacién de un 30 % con respecto al momento
de la inyeccién. En la grafica 15 se muestra el promedio de 3
experimentos. La amplitud del ERG aumenté gradualmente de un 10 %
(minuto 60 al 110) hasta un 50 % (minuto 112 al 210). A partir del
minuto 212 y hasta el 240 se detecta una recuperacién parcial de un

20 %.
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Grafica 12.- Cuando administramos leu-enc 10 M (n=1), hay un
aumento de la amplitud del ERG, después de la inyeccién, hasta un
30 % recuperandose totalmente en 1los fGltimos minutos. ERG

representativo.



% AMPLITUD DEL ERG

— VH Leu—enc —2

150 +

125+
i
b

1OOtf\ﬁ“”\wmeuwfﬁdhﬁmJ*“'4”‘””__

75+

50 } } } } + + t t t

56 76 96 116 136 156 176 196 2186 23

TIEMPO (min)

Gréfica 13.- La leu-enc 10° M (n=5) después de la inyeccién provoca
un aumento gradual significativo *=p<0.01 de la amplitud del ERG
hasta un 20 %. Este efecto se prolonga durante 140 minutos
recuperandose en los Gltimos minutos del experimento (minuto 212 al

230).
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Grafica 14.- ERG representativo de la administracién de leu-enc

107 M. Se produjo un aumento gradual de la amplitud del ERG hasta
un 60 %. A partir del minuto 212 y hasta el 240, aparece un ligera

recuperacién del 30 %.
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Grafica 15.- La administracién de leu-enc 107 M (n=2) provocé un
incremento gradual de la amplitud del ERG significativo #=p<0.01
hasta un 50 %, del minuto 212 y hasta el 240. Se observé una ligera

recuperacién de un 20 %.
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La administracién de Leu-enc 107 M (grafica 16) produjé una
reduccién inmediata en la amplitud del ERG en un 55 % (hasta el
minuto 62), este efecto se prolongdé durante 54 minutos (minuto 64
al 114). A partir del minuto 116 y hasta el 198 la amplitud
fluctué en 30 % recuperéndose totalmente a partir del minuto 200 y
hasta el 210. En el promedio de 5 experimentos (grafica 17)
inmediatamente después de la inyeccidén (minuto 58), la amplitud del
ERG se decrementd en un 20 %. Este efecto se prolongé durante 136
minutos hasta el minuto 192. Estos cambios fueron estadisticamente
significativos (p<0.0l1) a partir del minuto 194, en donde se iniciédé
la recuperaciédn observando que se completa en el minuto 196 y del

minuto 200 al 210.
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Grafica 16.- Con leu-enc 10° M (n=1). Se provocd una reducci6én de
la amplitud del ERG hasta de un 55 %. Su recuperacién se inicia en

el minuto 142.
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Grafica 17.- Efecto de la leu-enc 10° M (n=5). Se observé un
decremento significativo *=p<0.01 de la amplitud del ERG hasta un
20 %, este efecto se prolonga durante 124 minutos empezando a

recuperarse a partir del minuto 182.
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5.2 ADAPTACION A LA LUZ

Se administraron 5 pl de solucién fisioldégica VH para el
grupo control, asi como 5 ul de Met-enc 103 M, Naloxona 1073 M,
Dser’-leu-enc-treo 103 M y Leu-enc 10° M, para los grupos
experimentales. La administracién de la solucién VH asi como las
substancias experimentales se aplicaron, después de 1la curva

contreol en el mismo organismo experimental.

En estas gridéficas se representa en el eje de las ordenadas la
amplitud del ERG en porciento y en el de las abcisas el tiempo en

segundos.

En la grafica 18 se presentan dos curvas obtenidas de
registros, en los cuales no se les administré ninguna substancia.
Cada curva se registré con un intervalo de 10 minutos. Se observé
qgue no se presentan cambios significativos en la amplitud del ERG
cuando se compararon las dos curvas desde el inicio de 1la

frecuencia de estimulo hasta su adaptacién a la luz.
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Gr&fica 18.- Adaptacién a la luz (n=2). Se Observaron dos curvas
(10 minutos de obscuridad entre las dos), en las cuales se detecta
que no hay diferencias entre ambas, desde el inicio de 1la

frecuencia de estimulo, hasta su completa adaptacién a la luz.
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5.2.1 Solucién Fisiolégica VH

Se administraron 5 pl de solucién VH durante el intervalo de
obscuridad (10 minutos) entre la primera y segunda curva. En la
grdfica 19a se puede observar, que después de la inyeccién se
presenta una reduccién en la amplitud del ERG de un 35 %, en los
primeros segundos de haber iniciado la frecuencia de estimulacién
con respecto a la control. Sin embargo esta reduccién en la
amplitud desaparece en las curvas posteriores como observamos en
las graficas 19b y 19c, 11 y 22 minutos después de la inyeccién

respectivamente con respecto a el control.

5.2.2 Metionina-encefalina (Met-enc)

La administracién de 5 ul de met-enc en una concentracién de
103, (grafica 20a) produce un ligero decremento en la amplitud del
ERG de un 10 % en los primeros segundos de haber iniciado el
estimulo, seguido de su adaptaciédn con respecto al control (-).
Diez minutos después de la inyeccidn (Grafica 20b) se detecta que
este decremento alcanzé hasta un 25 % en los primeros segundos de
haber iniciado el estimulo. Veinte minutos después de la inyeccién
(grdfica 20c) el decremento llegé a un 30 %. Estos cambios fueron

estadisticamente significativos (p<0.01).
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Gr&fica 20.- En el panel a, se detecta un ligero decremento en la
amplitud del ERG cuando se administra Met-enc (:-+) con respecto al
control (-). Después de 10 (--) y 20 (--+-) minutos (panel b y c

respectivamente) este decremento se acentGa (n=1). *=p<0.01
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D-serina?-leucina-encefalina-treonina (D-ser’-leu-enc-treo)

En la grafica 2l1a, se observa el efecto de la administracién
de 5 ul de Dser’-leu-enc-treo 10> M la cual indujo un aumento en la
amplitud del ERG de un 10 % a partir aproximadamente 5 segundos
después de haber iniciado el estimulo. Este aumento fluctuaba entre
5 y 10 ¥ en el resto de la curva, en comparacién con la curva
control. Después de 10 minutos de haber realizado la inyeccidn
(grdfica 21b) el aumento en la amplitud se incrementé llegando a un
20 % que se mantuvo desde el inicio del estimulo con respecto a la
control. En la grifica 21c, 20 minutos después de la inyeccién, el
aumento en la amplitud fue mayor alcanzando un 30 % desde el inicio
de la aplicacién del estimulo. No se observa recuperacién en
relacién a la curva control y estos cambios fueron estadisticamente

significativos (p<0.01).

5.2.4 Naloxona (Nlx)

Después de la aplicacién de Nlx 103 M (grafica 22b) se observa
un decremento en la amplitud del ERG en un 20 % inmediatamente
después (3 segundos) de haber iniciado el estimulo. Esta
disminucién se mantuvo alrededor de 9 segundos. A partir del
segundo 11 se inicié en la curva experimental una tendencia hacia
la curva control, sin embargo 10 minutos después de la inyeccién
como se observa en la grafica 22b, este decremento se redujo a un

10 $ en un tiempo de 9 segundos, pero el resto de la curva se
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Grafica 21.- La administracién de Dser?-leu-enc-treo (:::) panel a,
provoca un aumento en la amplitud del ERG con respecto al control
(-). Este aumento se presenta mas marcado 10 (--) y 20 (=++=)
minutos después ce la inyeccién panel b y c respectivamente (n=1).
*=p<0.01
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Grafica 22.- En el panel a se detecta un decremento en la amplitud
del ERG cuando se administra Nlx (+-+) en los primeros segundos de
iniciada la estimulacién, seguido de su adaptacién. 10 minutos
después (--) de la inyeccién panel b este decremento es mds marcado
y 20 minutos después (----) panel c ya se presenta una tendencia
hacia la curva control (-) (n=1). *=p<0.01
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mantuve fluctuando en 5 % con respecto a la curva control. 20
minutos después de la inyeccidén (grafica 22c) el decremento es
menor al 5 % desde el inicio de la estimulacién presentando esta
curva una tendencia hacia la curva control. Todos los cambios

descritos fueron estadisticamente significativos (p<0.01).

5.2.5 Leucina-ercefalina (Leu-enc)

La admistracién de 5 gl leu-enc 10> M (grafica 23a) produjo
un decremento en la amplitud del ERG de un 40 % al inicio de 1la
estimulacién, el resto de la curva fluctuaba en un 20 % con
respecto al control. En la grafica 23b se puede observar que 10
minutos después de 1la inyeccién este decremento se mantuvo
constante; 20 minutos después se observé una tendencia del 10 %
hacia la curva control, sin embargo en el resto de la curva, se
mantuvo fluctuando en 20 % con respecto a la curva control siendo

estos cambios estadisticamente significativos (p<0.01).
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Grafica 23.- La aplicacién de Leu-enc 10 M (n=1) (---) provocé un
decremento en la amplitud del ERG con respecto al control (-) panel
a. Este decremento se mantiene constante 10 y 20 minutos después de
la inyeccién como se observa en el panel b (--) y c (-++-)
respectivamente en relacién al control (-). #*=p<0.01
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5.3 V-logI

En esta serie de experimentos, se aplicaron diferentes
estimulos luminosos que fueron de una menor intensidad hacia la méas
alta (ver tabla 2). Se administraron para el grupo control 5 ul de
solucién fisiolégica VH y 5 pl de Met-enc, Dser?-leu-enc-treo,
Naloxona y Leu-enc para el grupo experimental en una concentracién
de 103 M para todos los casos. La administracién de las substancias
experimentales se realizé después de registrar el ERG control en el
mismo organismo y faltando un minuto para comenzar el registro
experimental.

En la grafica 24 se muestran tres curvas, a las cuales no se
les administrd® ninguna substancia, obtenidas con un intervalo de
obscuridad de 10 minutos entre cada una. En las dos primeras se
observé que no hay cambios en la amplitud del ERG ante todas las
intensidades empleadas. Después de 20 minutos en la tercera curva,
se observd un ligero decremento en la amplitud del ERG a partir del

segundo pulso (7.56 lux) y hasta el dltimo (1222.4 lux).

5.3.1 Solucién fisiolégica VH

La administracién de solucién VH produjo un decremento de un
10 % en la amplitud del ERG en el segundo estimulo (7.56 lux), con
respecto a la curva control (grafica 25). 20 minutos después de la
inyeccién, el decremento, antes visto desaparecié desde el primer

pulso y hasta el Gltimo, con respecto a la curva control.
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Grafica 24.- En el eje de las abcisas se representa el logaritmo de
la intensidad y el de las ordenadas la amplitud del ERG (%). En las
dos primeras curvas (0-0) (®-®), no se detectan diferencias en la
amplitud del ERG en presencia de las diferentes intensidades
empleadas. 20 minutos después (A-A) se observé una ligera reduccién
en la amplitud del ERG a partir de la segunda y hasta la Gltima

intensidad.



{ -IO O-——O control
100+ @—e w +
901— DH—I 24 .: +
123
% 80+ 4
s /A
g 70+ z/ i
T 60 + / T
S 95.’
© T A T
= 404 AU +
a ot O/
< 20“ * ’/8 |
10+ —% 1
A
0 +—— . f
1.4 1.8 2.2 2628 3 3.4 36 3.8
Log—Int
Gréfica 25.- Cuando se administra la solucién salina VH (@-®). se

detecta un ligero aumento en la 1 intensidad seguida de una
reduccién en la amplitud del ERG, con respecto al control (0-0). 10
minutos después de la inyeccién (A-A) la curva tiende hacia el

control (0-0) (n=2).
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5.3.2 Metionina-encefalina (Met-enc)

Con la aplicacién de Met-enc en el primer pulso (2.7 lux) se
detecté un aumento de 20 % en la amplitud del ERG (grafica 26). A
partir del segundo y hasta el septimo estimulo esta curva presenta
una tendencia hacia la curva control, sin embargo en los tres
Gltimos estimulos (713.44, 911.19 y 1222.34 lux) hubo una reduccién
en la amplitud de un 18 %, 12 % y de un 10 % respectivamente. 10
minutos después se observé gue desde el primer pulso hasta el
séptimo no hay diferencias con respecto al control, sin embargo en
los tres Gltimos pulsos, la reduccibén vista en la curva anterior se
mantuvo constante. 20 minutos después de la aplicacién no se
presentd ningin cambio en la amplitud con respecto al control. En
la gréfica 27, promedio de dos experimentos, se observd después de
la inyeccidén un ligero aumento en la amplitud del ERG de un 15 % en
el primer pulso (2.7 lux) a partir del segundo y hasta el Gltimo
estimulo esta curva se comportdé como la curva control. Después de
10 y 20 minutos de haber realizado la inyeccidn estas curvas

presentaron tendencia hacia la curva control.
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Grafica 26.- La amplitud del ERG aumenta en la 1® intensidad cuando
se aplica Met-enc 107 M (e-®), a partir del 2° estimulo hay una
tendencia hacia la curva control (0-0), 10 (A-A) y 20 (A-4) minutos
después de la inyeccidn no hay diferencias con respecto a la curva

control (0-0) (n=1).
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Grafica 27.- Promedio de dos experimentos, cuando se administra
Met-enc 10> M (@-@) provocé un ligero incremento en la amplitud del
ERG en la 1® intensidad. A partir del 2° estimulo hay una tendencia
hacia la curva control (0-0), 10 (A-A) y 20 (A-A) minutos después

de la inyeccidn, el comportamiento es similar al control (0-0).
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Grafica 28.- Cuando se administrd Dser?’-leu-enc-treo (@-@) esta
provocd un aumento en la amplitud del ERG a partir de la 4°
intensidad y hasta la fGltima con respecto al control (0-0), 10
minutos después de la inyeccién (A-A) se incrementa mds la amplitud
a partir de la 1® y hasta la Gltima intensidad y después de 20
minutos (A-A) este aumento se acentia mds con respecto al control

(0-0) (n=1).
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Grafica 29.- Promedio de dos experimentos donde se aplicé

Dser?-leu-enc-treo 1073 M (0-®). Esta causa un aumento en 1la
amplitud del ERG significativo #*=p<0.01 en los Gltimos cuatro
estimulos con respecto al control (0-0), 10 (A-A) y 20 (A-A)
minutos después de la inyeccién este aumento se acentiia m&s en

relacién al control (0-0).
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Gra&fica 30.- Administracién de Nlx 10> M (n=1). Se observé en la
curva experimental (®-@), se presenta una reduccién en la amplitud
del ERG en la 3" intensidad en relacién al control (0-0), 10

minutos después de la inyecci&n (A-A) este decremento desaparece.
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5.3.3 D-serina’-leucina-encefalina-treonina (D-ser’-leu-enc-treo)

La administracién de este opiaceo, durante los tres primeros
pulsos no se presentaron efectos sobre la amplitud del ERG, sin
embargo a partir del cuarto estimulo (44.28 lux), se observdé que la
amplitud aumentdé hasta un 25 % con respecto a la curva control. 10
minutos después de la inyeccidn se incrementd en 20 % en el primer
estimulo y hasta en un 40 % para el Gltimo pulso con respecto a la
curva control. 20 minutos de 1la inyeccién, la amplitud se
incrementé un 40 % para el primer pulso hasta un 45 % para el
Gltimo, con respecto a la curva control. Estos cambios se pueden
observar en la grafica 28. En el promedio de dos experimentos
(grafica 29), después de la inyecciébn la curva experimental se
mantiene igual que 1la curva control. Sin embargo 10 minutos
después, la amplitud aument6 en un 10 % para el primer estimulo y
15 % para el Gltimo pulso. 20 minutos después hay una tendencia
hacia la curva control pero solo se redujo un 5 ¥ desde el primer
estimulo hasta el Gltimo. Estos cambios fueron estadisticamente

sigificativos (p<0.01).

5.3.4 Naloxona (N1lx)

Cuando se administré la N1x en una concentracién de 1073 M
(grdfica 30), la amplitud del ERG disminuye un 10 % en el tercer
pulso luminoso (14.79 lux), la respuesta a los siguientes estimulos

no cambiaron con respecto a la curva control. 10 minutos después de



40
la inyeccién el decremento desaparece y esta Gltima curva presenta
un comportamiento igual al de la curva control. En la grafica 31 se
observa que después de la inyeccidén, no hay cambios en la amplitud
del ERG, resultado similar se observdé 10 y 20 minutos después de la

inyeccién manteniendo la tendencia similar que la control.

5.3.5 Leucina-encefalina (Leu-enc)

La leu-enc cuando fué administrada como se observé en la
grafica 32, produjo un ligero decremento en la amplitud del ERG de
un 5 % a partir del segundo estimulo y hasta el Gltimo. Este
decremento se mantuvo constante (5 %) 10 minutos después de haber
realizado la inyeccién. 20 minutos después, se observé que en los
6 primeros estimulos este decremento se mantuvo constante (5 %),
sin embargo a partir del séptimo pulso hubo una tendencia hacia la
curva control. En el promedio de dos experimentos (gr&fica 33)
después de la inyeccidén se observé un ligero decremento en la
amplitud del ERG de un 5 % desde el primer estimulo y hasta el
Gltimo. Este decremento se mantuvo en la tercera curva, 10 minutos
después de haber realizado la inyeccidn, sin embargo 20 minutos

después este decremento desaparecié.
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Grafica 31.- La Nlx 103 M (n=2) cuando se administra (®-®) no se
presenta ningin cambio en la amplitud del ERG después de 1la
aplicacién y 10 minutos (A-A) después de la inyeccidén. Con respecto

al control (0-0).



110 A
100 1
oo 2a.
i Jo. J &
80+ , 4
701 A
60 il O T
50 1 / +
40+ / 35
30 ///CD?
- ’ —I—
204 Z
10+
&
0 +———+ ——

1.4 1.8 22 26 28 3 34 36 38
Log—Int

Amplitud del ERG (%)

Grafica 32.- La administracién de leu-enc 10> M (®-®) provocé una
ligera reduccién en la amplitud del ERG a partir de la 2* y hasta
la Gltima intensidad en relacién al control. 10 minutos (A-A)
después de la inyeccién este cambio se mantiene constante, después
de 20 minutos (A-A) en los Gltimos cuatro estimulos aparece una

tendencia hacia la curva control (0-0) (n=1).
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Gréfica 33.- Promedio de dos experimentos al aplicarse Leu-enc
103 M (e-e). La administracién no provocé ningGn cambio en 1la
amplitud del ERG, 10 (A-A) y 20 (A-A) después de la inyeccidn con

respecto al control (0-0).
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6. DISCUSION

En la evaluacién de los cambios en la amplitud del ERG
originada por los diferentes opidceos administrados se encontré lo

siguiente:

La administracién de Dser’-leu-enc-treo en una concentracién
de 107 M produjo que la amplitud del ERG se decrementara
significativamente (p<0.01) tanto en las curvas de obscuridad, en
las de adaptacién a la luz y las curvas V-log I. Estos cambios en
la amplitud probablemente se deban a que esta substancia actua
sobre los receptores § situados en diferentes regiones de la via
visual 6 bien sobre vias encefalinérgicas gque se encuentran
presentes en el tallo ocular. Se ha reportado que con la aplicacién
de este opiaceo en retina aislada hay un cambio en la amplitud del
ERG en la adaptacién a la obscuridad (53). Se postula que estos
cambios se deben a gque este opiaceo esta actuando sobre el
movimiento de los pigmentos visuales, tanto proximal como distal
(previamente adaptados a la luz durante 120 minutos), ya que los
primeros minutos (de la adaptacidén a la obscuridad) no se alcanza
la adaptacién total (53). BAhora bien, en nuestro sistema
descartamos esta posibilidad ya que los experimentos se mantuvieron
en obscuridad previa (20 minutos), por lo que los pigmentos

visuales tanto el proximal como el distal se encontraban retaridos.



42

Con la administracién de Naloxona en concentracion de 107 M

se provocé un decremento estadisticamente significativo (p<0.01) en
las curvas de obscuridad asi como en las curvas de adaptacion a la
luz, sin embargo en las curvas V-log I no existieron diferencias
estadisticamente significativas; estas modificaciones en la
amplitud del ERG probablemente se deban a que la Naloxona esta
compitiendo por los receptores del tipo § y p. Sin embargo la
Naloxona presenta una mayor afinidad por los receptores §, que
pueden encontrarse situados en diferentes vias 6 regiones del
sistema visual &6 bien sobre las vias encefalinérgicas presentes en
el tallo ocular. Se ha reportado que la aplicacién de Naloxona en
retina aislada, por si sola no induce nungin cambio en la amplitud
del ERG en las curvas de adaptacion a la obscuridad. Sin embargo en
combinacién con otros opidceos como la Leu-enc y Dser’-leu-enc-treo
hay un blogueo parcial y total respectivamente del efecto que
provocan estas dos substancias. El1 autor propone que este blogue de
la Naloxona hacia las encefalinas podria deberse a varios factores,
entre ellos la especificidad de los ligandos sobre los receptores,
ademds de los patrones de estimulacién. Por otro lado se ha
reportado que la Naloxona por si misma tiene efecto sobre la
migracién de los pigmentos visuales tanto proximal como distal,
aumentando la migracién inicialmente, debidoc a gque previamente se
adaptaron a la luz durante 120 minutos (53). Ahora bien, en nuestro
sistema se observé gque la Naloxona por si misma tiene efecto sobre
la amplitud del ERG, tanto en las curvas de obscuridad como en las

de adaptacién a la luz, pero no en la V-log I. Estos cambios en la
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amplitud probablemente se deban a que la Naloxona estd compitiendo
por los receptores antes mencionados, presentdndose un mayor efecto
bajo los patrones de estimulacién de obscuridad asi como los de la
adaptacién a la luz en comparacién con los patrones de las curvas

V-log I.

Con respecto a la Leu-enc, la cual fué administrada en
concentraciones de 103 M, 10° M, 107 My 10° M para las curvas de
obscuridad, se encontré lo siguiente: con 10® M se produjeron dos
efectos: primero un aumento en la amplitud del ERG seguido de un
decremento, sin embargo estos cambios no fueron estadisticamente
significativos, con 10° M y 107 M se observé un aumento en la
amplitud del ERG estadisticemente significativo (p<0.01); ahora
pien, con 10° M se produjo un decremento en la amplitud
estadisticamente significative (p<0.01). En 1las curvas de
adaptacién a la luz con Leu-enc 10> M la amplitud del ERG aumenté
alcanzando diferencias estadisticamente significativas (p<0.01),
sin embargo en las curvas V-log I no existieron cambios en la
amplitud del ERG. Estos cambios en 1la amplitud del ERG
principalmente en las curvas de obscuridad, se deben probablemente
a gue la Leu-enc causa un efecto diferencial, esto es, que el
efecto se disocia con la concentracién de la dosis empleada, ademéas
de que esta substancia se ha relacionado con los receptores u gque
se encuentran situados en vias encefalinérgicas & en diferentes
regiones de la via visual que estdn presentes en el tallo ocular.

La posibilidad de que estos cambios en la amplitud del ERG se deban
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al movimiento de los pigmentos visuales, puede ser descartada
considerando que el organismo se encontré en obscuridad constante
durante 20 minutos, razon por la cual los pigmentos se encontraban
retraidos. La aplicacién de Met-enc 10° M provocé que la amplitud
del ERG se decrementara significativamente (p<0.01) en las curvas
de obscuridad asi como en las de adaptacién a la luz, sin embargo
en las curvas V-log I no se observaron cambios en la amplitud
estadisticamente significativos. Ademds se ha relacionado esta
substancia con receptores u que se encuentran situados sobre vias
encefalinérgicas & en diferentes regiones de 1la wvia visual
presentes en el tallo ocular. Descartamos pues gque estos cambios se
deban al movimiento de los pigmentos visuales, ya gque como se
menciond anteriormente, el organismo se mantuvo en obscuridad

constante (20 minutos) y los pigmentos se encontraban retraidos.

En trabajos realizados con 5-Hidroxitriptamina (Serotonina)
sobre la amplitud del ERG, cuando es administrada en
concentraciones de 10“ M, se provocé un aumento en la amplitud del
ERG que se mantuvo durante 60 minutos en las curvas de adaptacién
a la obscuridad (16); ahora bien, los resultados que se observan en
el presente trabajo, cuando se administra los diferentes opiéceos,
tambien se modificd la amplitud del ERG, esta modificacién se
observdé durante un tiempo prolongado (150 minutos) en altas y bajas
concentraciones (103 M y 10° M). Por lo tanto podemos inferir que
el tiempo de accién es un indicativo de que existe un mecanismo de

accién de neuromodulador.
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Se ha reportado gque el aumento en la respuesta del
fotorreceptor, inducida por la aplicacién de Serotonina ha sido
asociado directamente <con las propiedades eléctricas del
fotorreceptor, estos cambios pueden ser mediados directamente por
esta substancia, ya que se reporta la presencia de fibras
serotoninérgicas en el acocil Procambarus clarkii (29,56), por 1lo
tanto la respuesta eléctrica hacia la luz puede estar actuando a
través del mismo receptor. Sin embargo el sustrato y el mecanismo
de accién puede ser diferentes (14,16). Lo anterior lo podemos
aplicar para los resultados que se obtuvieron en este trabajo, ya
que con  la administracién de los diferentes opidceos, de alguna
manera también se estd modificando la actividad eléctrica del
fotorreceptor. Dado que se ha reportado gque en el acocil
Procambarus clarkii (49) por medio de técnicas inmunocitoquimicas
se obtienen reacciones positivas hacia Leu-enc, en diferentes
regiones y estructuras del tallo ocular, tanto en fotorreceptores,
lamina ganglionar y en los bordes terminales de la lamina
ganglionar, probablemente estos cambios en la amplitud se deban a
que estdn actuando directamente sobre alguna de estas estructuras;
a través de otras células 6 bien tengan una accidén directa sobre
los receptores que se encuentran situadas fuera de los elementos
retinianos. Ademas se ha reportado gque en otras especies de
crustéiceos la presencia de inmunoreactividad positiva hacia Leu=-enc
y Met-enc en la glandula sinusal y en algunas estructuras del

sistema Organo X-médula terminal y en fibras del tracto &ptico para

la especie Uca pugilator (50); en Carcinus maenas ademds de las
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estructuras anteriormente mencionadas se encuentran tambien en
fibras de la lamina ganglionar y en las médulas externa, interna y

terminal (51).

Estos neuromoduladores de alguna manera estan actuando sobre
receptores a opidceos que se encuentran situados fuera de los
elementos retinianos, ubicados en diferentes regiones de la via
visual & bien sobre vias encefalinérgicas que se encuentran
presentes en el tallo ocular y que modifican 6 bien controlan la
actividad del fotorreceptor, lo que permite plantear que tienen un
papel de intermediario entre el estimulo luminoso y la respuesta

visual.
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De lo anterior se puede concluir lo siguiente:

a) Que el efecto de la aplicacién de los diferentes opidceos
empleados en este trabajo no actua sobre los pigmentos visuales,
sino muy probablemente sobre las propiedades eléctricas del
fotorreceptor & bien tengan una accién directa sobre los receptores
§ y u 6 alternativamente hacia los receptores x.
b) Probablemente los receptores (6§, g4 y k) que se encuentran sobre
las vias encefalinérgicas de alguna manera pueden modificar &
controlar la actividad del fotorreceptor.
c) Se puede inferir que estas substancias tengan un mecanismo de
accién de neuromodulador.
d) Se abre la posibilidad de estudiar con mayor detalle 1la
existencia de receptores a opidceos ubicados dentro 6 fuera de los
elementos retinianos.
e) Los experimentos sugieren que los opidceos que se utilizaron en
este trabajo participan en la fisiolégia del sistema visual como
neuromoduladores, interactuando con los receptores posiblemente

ubicados fuera de la retina.
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