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i. INTRODUCCION

Las estructuras relacionadas con la entrada de informacion
en lps organismos, y los mecanismos involucrados con su
regulacién, juegan un papel determinante en diversas funciones,
asf como en la determinacidn de patrones conductuales (i,2).
Dentro de una amplia gama de variaciones energéticas, 1los
cambios lumfinicos, cuya integracidon inicial e lleva
probablemente a cabo en las cédlulas fotorreceptoras, tienen un
papel preponderante. En los crustidceos, e] sistema visual no se
restringe al drea retiniana, sino gue involucra a diversas
regiones del sistema nervioso (2). La funcisn de los
fotorreceptores retinianos se encuentra regulada por diversos
mecanismos, entre los gue destacan algunas sustancias gue pueden
desempefiar un papel de importancia en la transmision de

informacidn o en la modulacion de la funcion del sistema visual.
1.1 EL SISTEMA VISUAL DE LOS CRUSTACEOS.

El sistema visual localizado en la retina, estd formado por
células sensoriales especializadas, cuya organizacidn y
funcionamiento difiere seain el grupo zooldgico de gque se trate.
En los artrdpodos se encuentran principalmente dos t{pus de
pjos: los simples y los compuestos. Los dltimos son generalmente
bien desarrollados y usualmente pedunculados (3). En los
crusticeos decdpodos, la unidad visual del ojo compuesto es el
omatidio (fig.1), que contiene siete cédlulas sensoriales o
retinulares (3). El nimero de omatidios varia seguin la especie

{4). Las células retinianas emiten prolongaciones membranales en
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la regidn medial, que se fusionan con las del lado opuesto para
formar en conjunto el rabdomo que se encuentra en la regidn
central y contiene a 1a rodopsina (5), pigmento fotoldbil
indispensable en la visidn, el cual se blanquea depﬁndiendu de
la intensidad de iluminacidn (6). Por encima de las células
retinulares, se encuentra el cono cristalino, formado por cuatro
células cubjertas por dos células cornedgenas en forma de lente
3.

Como estructuras pararreceptoras, se encuentran Ilbps
pigmentos proximal, distal y de reflexidn (3,4,5,7,8). EI
pigmento proximal esta contenido en las células retinulares, el
distal se encuentra en dos células situadas alrededor del cono
cristalino de cada omatidio (3,4,5), y el pigmento de reflexidn
(pteridinas) (2,4), se situa a lo largo del ojo desde la cdrnea
hasta la wmembrana basal, observandose ademds en dos largas
células en la parte externa de la wmembrana basal con procesos
entre la retina y la ldmina ganglionar asf como en la cérnea
(3). Por ®msu parte, 1los axones de las células retinulares,
terminan en la ldmina ganglionar (9?). La membrana basal esta
formada por células y fibras de tejido conectivo, que corren por
debajo de las células retinulares y que es atravesada en
patrones regulares por axones acompafados por una red vascular

(3).



1.2 EL TALLO OCULAR DE LOS CRUSTACEOS

En el 16bulo o6ptico de los decdpodos existen cinco
neuropilos: la ldmina ganglionar, la médula externa, la médula
interna, la médula terminal y el cuerpo hemielipsoide (fig. 2).

Tipicamente hay dos tipos de conexiones axdnicas entre los
neuropilos§ neuronas cortas que corren entre un neuropilo y el
proximo formando un quiasma entre cada neuropilo sucesivoj vy
neuronas con largas arburl:aclﬁnes que corren tangencialmente en
forma de capas en los neuropilos internos, mandando sus axones
al cerebro (3).

La lamina ganglionar esta situada cerca de la base de los
omatidios, los axones de las células retinulares no la
atraviesan. Se encuentran en ella axones de primer y segundo
orden, los de primer orden salen de la parte posterior de Ia
1d3mina hacia la parte anterior de la médula externa, formando el
primer quiasma dptico. En su superficie externa hay una capa de
células ganglionares (3). La médula externa al igqual que la
médula interna son neuropilos dispuestos en densas capas. Entre
ellos se encuentra situado el segundo quiaswma dptico, asimismo,
emerge un tracto que se dirige al protocerebro. E1 tercer
quiasma dptico se forma entre la médula interna y la médula
terminal y generalmente es irregular (3). La médula terminal se
encuentra en la parte dorsal y anterior del tallo ocular,
lateral al cuerpo hemielipsoide, contiene tractos provenientes
de la médula interna. Dos paguetes de axones salen de ella hacia

el cerebro, a lo largo del tracto gque forma el nervio dptico en



Figura 2: Representacion esgquemdtica de los neuropilos en
el tallo ocular de los crusticeos y algunas de suUs
interrelaciones. 1) Ldmina 9ganglionar. 2) Médula externa.
3) Médula interna. 4) Médula terminal. 5) Cuerpo hemielipsoide.
6) Protocerebrpo. Modificado de Hanstrom, 1926 (3).



l1a mayorfa de los decdpodos. E1 ndmero de axpones en el nervio
optico es aproximadamente seis veces mayor que el ndmero de
omatidios. Es importante destacar que en la médula terminal se
localizan los cuerpos de las neuronas secretoras cuyas
terminales forman la glandula sinusal (10). El cuerpo
hemielipsoide situado en la parte anterior del tallo, en la
mayoria de los decdpodos, se encuentra asociado con grupos de
células globulares (3).

Los ganglicoe dpticos del tallo se comunican con el ganglio
supraesofidgico por wedio del nervio o6ptico, en el cual, es
posible distinguir un gran nimero de clases neuronales (11). EI
nervio contiene axones de interneuronas visuales aferentes, que
se originan en la periferia del ganglio optico, asi{ como fibras
eferentes provenientes del cerebro o de regiones nerviosas mas
caudales (12,13,14). E1 nervio dptico del acocil Orconectes
genus contiene aproximadamente 17,000 axones (15) la mayorfa con
un didmetro mwedio de 2 wmicras, encontrandose algunos de 20
micras de didmetro. Ademas de las fibras visuales, el nervio
dptico contiene neuronas mecanorreceptivas, con campos
receptores extensos, axones eferentes de oOrganos :;fAIicus
sensoriales, particularmente de los estatocistos (13) e
interneuronas visuales (12,16). Dichas fibras al parecer cruzan
la linea media del cerebro por medio de los tractos de las

comisuras protocerebrales, que conectan los dos nervios 6pticos

(172).



1.3 PIGMENTOS ACCESORIOS.

Al recibir estimulos luminosos, en el ojo ocurren cambios,
tanto en las estructuras pararreceptoras como en las
fotorreceptoras (18). En condiciones de adaptacidn a la
obscuridad, los pigmentos proximal y distal se retraen,
permitiendo que los fotorreceptores reciban una wmayor proporcitn
de la luz incidente en el ojoa. En el caso de la adaptacidn a 1la
luz, dichos pigmentos tienden a aproximarse, quedando los
fotorreceptores "blindados® a 1a luz tangencial {(19,20). EI
pigmento de reflexidn actua reflejando la luz que pasa a través
del! rabdomo, aumentando la estimulacidn de las células
retinulares (21). Durante el dfa, este pigmento se encuentra
cubierto por los pigmentos distal y proximal (21). Este pigmento
es movil en algunos crustidceos, lo que no ocurre en el acocil
t5).

Los desplazamientos fotomecanicos de los pigmentos estan
regulados por sistemas diferentes. El pigmento distal responde a
sefiales nsurohormonales, ya que al parecer a estas células no
llegan fibras nerviosas. En algunas especies de crusticeos, se
ha documentado que el sistema neuroenddcrino produce una hormona
de naturaleza peptidica gue promueve 1la migracidn de este
pigmento hacia 1la posicidon de adaptacion a 1a luz (HPDL)
(22,23,24). Existen datos que sugieren la existencia de otra
hormona capaz de inducir la mwmigracion del pigmento distal a 1la
posicidn de adaptacidon a la obscuridad (25), aunque otros

autores reportan que en el caso del acocil Procambarus bouvieri



este fendmeno es pasivo (28). El1 pigmento retiniano proximal al
parecer se comporta caomo un efector independiente, respondiendo
directamente a la luz incidente en los fotorreceptores (26).

La estimulacidn luminosa, esta asociada con un incremento
en la concentracidn intracelular de iones catt en el
fotorreceptor, relacionado con los desplazamientos del pigmento
proximal (27). Asimismo, existe una wmarcada diferencia en el
curso temporal de los movimientos inducidos por la iluminacidn
en cada uno de los pigmentps accesorios del ojo compuesto del
crustdceo, que ha sido descrita por De Bruin y Crisp (28), en
tres especies wmarinas: Praunus flexupsus, Pandalus montagui ¥y
Leander serratus. Durante 1la adaptacidn a 1la luz migra mas
rapidamente el pigmento proximal gque el pigmento distal, lo que
también se ha observado en el acocil de agua dulce Procambarus
bouvieri (29). Otra diferencia iwmportante es la intensidad
necesaria para inducir lps movimientos de estos pigmentos. EIl
distal requiere de intensidades mds elevadas que el proximal,
por lo que el primero al parecer participa en ajustes lentos

(8,22,24,29).
1.4 ELECTRORRETINOGRAMA (ERG).

Las células retinulares al ser excitadas por la luz se
despolarizan apareciendo el llamado Potencial de Receptor (PR)
(30,31,32,33,34,35), el cual persiste mientras se mantenga el
estimulo, ¥y cuya magnitud s proporcional al logaritmo del

mismo. La actividad masiva de toda la poblacidn de



fotorreceptores, es suceptible de ser detectada wediante el
registro extracelular conocido como electrorretinograma (18,35).
Para explicar la generacicdn de este potencial en la célula del
fotorreceptor, se han postulado dos wmecanismos. El1 primero,
involucra una modificacidn en el bombeo electrogénico, que es
controlado por la luz (fig. 3a) (34,37,38), a favor de este
mecaniemo Koike (39), Stieve (38) y Smith (36) wmuestran gue la
ouabaina, bloqueador de la bomba de smodio-potasio, no afecta la
despolarizacidn del fotorreceptor del langostino, perp afecta en
su fase inicial tanto el bombeo, como el potencial de reposo de
los fotorreceptores, respondiendo éstos, s6lo a intensidades
luminfcas mayores (38). El segundo propone un incremento en la
conductancia idnica, causado por la 1luz, generando asi el
potencial del fotorreceptor (35,40). A favor de este mecanismn
se tienen reqistros del cambio de conductancia de la membrana,
en respuesta a la luz (35). Este mecanismo ha sido probado en la
totalidad de los fotorreceptores de invertebrados hasta ahora
estudiados y en particular en el acocil Procambarus clarkii,
donde se han mostrado cambios de conductancia membranal durante
@l PR (35). Asimismo se ha visto en el percebe (41) y‘cn el
acocil (42), que en ausencia de Na't externo el potencial
despolarizante del fotorreceptor es dridsticamente reducido, pero
no desaparece completamente.

La absorcitn de fotones, por si misma no modifica 1la
permeabilidad de 1la wmembrana, pero al ser captados por la

rodopsina, se desencadenan una serie de transformaciones
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Figura 3: a) Algunos mecanismns propuestos para la
generacion del potencial del receptor (38,82). b) Mecanismo
propuesto para los cambios de conductancia en fotorreceptores de
invertebrados. Ver textp (citado en 32).



quimicas, gque producen un proceso de amplificacidn, y ocacionan
la apertura de canales idnicos, muy probablemente de Na* y ca .,
Adicionalmente, el potencial de membrana decrece y se eleva la
afinidad a los iones Ca'ten 10s canales de Na' , provocando el
cierre de éstos y un rdpido decremento de la entrada de NaT .
Cuando el estimulp cesa, el exeso de Ca't cierra todos los
canales de Na' y el potencial regresa a su nivel de reposo
(fig9.3b). EI transmisor involucrado en el proceso de
amplificacidn para el incremento a la conductancia al Na' es adn
desconocido, pero este no parece ser el calcio, puesto que un
incremento en 1a conductancia interna de este ion reduce la
conductancia para el Na' . Esta respuesta eléctrica, a su vezr es
acompaifada por desplazamientos del pigmento proximal,
deduciendose gque ambas respuestas estdn funcionalmente acopladas

143).
1.5 ENCEFALINAS

En 1973, tres laboratorios independientes reportan 1la
presencia de receptores especificos a opidceos en el sistema
nervioso central de los vertebrados, capaces de :nlblnl;se con
todos los opidceos activos conocidos, al igual que con sus
antagonistas (44,45,46). La hipdtesis de una sustancia endbdgena
que se asociaba con estos receptores cobrd fuerza. Esta se
basaba en la abservacidn de que al estimular la sustancia gris
periacueductal de la rata, se producia una analgesia similar a

la obtenida con morfina (47). Posteriormente se observd gue esta



analgesia se atenuaba con un antagonista especffico de opiaceos:
la naloxona. La explicacidn dada era que la estimulacion
eléctrica liberaba una sustancia enddgena parecida a la morfina
cuyo efecto se blogueaba con naloxona (48). La bisqueda
deliberada de opidceos enddgenos, termina en 1975 cuando Huges y
cols. identifican dos péptidos en el cerebro de 1la vaca y del
cerdo, gque producen los mismos efectos que la morfina en el
ilium aislado de cobayo, Yy en los vasos deferentes del ratén.
Estos dos pentapéptidos, leucina encefalina vy metionina
encefalina, sdlo difieren en su aminodcido terminal
(tir-gli-gli-phe-leu vy tir-gli-gli-phe-met) {49) . Un afro
después, @1 grupo de Roger Guillemin descubre las endorfinas
150) .

En un principio se creyd que las encefalinas y endorfinas
provenian del mismo precursor, la pro-opiomelanocortina. Noda ¥
cols. en 1982, reportan la presencia del precursor de las
encefalinas, siendo éste la proencefalina, gue poseé & veces la
secuencia de metionina-encefalina Y una vez la de
leucina-encefalina, con capacidad de liberar el péptido E, un
heptapéptido ¥y un octapéptido, que tienen 1la secuencia de
metionina-encefalina alargada por dos Yy tres aminodcidos. La
proencefalina se ha encontrado en la médula de 1la glandula
suprarrenal, intestino y cerebro. Se cree Qque se liberan
moléculas en proporciones variables segdn la regidn del cuerpo y

sus necesidades (51,52,353).
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1.3.1 ENCEFALINAS EN VERTEBRADOS.

Las encefalinas en los vertebrados, se encuentran en c=:i
todas las regiones del cerebro, excepto en el cerebelo.
Principalmente se localizan en el sistema limbico donde se ha
encontrado una mayor proporcidn de leucina encefalina (354), en
el cuerpo estriado, nidcleo solitario, cuerno dorsal de la médula
espinal y parte posterior de la hipdfisis, as{ wmismo, s® han
encontrado en la médula suprarrenal y en el intestino (54). Las
posibles funciones atribuidas a estas sustancias, se relacionan
con el comportamiento emocional, e] control automdtico de 1la
motricidad (movimiento involuntario), 1la accidn sobre los
reflejos viscerales (respiracion), la transmision del dolor, 1la
liberacidn de adrenalina vy noradrenalina en la médula
suprarrenal y la liberacion de vasopresina y oxitocina en la
hipdfisis, entre otras (54),

Las encefalinas pueden ser consideradas como
neuromodul adores o posibles neurotransmisores inhibidores de
circuitos neuronales especificos, como seria el caso de la
transmisidn de inforsacidn de dolor por la sustancia P en 1la
médula espinal, para lo cual se ha propuesto una accibn
inhibidora sindptica de las encefalinas (55). Su accitn es tanto
presindptica como postsinaptica (356). Las encefalinas, ocasionan
que la corriente de calcio entrante disminuya en uniones
sindpticas en cultivo de células del ganglio espinal dorsal vy

médula espinal de pollo y de rata, evitando la liberacitn de



11

sustancia P; también se ha observado que inhiben la liberacion
de serotonina, noradrenalina y GABA (54). Asimismo estimulan la
libzracién de dopamina y adicionalmente modulan la liberacidn in
vitro de acetilcolina en el plexo mesentérico. La distribucién
de neuronas con neurotensina y sustancia P es sorprendentemente
proxima a regiones gue contienen encefalinas (57). En el cerebro
medio se yuxtaponen a neuronas que contienen GABA b serotonina
(57). Esta proximidad es también notoria en la distribucidn de
encefalinas y sustancia P en el tallo ocular de algunos
crustéceos (ver adelante)l. Las encefalinas se unen a los
roceptares‘y-y 5 s teniendo en comin al primero de ellos con 1la
morfina. La naloxona antagonista de opidceos, compite con estos

receptores (58,59).
1.5.2 ENCEFALINAS EN LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS.

A través de métpdos radiocinmunoldgicos, cromatograficos e
inmunohistoquimicos, se ha localizado en la retina de algunos
vertebrados, la presencia de varios péptidos, entre los cuales
figuran las encefalinas. Estas se localizadan principalmente en
las células amidcrinas (60). En aves como la paloma y la gallina,
las encefalinas se encuentran en células amacrinas
multiestratificadas, distribuyendose en toda la retina,
aumentando su densidad en regiones centrales. Las células
amacrinas que contienen encefalina, constituyen una poblacidn de
células separadas que pueden actuar sobre otras células

B
amacrinas que contengan dopamina, GABA, indolamina o encefalina
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(61). En la tortuga Pseudemys scripta elegans las células
amacrinas que contienen encefalinas se encuentran
biestratificadas, con arborizaciones en la lamina 1,3 y 5 de 1la
lidmina plexiforme interna, encontrdndose concentradas en la
franja visual, decrementando su densidad gradualmente hacia la
retina periférica (62). En esta especie de reptil, se han
encontrado encefalinas por in;unnrren:tividud en vesiculas de
1230 angstroms de didmetro, asimismo se han visto, junto a
ellas, vesiculas no marcadas de 600 a 1300 angstroms de
didmetro, produciendose ademds una reaccion difusa en el
citoplasma celular. A su vex reciben sinapsis de células
bipolares y amacrinas. Estas célulias hacen sinapsis quimicas,
que involucran las pequefas vesfculas no marcadas en varios
tipos celulares postsindpticos (63).

En la retina de teleosteos se ha demostrado la acumulacidn
de GABA en las células amacrinas periformes selectas. La
liberacidn de GABA es causada por la despolarizacidn a través de
canales de K dependientes de Ca''t. Esta liberacion se puede
bloquear con metionina-encefalina, leucina-encefalina o morfina,
siendo el efecto dependiente de la dosis. La naloxona a su vez
puede suprimir la accidn bloqueante de la metionina-encefalina,
esto sugiere que las encefalinas pueden tener una accidn
especifica en la acumulacidon de GABA en el sistema de células
amacrinas en la retina del teleosteo (44).

Registros electrofisioldgicos en preparaciones de copa de

la retina del teleosteo, han demostrado que al aplicar
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D-alaninal! metionina encefalinamida (DALA), por medic de un
atomizador, se aumenta la actividad espontdnea, as{ como 1la
respuesta evocada por 1la luz en el centro "on® de la célula
ganglionar, inhibiendose a su vez 1la actividad espontdnea y 1la
respuesta evocada por 1la luz en el centro "off" de la célula
ganglionar. Este efecto es reversible con naloxona. Efectos
similares pero no reversibles se observan al aplicar wmorfina

(45).
1.5.3 ENCEFALINAS EN INVERTEBRADOS

Un afo previo al descubrimiento de los opidcens enddgenos,
Tremblay y colaboradores (44) probaron el efecto de la morfina
sobre una monpsinapsis colinérgica exitatoria en el ganglio
abdominal de Aplvsia californica encontrando que la wmorfina
reduce hasta en un 350 %X la amplitud de 1los potenciales
postsindpticos exitatorios (EPS5Ps), de un tren evocado por
estimulacidn eléctrica. Al parecer el efecto observado es
independiente de la frecuencia de estimulacidn, siendo la dbsis
winima efectiva de 1x10° M. Su acciédn inhibitoria se ha
relacionado con un efecto presindptico, ya que la aplicacion
fontoforética de Acetilcolina (Ach) en presencia de wmorfina no
produce el bloqueo, por lo que el mecanismo se relaciona con una
disminucidn en la liberacidn del transmisor en 1la terminal
presindptica, que afecta todo el proceso de remplazo del
transmisor en el pozo de almacenamiento para su liberacion. La

naloxona no antagoniza el efecto de 1a morfina, en cambio
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decrece la awmplitud de los EPSPs del tren. El levorphanpol y el
dextrophanol producen los mismos efectos gue la morfina, por lo
que se sugiere la presencia de receptores no estereoespecificos
en esta preparacion (46).

Por métodos de inmunocitoquimica, se ha logrado detectar la
presencia de algunos opidceos enddgenos en invertebrados
(67,68,69,70,77) . En la lombriz de tierra, se ha encontrado
inmunoreactividad positiva a encefalinas y fb-endorfina. Las
encefalinas se encuentran en el ganglio cerebral, en los cuerpos
neuronales de diferentes tipos, localizados en la periferia y en
fibras nerviposas situadas en la parte central. Las fibras son
muy numerosas extendiendose a las conexiones circunfaringeas.
La fbendur!lna tiene un patrdn similar, excepto que las +fibras
nerviosas no se extienden hacia las conexiones Yy su nimero es
menor (47). En el ganglio medio posterior de la sanguijuela, se
encuentra una célula entre las 400 existentes, que presenta
reactividad positiva a leucina encefalina. Esta célula se
encuentra aproximadamente en la misma posicidn en cada ganglio,
presentiandose también unas pequeRas varicosidades, que se
presume son terminales sindpticas con gran contenido peptidico
(468) .

Experimentos realizados en 21 ganglio pedal de la almeja
Mytilus fdulis para evaluar la relacidn de péptidos opioides a
sitios receptores, muestran sitios de unidn estereoespecifica
con alta afinidad, que presentan reversibilidad. Encontrando

también unidn no cooperativa de sitios de alta afinidad ¥y unitn



15

cooperativa alta a sitios de baja afinidad, 1o cual prueba la
existencia de receptores a oplaceos en esta preparacidn (71).

En diferentes tipos celulares, en ganglios supraesofdgicos
aislados de Helix pomatia, que responden por medio de una
despolarizacidn o hiperpolarizacién a 1la ACh, se han reportado
dos tipos de efectos a la leucina encefalina. Una
despolarizacidn moderada que acelera el patron de descarga y una
respuesta hiperpolarizante. En el primer caso, la naloxona
produce un efecto agonista, aumentando la frecuencia de disparo
neuronal y en la hiperpolarizacidn un blogqueo total. La leucina
encefalina en las hiperpolarizaciones evocadas por ACh
dependientes de la presencia de Kkt s provoca un decremento en la
ampl!itud, fendmeno que se antagoniza con naloxona. Las dosis
efectivas son mayores que en los vertebrados (72). En neuronas
secretoras (NS) del ganglio visceral y en la célula RPaZ del
ganglio parietal derecho de Helix pomatia, 1a metionina
encefalina acelera la frecuencia de disparo. En el caso de las
NS @] efecto se presenta después de un periodo de latencia, ‘con
una duracidn mayor. En ambos casos, el fendmeno observado se
antagoniza con grandes dosis de naloxona. La morfina produce el
mismo efecto, pero con una magnitud mayor (73). En la misma
especie, la metionona encefalina modula selectivamente la
transmision dopaminérgica, decrementando la constante de tiempo
en la movilizacidn del transmisor. Se sugiere la presencia de

receptores a opidceos en la célula presindptica, que modulan 1la
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eficacia de la transmisidn dopaminérgica. La naloxona antagoniza
el efecto causado por la metionina encefalina (74).

Con respecto al efecto de las encefalinas sobre la
regqulacidn de dopamina, en preparaciones de Mytilus sdulis, se
han observado variaciones estacionales en la sensibilidad de
estos péptidos, tanto en la unién a receptores como en los
efectos farmacoldgicos. En el verano, los niveles de ligandos
enddgenos a opiAceos y la ocupacidn de receptores es mayor, que
la observada en primavera y otoffio, pudiendo existir alteraciones
ciclicas en la afinidad de! receptor o variacidn en el ndmero de

éstos, lo que sugiere un posible papel modulador (73).

1.5.3.1 ENCEFALINAS EN CRUSTACEOS.

En 1984, Quackerbush y Fingerman observan que en los
cromatdforos intertegumentarios del cangrejo Uca pugilator, 1la
metionina encefalina produce la concentracion de lbos pigmentos
rojo y negro en el animal fntegro, siendo el efecto dependiente
de la dnsis, e¢] mayor efecto se logra con una concentracidn de
lo"sn, bloqueandose con naloxona. En las patas aisladas no se
pbserva la translocacion de los pigmentos. En 1los tallos
oculares aislados, induce 1a liberacidn de la hormona
concentradora de eritrdforos (RPCH) y melandforos (BCPH), siendo
este sitio susceptible de ser blogueado con naloxona. En una
concentracion de ID_s M la wmetionina encefalina aumenta 1la
liberacidn de BPCH y RPCH inducida por pulsos de voltaje

aplicados a los tallos aislados. La naloxona bloquea
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completamente la liberacidn de BPCH y dos formas largas de RPCH.
La’g-endorfina tanto en el cangrejo intacto como en las patas
aisladas, produce la dispersion del pigmento obscuro (76).

Por medio de microscopfa de luz e inmunocitoguimica,
Fingerman y rcols., detectaron reactividad positiva a leucina
encefalina y wetionina encefalina en estructuras del tallo
ocular del cangrejo Uca pugilator. Ambas sustancias se
encontraron en la lidmina ganglionar, médula terminal, glandula
sinusal vy nervio dptico, presentandose ademas metionina
encefalina en el organo X y en axones de la médula externa (77)
(fig.4). A travéds de métodos inmunohistoquimicos, se ha
documentado la presencia de leucina encefalina y de sustancia P
en elementos neuronales especificos del sistema visual de 1la
langosta Panulirus interruptus y del acocil Brocasbarus clarkii
(69). En la langosta, la encefalina se observd en todo el
pericaridn de las células retinulares con excepcidn del ndcleo,
en las fibras que pasan en direccion centrifuga a través de 1la
médula terminal terminando en un plexo de fibras finas varicosas
en la wmédula interna, que se cree terminan en la lamina
ganglionar, encontrandose también en el tercer quiasma oOptico.
En el acocil Procambarus clarkii se encontrd un patrén
extremadamente similar. En esta especie, ademds se detectaron
encefalinas en las +ibras que van de 1los fotorreceptores
primarios a la l&mina ganglionar, as{ como en terminales gque 1la
atraviesan (fig.4) (6%). Jaros 1y cols. en 1985 en el cangrejo

Carcinus maenas por wmedio de inmunofluorecencia y tincidn con
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peroxidasa, localizaron reactividad positiva para encefalina en
perfiles axdnicos en la glandula sinusal, presentando una mayor
densidad cerca del drea del seno sanguineo. En algunos de 1los
axones se presentan grdnulos electrodensos. Adicionalmente, esta
inmunoreactividad a encefalinas se presenta en otras regiones
del tallo ocular, asociada con fibras nerviosas y pequefos
cuerpos celulares situados en la ldmina ganglionar, médula
externa, wmédula interna y médula terminal, as{ como en +fibras
del primer gquiasma dptico (fig.4). Por medin de cromatografia
liquida de alta presitn, comparando el tiempo de retencion de
patrones conocidos con el de los extractos radioinmunoreactivos
de la glaéndula sinusal, encontraron una mayor cantidad de

leucina encefalina, algn del heptapeptido metionina encefalina

arginina5 llnnina?

y trazas de metionina encefalina (70).
Existen evidencias en diversos sistemas que apuntan hacia
la posible modulacidn por encefalinas, como surede para la
sustancia P, en la sustancia gelatinosa de la wmédula espinal de
algunos vertebrados (35). La deteccidn de encefalinas en el
tallo ocular y principalmente en las estructuras visuales,

sugiere la posibilidad de que posean alguna funcion

neurotransmisora o neuromoduladora dentro de dicho sistema.



Figura 4: Distribucidn esquemdtica de las encefalinas en el
tallo ocular de los crustacepos, segqin los trabajos de Mancillas
y cols. (0¢), Jaros y cols. () y Fingerman y cols. $ L) {69,
70, 772).
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2. OBJETIVOS

Se han identificado diversos opidceos en el tallo ocular
del acoci]l Procambarus clarkii, sin embargo se desconoce su
funcidn en esta especie. 'Su  localizacidn podria sugerir
relaciones con la funcidn de estructuras o sistemas contenidos
dentro del pedinculo ocular, particularmente con el sistema

visual.

Por 1o que el propfisito de la presente tesis es estudiar el
efecto de algunos opidceos sobre el sistema visual, evaluando su
efecto socbre el proceso de adaptacidn a la obscuridad en 1la
retina aislada del acocil Procambarus clarkii y sobre el curso
temporal de la migracion de los pigmentos retinianos accesorios

proximal y distal durante el proceso de adaptaciodn a 1la

obscuridad en el animal fntegro.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1 ANIMALES EXPERIMENTALES

Los experimentos se realizaron en acociles de la especie
Procambarus clarkii recolectados en el Rio Conchos en el Estado
de Chihuahua. Se emplearon especimenes adultos, sin distincién
de sexo vy en la etapa C o D del ciclo de intermuda (78). Los
animales fueron aclimatados por lo menos una semana previa a los
experimentos en estangques de pldstico de 46 cm. por 36 cm. a
temperatura ambiente con ciclos naturales de luz-obscuridad.

En lpos experimentos se utilizaron dos tipos de

preparaciones: la retina aislada y el animal integro.
3.2 RETINA AISLADA

Las retinas se obtuvieron mediante diseccidn, para ello se
extirparon el rostrum y los tallos oculares, colocando a éstos
en cajas de petri con solucidn salina para crustaceos . Van
Harrreveld (79). Por medio de una hoja de afeitar me realizd un
corte diagonal en el sitio de unidn del pedinculo ocular y la
retina, procurando dejar en ésta una porcidn pequelda de la
ldmina ganglionar.

Las retinas se colocaban en una cdmara de lucita con un
volumen de 2 ml, con solucidn salina para los animales testigo y
con Leucina encefalina 104 M, Metionina encefalina 104 M,
Morfina 10% M a 10 M, D-serina’ leucina encefalina treonina

10" * M, Naloxona 1074 M, asf como Leucina encefalina 10 % M,
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Metionina encefalina 1074 M y Morfina 1074 M en combinacidn con

Maloxona 10 °M para los grupos experimentales.

3.3 SISTEMA DE ESTIMULACION

Se wutilizaron dos wmétodos de fotoestimulacidn, en ambos
casps, se aplicaron tres pulsos luminosos cada tres minutos, de
100 a .001 mseg de duracidn, con una intensidad de 8 a &0
bujllnlpiez.

Durante los primeros experimentos, la estimulacidn luminosa
se aplicd mediante la adaptacion de un foco de linterna & un
estimulador del fisidgrafo Narco Bio-Systems Mpd. S1-10. Se
captd la sefal a través de una fotocelda de midgrafo (colocada
en el lugar de la preparacion); gue se encontraba conectada al
amplificador del #fisidgrafo (Narco Bio-System mDd. 7070),
registrandose asf la seffal] en papel en unidades de voltaje. Se
construyd adicionalmente una curva donde la +frecuencia de
estimulos permitia medir las intensidades en unidades 1luminicas
(bujlaslpiozi, esta lectura se efectud con un fotdmetro Weston
Instrument INC mod. ?34. colacado en el witio de la preparacidn.
Con estos datos se relaciond el voltaje registrado por la
fotocelda y la lectura del fotdmetro, por dltimo se establecid
la relacidon entre el voltaje emitido por el estimulador gue
activaba la fuente de luz con 1las unidades luminicas emitidas
por ésta (fig. 35), encontrando gue los estimulos emitidos por la

fuente luminosa fueron de 8 bujias/ pi.z y 100 mseg de duracidn.
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Figura 35! Relacidn entre el voltaje emitido par el
estimulador v las intensidades 1lumfnicas captadas por el
fotdmetro. En 1la ordenada se expresan estas intensidades en
bujias/piel y en la abcisa el voltaje del estimulador.
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Los experimentos efectuados con este disefo, fueron
realizados incubando las retinas en solucion Van Harreveld para
los animales testigo y con Leucina encefalina, Metionina
encefalina ¥y 1la combinacidn de éstas con naloxona para los
érupus experimentales. La segunda serie de experimentos fué
realizada por medio de un fotoestimulador Grass mod. PS33 que
emite pulsos de .00l mseg. de duracion, con una intensidad de 40
bujinlfpiez, evaluada a través del fotometro, cuya fotocelda fue

colocada en #! lugar de la preparacion.
3.4 SISTEMA DE REGISTRO

Como se muestra en la figura &, para el registro de la
respuesta eléctrica de la retina (ERG), se empled un electrodo
de succidn colocado en la ladmina ganglionar. El electrodo fué
fabricado a partir de un capilar de vidrio estirado por
calentamiento, el cual se llend con solucidn salina como medio
conductor. La sefal eldctrica fue comparada con un electrodo a
tierra y transmwmitida a un amplificador de +fisidgrafo Narco
Bio-Systems mod. 7070, registrandose las sefales nbtenignl en
papel, a través de un sistema de plumillas de un +Ffisidgrafo
Narco Bin;Sy-tens mod. CPM.

Los experimentos se llevaron a cabo durante los meses de
abril, wmayo, agosto Yy septiembre a temperatura ambiente, y en
obscuridad constante, solo interrumpida por pulsos luminosos de

prueba.



Figura A! Sistema de estimulacitn y registro de
actividad eléctrica de 1la retina. En 1la parte inferior
muestran registros de! ERG tomados a diferentes velocidades.
(F:f¥isidgrafno).

la
se



3.5 ANIMAL INTEGRO

En el animal integro, se evalud Ila migracion de los
pigmentos accesorios proximal y distal durante el proceso de
adaptacidn a la obscuridad. Los experimentos se realizaron en
abril y mayo, a partir de las 14:00 hrs. Dos horas previas a los
experimentos, los lotes de animales fueron mantenidos en 1luz
constante con una intensidad de 80 bujlasfplez.

Al grﬁpn testigo, se le inyectd 0.2 wml de solucitn Van
Harreveld, v a los experimentales 0.2 ml de morfina 10~ ¢ M,
D-serina’? leucina encefalina treonina 164 M vy naloxona 10_4 M,
asf cown la combinacitn de naloxona con morfina y de naloxona
con D--erlnaz leucina encefalina treonina, previa extraccion del
mismo volumen de hemolinfa. La inyeccidn se realizd en la coxa
del segundo par de apéndices locomotores. Inmediatamente después
de la administracidn de estas sustancias, 1los animales fueron
mantenidos en obscuridad constante, por periodos entre 10 ¥y 120

minutos (fig. 7).

3.6 EVALUACION DE LOS INDICES DE MIGRACION DE LOS PIGMENTGS

ACCESORIOS

Transcurrido el tiempo de obscuridad (de 10 a 120 wmin), se
procedid a determinar los indices de migracion de los pigmentos,
realizando la +fijacidn instantanea de éstos, para ello, los
animales se introdujeron durante un minuto en agua a una
temperatura de 80° C, inmmediatamente después se realizé la

ablacidn de los pedinculos oculares, introduciéndolos



Figura 7: Esquema del método utilizado en los experimentos
realizados en el animal {ntegro. En 1la parte superior se
ilustra, con barra clara, el perfodo de exposicidn a la luz vy
con barra obscura, el perfodo de obscuridad, en el eje inferior
se representa el tiempop en minutos. Dos horas despuéds de
exponerlos a la luz, se inyectaron 0.2 ml. de las socluciones gue
se indican, previa extraccitn del mismo volumen de hemplinfa.
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posteriormente en formol al 4 % durante 48 horas. Después de lo
cual, los tallos oculares fueron seccionados sagitalmente,
evaluAndose ] corrimiento de los pigmentos por wmedio de una
reglilla micrométrica colocada en el ocular de un wicroscopio
estereoscipico Zeiss, modelo 473200-9901.

Para determinar la posicidn de los pigmentos, se utilizaron
los fndices descritos por Frixione (fig. 8) (18).

El indice de wmigracidn del pigwento distal (IPD), se obtuvo
por medio de la siguiente relacion:

IPD=(D1+4D2) /2D3

Donde Di=la distancia de la cdrnea al extremo distal del
pigmento distal;
D2=1a distancia de la cérnea al extremo proximal
del pigmento distal y

D3=]la distancia de la cArnea a la membrana basal.

El indice de migracidn del pigmento proximal (IPP) s=se
evalud mediante la siguiente relacién:

IPP=a/b

donde a=la distancia de la membrana basal al extremo
distal del pigmento proximal, ¥y
b=la distancia la membrana basal al extremo distal

de los fotorreceptores.



ADAPTACION
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Figura 8: Esquema de la unidad funcional del ojo compuesto
del acocil, el omatidio. En la parte izquierda se representa el
estado de adaptacidn a la luz, Yy en 1la parte derecha el de
adaptacidn @ la obscuridad. El indice de migracidn de los
pigmentos se obtuvo mediante mediciones micrométricas aplicando
l1a relacidn algebraica que se muestra y se describe en el texto.
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3.7 TRATAMIENTO DE RESULTADOS

Las sefales eléctricas obtenidas de la retina aislada, se
expresaron en mV, de acuerdo con la amplificaciodn utilizada y el
sistema de registro previamente descrito. Se calculd la media de
la amplitud de los electrorretinogramas obtenidos cada tres
minutos, y se determind el porcentaje en relacion a la wmixima
amplitud obtenida en cada experimento.

Se calculd el valor de la media con su desviacidn estandard
para cada tiempo en 1los grupos testigo y experimentales,
construyendose asi{ las curvas de adaptacidn a la obcuridad que
relacionan el porcentaje de incremento en la amplitud del ERG,
con respecto al tiempo. Los puntos experimentales se sometieron
a la prueba t de student, obteniendo su significancia
estadistica a p<0.1.

Por medio de un andlisis de minimos cuadrados de tipo
exponencial, se obtuva la pendiente de cada curva, que
representa la constante de adaptacidn a la obscuridad. Agrupando
experimentos similares, se calculd la media y su desviacidn
standard, después de 1lo cual, se compararon los ' grupos
experimentales con su testigo, utilizando 1la prueba t de
student.

Con respecto a la migracion de los pigmentos, se graficaron
las medias con su desviacidn standard de las lecturas obtenidas,
comparandose punto por punto cada grupo experimental con su

testigo, para ello se utilizd la prueba U de Mann-Whitney.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISIS DEL EFECTO DE ALGUNOS OPIACEOS SOBRE LA ACTIVIDAD

ELECTRICA DE LA RETINA AISLADA.

A partir del registro eléctrico de la retina, se
aobtuvieron las grdficas de adaptacion a la obscuridad , en las
cuales en el eje de las ordenadas se representa la amplitud del
ERG en porciento y en el eje de las abcisas el tiempo. La
constante de ascenso de las curvas (K) se obtuvo mediante el
ajuste de una ecuacidn exponencial, en la cual la pendiente
denpta la diferencia en la constante de subida de la curva,
expresada en nin", graficandose en forma de histogramas, en los
cuales las abcisas indican en cada caso la sustancia probada, Yy

en las ordenadas la constante de ascenso.
4.1.1 MORFINA

En el caso de 1la worfina, se probaron diferentes
concentraciones (de 1x10~ % a 1x10~% M) para evaluar su efecto
sobre el proceso de adaptacicdn a la obscuridad, encontrandose
que comparadas con el testigo, en todos los caspos, las curvas
sufrieron un desplazamiento hacia la derecha (fig. %a). EIl
tiempo en el cual alcanzan el 100 % de adaptacidn, aumenta en
comparacidn con el testigo, la cual se logra completamente en
3644.06 minutos. En el caso de la morfina 10 °M este tiempo es
de 7.8 ¢ 8.9 min, con morfina 10°M de 55 + 8.7 min y con 10°%M

es de 73 ¢+ 3 wmin (fig. 9b). La pendiente de las curvas, varidt
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Figqura 9: Efecto de distintas concentraciones de morfina
sobre la adaptacidn a la obscuridad. a) Efectos de la incubacitn
de las retinas aisladas en morfina 105 M tO), morfina 1077 M
t0), morfina 10%*M (A) y solucion V.H. (@). b) Efectos sobre
el tiempo de adaptacidn madxima. c) Efectos sobre la constante de
ascenso. La morfina induce cambios estadisticamente
significativo (%) en todos los pardmetros estudiados. (n= 3,3,2
y 4 respectivamente).
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considerablemente, encontridndose gque la constante de ascenso en
la curva testigo fue de 0.192 + 0.034 min! wientras que la de
morfina 105 M fue de 0.123 & 0.023 Ilrl_I ;1a de morfina 10°5M de
0.121 ¢ 0.020 min-' y la de moréina 10 %M de 0.075 + 0.0003
min~! , la diferencia es estadisticamente significativa mediante
la prueba t de student con una p<0.1 en las concentraciones de
1076 y 1075 y con una p<0.05 para la wmorfina 1074 M, con
respecto al testigo. Asi tenempns que la morfina IO_EH reduce la
constante en un 35.9 %, la morfina 10°M la reduce un 36.98 % b4
la morfina 107%M un 60.93 % (fig. %c)

Adicionalmente, se incubaron las retinas en presencia de
morfina 10 %M y naloxona 10° M. El1 efecto observado previamente
para esta concentracidn de morfina, se blogued en forma parcial.
El tiempo de adaptacion total se redujopa 34 £+ 3 min (figs.
10a,b), al evaluar la constante de ascenso, ésta fue de
0.12740.009 min' comparada con el testigo 0.1%2 ¢+ 0.034 min”! Yy
la de morfina de 0.075 t+ 0.0003 wmin ' , siendo la reduccidn en
esta constante de un 33.85 % en comparacidn al testigo (fig.
foc) .

Debido a la posibilidad de que la naloxona pudiera
presentar un efecto por si misma sobre el ERG, se procedid a
probar su efecto bajo las mismas condiciones experimentales en
una concentracion de lO“H, encontrando que no se produce efecto
alguno sobre las curvas de adaptacidn a 1la obscuridad, ya que
estas se comportan en forma semejante al testigo, sin presentar

diferencias entre ellas por criterio estadistico (figs. 1ia,b),
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Figura 10: Efecto de la morfina ( A ) ¥y de su combinacitn
con naloxona ( ¥ ) sobre la adaptacidn a la obscuridad. Se
observa un blogqueo parcial sobre el efecto de la morfina en
presencia de naloxopna, en comparacion con la incubacidn en V.H.
(®). b) E1 tiempo de adaptacidn disminuye y cl} 1la tasa de
cambio aumenta. (n= 2,2 y 4 respectivamente)
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un resultado semejante se obtuvo en la evaluacidn de 1la

constante de ascenso de estas curvas (fig. lic).
4.1.2 LEUCINA ENCEFALINA

Al incubar las retinas en leucina encefalina 1(5"li M, con el
patrdon de estimulacion mencionado anteriormente, se encontrd que
esta sustancia produce un cambio en las curvas de adaptacidn a
la obscuridad, ya que sufre un desplazamiento =significativo
hacia la izquierda a partir del noveno minuto (fig. 12a). EI
tiempo en que alcanza el 100 T en la amplitud del ERG es de
354+9.07 min el cual, comparado con el testigo 43.71+2.7 wmin, no
resulta estadfsticamente diferente (fig. 12b). Al agregar
naloxona en el medio de incubacidn, la curva se desplaza hacia
los valores testigo, sobrepasando incluso a estps, aumentando a
58.5+10.5 min el tiempo para alcanzar la mAxima adaptacidn (fig.
12). Al medir la pendiente de estas curvas, se observd gue la
leucina encefalina aumenta un 350.9 % 1la constante de ascenso,
siendo este cambio estadisticamente significativo (p<0.025 ), ya
que el valor de la curva testigo fue de 0.17710.022 min“y en
presencia de leucina nn:efllln; aumenta a 0.26840.024 l:il";"1 . La
naloxona, que bloquea e invierte e]1 efecto observado para
leucina encefalina, presentd una constante de ascenso de
0.10420.02! min~! 1a que comparada con la observada para la
leucina encefalina 10_‘H, disminuye un 118.04 %, y con respecto
a la splucitin Van Harreveld en 41.72 % , siendo este cambio en

ambos casos estadisticamente significativo ( p<0.1 ) (fig. 12c).
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Figura 11! En presencia de naloxona (n=3) no se observa
ningdn efecto sobre la adaptacidn a la obscuridad en la retina
aislada en comparacidn con su testigo (n=4). Como se observa en
a) las curvas de adaptacidn a la obscuridad V.H. (@) y naloxona
(%), b) el tiempo de adaptacidn y c) la tasa de cambio.
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Figura 12: a) Curvas de adaptaridn a la obscuridad en
presencia de leucina encefalina ( ¥ ) (n=4), leurina encefalina
mas naloxona ( A ) (n=2) y V.H. (®@) (n=7). b) Mo se aprecian
cambios significativos spbre el tiempo para alcanzar la
adaptacién mdxima. c¢) La leucina encefalina produce un aumento
significativo (®) en la constante de ascenso de las curvas de
adaptacién a2 1la obscuridad, que se bloguea e invierte en
presencia de naloxona.



4.1.3 METIONINA ENCEFALINA

Con metionina encefalina 104 M, se observd un efecto
semejante al obtenido con leucina encefalina, produciéndose en
las curvas de adaptacidn a la obscuridad, a partir del noveno
minuto, un desplazamiento hacia la izquierda, alcanzando el 100
porciento de adaptacidn a los 39+2.12 min, tiempo gque no resulta
estadisticamente significativo con respecto al control (43.7+2.7
min). Sdlo ge realizd un experimento con naloxona 107 M
combinada con metionina encefalina lO““H, en este la curva se
asemeja a la testigo, desplazandose hacia 1la derecha DY
alcanzando la adaptacidn maxima a los 57 min (figs. 13a,bl.

Al determinar la constante de ascenso de la curva de
adaptacién a 1la obscuridad, de 1las retinas incubadas en
metionina encefalina, se observd que é&sta es mayor que en el
testigo, siendo de 0.220:0.012 wmin! y 0.178+0.022 wmin~'
respectivamente, el aumento fue de un 23.60 % siendo
estadisticamente significativo ( p<0.05 ), 1la pendiente de 1la
curva de metionina encefalina en combinacidn con naloxona es de

0.101 min ' (fig. 13c).

4.1.49 D“SERINA2 LEUCINA ENCEFALINA TREONINA

La D—serinaz

leucina encefalipa treonina es un agonista de
encefalinas que se ha relacionado con una Aalta especificidad
para receptnreqﬁ(?4l. Al incubar las retiras en ozt: sustancia

en una concentracidn de 104 M ; se abser.% gque z1 tiempo para

2lcanzar el 10C % en 13 amplitud del EPG fue de 75+1.7 min, Que
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Figura 13: a) La metionina encefalina ( O ) produce el
desplazamiento de la curva de adaptacidn a la obscuridad, gue es
antagonizado por la naloxona (@). b) El tiempo de adaptacidn
total se reduce sigrificativamente con metionina encefalina

( x Y. v la metionina encefalina, al igual gue 1la leucina
encepfalina, produce un aumento en la constante de ascensc. EI
efirtn se invierte con naloxona. 'ne 4 para metionina

encefalina, 2 para metionina encefalina mds naloxona y 7 para 13
solncidn Van Harreveld.
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resulta mucho wayor en comparacidn al testigo (36+4.06 min)},
este cambio ésta relacionado con el corrimiento de la curva de
adaptacion a la obscuridad hacia la derecha (figs. 14a,b).

Al determinar la pendiente de la curva de adaptacidr a la

oscuridad con D—serinaz

leucina encefalina treonina, se encaontrd
un valor de 0.073%0.0002 min! el cual es mucho menor gque el
caontrol (0.19240.034 min! ), siendo la diferencia de un 61.98 %
que es estadisticamente significativa (p{0.05) (fig9. 14c).

El 1a tabla I se resumen los efectos, observados para los
diferentes opiéAceos sobre la constante de ascenso de las curvas
de adaptacidn a la obscuridad. En ella se muestran las
sustancias empleadas en los experimentos; la constante de
ascenso (K) expresada en nin_li el error standard y el valor de
significancia estadfstica.

En la parte superior del cuadro se ven las sustancias que,
con excepcidn de la naloxona, producen una disminucidn en 1la
constante de ascenso con respecto al testigo, siendo estas 1la

morfina en sus distintas concentraciones y la D—serlﬂaz

leucina
encefalina treonina. En 1a parte inferior, se ilustran 1las
sustancias que producen el efecto contrario, es decir, un

incremento en la constante de ascenso, encontrando aquf a la

leucina encefalina y a 1a metionina encefalina.
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Figura 14: a) Efecto de la D-serinal leucina encefalina
treonina () sobre las curvas de adaptacidn a la obscuridad en
comparacién a su testigo ( ® ), Se observa un desplazamiento de
la curva. b) Presentado un mayor tiempo, estadisticamente
significativo (%), para alcanzar la mdxima adaptacidn. c) La
D-=erina leucina encefzlina treonina modifica la constante de
ascenso. (n= 2 para la sustancia experimental y 4 para la
solucidn Van Harreveld).
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SUC, ANCTA (M) : K (MIN -1 E.S. SIGNIFICANCIA
vV H 192 .0340 --
MORFINA (1075 M) .123 .0230 P¢0.1
MORFINA (1075 M) 121 . 0200 P¢0. t
HORFINA (1079 M) 075 .0003 p<0.05

D SER2-LEU-ENC-TREQ (10™% M) .073 .0002 P<0.05
MALIXONA (10”3 ¥ 179 .0250 N.S.
MOREINA (1079 M)+ NALOXONA (1075 M) .127 .0092 N.S.

UH .178 .0223 -
LEU-ENC (1079 m) . 268 . 0240 P¢0.025
MET-ENC (1074 M) .220 .0117 P¢0.05
LEU-ENC (10"% M) + NALOXONA (1075 M) .103 .0210 Pco. 1
it e T — — —

Tzkla I. Resumen de Ins efectos causados por distintos opidceos sobre la
cortante de ascenso (K) de las curvas de adaptacidn a la obscuridad, En
ia parte superior se encuentran algunas de las sustancias que disminuyen
k. En la parte inferior se muestran las sustancias que causan el aumento

en el valor de K.

¥ Lz naloxona no modifica K.
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4.2 ANALISIS DEL EFECTO DE ALGUNOS OPIACEOS SOBRE LA MIGRACION

DE LOS PIGMENTOS VISUALES ACCESORIODS
4.2.1 CURSO TEMPORAL DE LOS PIGMENTOS ACCESORIOS

En la figura 15, se muestra el curso temporal de 1la
migracidn de 1los pigmentos accesorios en condiciones de
obscuridad constante. Estas curvas obtenidas de lotes de
animales a los cuales se les inyectdd unicamente solucién Van
Harreveld, se utilizaron como testigo, en 1los siguientes
experimentos.

Con respecto al IPP, se observa que este parte de un valor
de 0.925 L unidades, E] cual wva disminuyendo progresivamente
hasta alcanzar un valor de cero, equivalente a la adaptacién
completa, que permite wuna mayor entrada de 1luz sobre los
fotorreceptores, algo semejante se observa con el pigmento
distal, el cual, de un wvalor a los 10 min de 0.24 unidades,
alcarza a los 120 min 2 un valor de 0.118 unidades, lo cual
igual que en pigmento proximal, denpta una adaptacidn maxima a

la obscuridad para el caso de este pigmento.
4.2.2 PIGMENTO PROXIMAL
4.2.2.1 MORFINA

La morfina (10% M produce un aumento inicial en la
velocidad de migracidn del PP, siendo éste cambic de 7.89 %,

28.18 % y 43.53 % en los 10, 15 ¥y 20 wminutos rospoctivanents



Figura 15! Curso temporal del desplazamiento de los
pigmentos retinianos accesorios proximal y distal en condiciones
de adaptacidn a la obscuridad. Cada punto representa el promedio
de 6 mediciones con el error standard. Los experimentos se
realizaron con solucidn salina.
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comparado con el testigo. Este efecto se revierte a los 30 min,
regresando a los valores control. A los 40 min el desplazamiento
del pigmento inducido con morfina aumenta un 18.52 % con
respecto al control. Sin embargo, a 1los 120 min este efecto se
invierte, representando una disminucidn que np alcanza el wvalor
de la adaptacidn total (0), alcanzando un valor minimo en el
ifndice de migracidn de 0.445 unidades a los 120 min (fig. 16a).
Al administrar a los animales morfina 10% M en combinacidn
con naloxona 107% M, se observd un bloquen parcial del efecto
descrito anteriormente, a los 13 y 20 min, siendo el valor con
respecto al testigo de 13.28 % y 14.71 % respectivamente, estos
valores traducen wuna adaptacion mds rdpida a pesar de Qque
resultan menores a los observados para 1a morfina. A los 30 y &0
min, se pbserva un aumento en la velocidad de adaptacidén, de
25.85% y de 81.48 % mayor a 1la adaptacion observada en el
testigo. La naloxona bloquea totalmente el efecto obszrvado a

les 10 ¥y 120 min, lograndose una adaptaciton total (fig. iéb).

4.2.2.2 NALOXONA

4 M se observd que

En este caso, al probar la naloxona 10
por si misma, muestra un efecto sobre el curso temporal de la
migracion del PP. Este efecto sdlo se observa a lps 10, 60 y 120
min, mientras que a los 13, 20 vy 30 min se comporta comao el
testign. Al igual gue en los casos anteriores, se presentan dos

tipos de efectos, ya gque a los 10 min el corrimiento aumenta un

13.16 % , es decir, el pigmento se encuentra mads adaptado, sin
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Fiqura 16: a) Curso temporal de la migracidn del PP en

animales tratados con morfina 104 M ( ® ). En las ordenadas se
representa el IPP v en las abcisas el tiempo. V.H. (O ). b)
Bloqueo parcial de 1a nalcxona ( @ ) en el efecto producido por
la morfina sobre el desplazamiento del PF. (n=4).
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embarga, a los &0 min esta situacion se invierte pues el
pigmento se encontrd mas disperso gque el testigo, siendo la
reduccidn del 21.3 %. Por dltimo, a los 120 min no se alcanza la
adaptacidn total, sino gue se adapta hasta un valor de 0.3!

unidades en la escala del IPP (fig. 17).
4.2.2.3 D*SERINR2 LEUCINA ENCEFALINA TREONINA

La inyeccidn de D-serina? leucina encefalina treonina
lO"‘H, produce un aumento en el desplazamiento del pigmento a la
posicidn de adaptacidn a 1a obscuridad, de 26.84 % en el minuto
10, de 15.29 % en el minuto 20 y de 37.58 % en el minuto 30.
Este efectp se cancela a los &0 minutos y, finalmente, a los 120
minutos se invierte,. encontrdndose el pigmento adaptado
parcialmente en un valor de 0.4 unidades en relacion a la
adaptacidn total observada en el testigo (fig. 18a).

Al administrar a los animales D-serinal leucina encefalina
treonina en combinacidn con la nalobxona, se observd gue el
efecto se bloquea a los 10 y 20 minutos (con un cambio de 5.26 %
¥y 2.35 % respectivamente) y en forma parcial, a los 30 minutos,
tiempo en que el efecto de la D-serinaz leucina eneefalina
treonina fue de un 37.58 %, reduciéndose en este caso a un 13.42
%. El efecto observado a los 120 minutos, no s2 blogu=za, sino
que muestra un incremento, pues de un valor de 0.4 unidades, con

nalorxona no migrd mas alld de 0.515 unidades (

@

n el IPP),. Se

observd también un efecto adicional a lps 40 mninctoz, ya que
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Figura 17: Efecto de 1la naloxcna ( ® ) sobre el
desplazamiento del PP, durante el procesc de adaptacidn a la
obscuridad, en comparacidn con el testigo (0). (n=4).
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Figura 18: a) Efecto de la D-serina’ leucina encefalina
treonina ( ). Se observa la modificacién en la migracién del PP
con relaciodn al testigo ( O ). b) Efecto de la inyeccidn de
D-serina? leucina encefalina treonina en combina—cidn con
naloxona (®). (n=4)
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aquf la migracidn es mas rdpida que en el testigo en un 25.93 %,

este efecto no se observd en ausencia de naloxona (fig. 18b).
4.2.3 PIGMENTO DISTAL

4.2.3.1 MORFINA

Al determinar el efecto de la morfina en una concentracidan
de 164 M sobre el! IPD, se observd que induce un mayor
desp]azamieﬁto del pigmento en 1los primeros 30 minutos, siendo
de un 19.42 % a lpos 10 min,de 30.2 % a los 15 min, de 37.21 % a
los 20 min y de 20.79 % a los 30 min. A los 40 y 120 wminutos no
se observan diferencias respecto al testigo (fig. 1%a).

El efecto encontrado para la morfina, solamente se bloguea
en presencia de naloxona a los 10 minutos, persistiendo a los 15
minutos con un 33.6 %, a lops 20 con un 27.13 % ¥y a los 30 con un
25.74 %, como se puede observar en la figura 31. A 1los 20

minutos pcurre un bloquep parcial del 10 % (fig. 19b).

4.2.3.2 NALOXONA

LLa naloxona 104 M ejerce un efecto por si misma sobre el
desplazamiento del PD, este antagonista de opidceos, aumenta 1la
velocidad de adaptacidn a la obscuridad del pigwento durante los
primeros 20 minutos, efecto que desaparece a los 40 y 120
minutps. El aumento fue de 13.22 %, 20.0 %, 29.454 % y de un
14.85 % a los 10, 15, 20 y 30 primeros minutos respectivament=:

(fig. 20).
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Figura 19: a) Efecto de 1a morfina (®) sobre el PD en el
proceso de adaptacidn a la obscuridad en el animal Integro. En
las ordenadas se representa el IPD y en las abcisas el tiempo.
b) La grdfica muestra el desplazamiento del PD, producido por
morfina en combinacidn con naloxona ( ® ) en comparacién con el
testign 1O). (n=6)
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Figqura 20: La gradfica muestra el efecto de 1a naloxona (@)
modificando la migracidn del PD, en relacitn al testigo (O).
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4.2.3.3 D—SERINAz LEUCINA ENCEFALINA TREONINA

La D-serinal leucina encefalina treonina 10_4H provoca la
modificacidn del curso temporal del desplazamiento del pigmento
distal en los primeros 20 minutos, ya gque se presenta un aumento
a los 10 minutos de 23.14 %, a 1los 15 minutos de un 29.6 % y a
los 20 minutos de un 31.01 % con respecto al control, este
efecto se pierde a partir de los 30 minutos (fig. Z1a).

Al mezclar la solucidn adwministrada a 1los animales con
naloxona, solo se logrd bloquear parcialmente el efecto
observado a los 10 minutos, persistiendo a los 15 y 20 minutos,
aunque el valor de éstos con respecto al control fue de 21.6 % vy
de 26.346 % respectivamente, siendo ligeramente menures que con
1a aplicacidn exclusiva de D—serinaz leucina encefalina treocnina

tfig. 21b).
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Figura 21: a) Curso temporal de la adaptacidn a la
obscuridad en el PD, causade por la administracion de D-serina?
leucina encefalina treonina (®) en el animal Integro. b) Efecto

producido por dicha substancia en combinazidn con nalozpna (@®).
V.H. (0O).
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5. DISCUSION

La respuesta eléctrica wasiva de los fotorreceptores, en
particular durante el proceso de adaptacicn a la obscuridad, es
suceptible a 1la accidn +farmacologica de diferentes opiéceos,
tales como la morfina, leucina encefalina, metionina encefalina
y D-serinal? leucina encefalina treonina.

Como se ha visto hasta ahora, se observaron dos tipos de
efectos, un aumento en la velocidad de adaptacidn, obtenido al
incubar las retinas aisladas en leucina encefalina y metionina
encefalina y el efecto contrario, una disminuciédn en la
velocidad causadc por la morfina, D-serina? leucina encefalina
treonina, leucina encefalina + naloxona y metionina encefalina +
naloxona.

La D-serina? leucina encefalina treonina y la morfina,
afectan el curso temporal de los pigmentos visuales accesorios
proximal y distal en el animal integro en condiciones de
adaptacidn a la obscuridad, cuando se inyectan dichas sustancias
en la hemolinfa. Durante los primeros minutos, dichas sustancias
producen un aumento en la velocidad de migraciédn de ambos
pigmentos, En el caso del pigmento proximal, no se alcanza la
adaptacion total a los 120 min.

La naloxona, afecta la migracidn de ambos pigmentos. Tanto
en o1 pigmento proximal como en el distal, aumenta inicialmente
1a migracién. En el pigmento proximal causa durante los dltimos
minutos, wna disminucidn de 1la migracidn con respecto al

testigo, no afectando durante este lapso al pigmento distal. La
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naloxona produce, adicionalmente dos tipos de blogqueo sobre el
efecto de la morfina en el pigmento proximal siendo total a 1los
10 y 120 min y parcial a los iS5 y 20 min. En relacidn con lps
efectos de la D-serina? leucina encefalina treonina, la
naloxona produce un blogueo parcial a 1los 30 minutos y total a
los 10 y 20 minutos. En el pigmento distal la naloxona blogquea
totalmente el efecto de 1a wmorfina a tiempos cortos, y
parcialmente a tiempos mayores. Con D-serina? leucina encefalina
treonina se bloguea totalmente a lbos 10 min y parcialmente a los
10 ¥y 135 min.

Se ha documentado una mayor potencia en los efectos
producidos por 1la leucina encefalina en relacidn a los
observados para la morfina (80), en nuestros experimentos
encontramos que entre las sustancias probadas que incrementan la
constante de ascenso de la curva a la adaptacidn a la obscuridad
en la retina aislada, es wmas potente la leucina encefalina, ya
que esta produce un aumento de un 50.9 %, en relacion al
testigo, mientras gque la wmetionina encefalina solo la aumenta un

23.6 %. Entre 1la morfina vy B-ﬁerinaz

leucina encefalina
treonina, no se observa una diferencia notable en la potencia
del efecto que producen, siendo en ambps casos de 1a misma
magnitud, la morfina 104 M disminuye la constante de subida un
60.93 % y la D-serina? leucina encefalina treaonina un 61.98 %.
La relacidn de potencia entre 1la Jleucina encefalina con 1la

morfina y la D-serinal leucina encefalina treanina en las mismas

concentraciones resulta similar a pesar de ser de sentido
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contrario, ya que la leucina encefalina aumenta la constante de
subida en un %0.9 % y la morfina y D-serina?’ leucina encefalina
treonina la disminuyen en un 60.93 % y 61.98 % respectivamente.

La metionina encefalina, es menos potente que la morfina y
la D-serina? leucina encefalina treonina a concentraciones
semejantes, produciendo un efecto contrario y de diferente
magnitud, ya que la metionina encefalina aumenta la constante de
subida un 23.46 %, mientras que la morfina y la D-serina’? leucina
encefalina treonina la disminuyen un &0.93 % y 641.98 %
respectivamente,

En los primeros 10 min es mAs potente en ambos pigmentos la
D-serinal leucina encefalina treonina gque la morfina. A los 15
min en el pigmento distal, la wmorfina y la D-serina? leucina
encefalina treonina presentan una potencia similar. Con respecto
a2 los cambios observados en el pigmento proximal es mas potente
la morfina, aumentando en wmayor medida su desplazamiento con
respecto al testigo. A los 20 min en el PD la morfina y 1la
D-serina? leucina encefalina treonina presentan una potencia
similar. En el PP es wmads potente la morfina, pues induce un
corrimiento de 43.53 %, mayor gue el testigo, mientras que la
D-serina? leucina encefalina treonina origina un desplazamiento
de apenas un 1%.29 %.

A los 30 min la morfina solo produce su efecto sobre el PD,
(no se observan efectos sobre el PP) y la D-serinal leucina

encefalina treonina aumenta el corrimiento del PP, sin afectar
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al PD. A los 40 min en el PP, es mds potente la morfina que la
D-serinal leucina encefalina treonina.

En el PP a 1los 120 min, son muy potentes tanto la morfina
como la D-serina? leucina encefalina treonina, pues observamos
un efecto muy importante, ya gue el control llega a un valor de
cero en el IPP, denotando una adaptacidn total, mientras que con
la morfina y D-serinal leucina encefalina treonina la adaptacion

solo llega a un valor parcial.

Los opiAceos, actuan al parecer sobre distintas partes del
sistema visual, ya que producen cambios tanto en los
fotorreceptores en la preparacidn de retina aislada, como sobre
la migracidn de los pigmentos accesorios proximal y distal en el
animal Integro.

La adaptacidn a la obscuridad en la retina aislada se logra
en mayor tiempo en presencia de wmorfina y D-serinal leucina
encefalina treonina, este efecto puede ser compatible con los
cambions observados a 1os 120 min en el Iindice de migracidn del
PP ya gque, en este caso, no se logrd la adaptacion totali

La naloxona, que no produce cambio alguno sobre la retina,
tiene sin embargo efectos sobre la migracidn de los pigmentos,
Al combinar naloxona con morfina en el medio de incubacion de la
retina aislada, ésta bloguea parcialmente el efeclo gbservado
para !a morfina, mientras que en el animal fntegro, el blogqueo
es de dos tipos, total y parcial deperdiznda  del tiempo.

Contrario a &sto, se observd un mayer etccto cen lae coarfina  en
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combinacidn con la naloxona, a los 30 y 60 min en el PP donde el
corrimiento fue de mayor magnitud.

Al comparar la potencia de las sustancias utilizadas en las
preparaciones estudiadas, tomando en cuenta el porcentaje del
efecto registrado, se observa que la morfina produce una
disminucidn de un 60.93 % en la constante de subida de las
curvas de adaptacidn del ERG, mientras que el mdximo efecto
observado en el PP no sobrepasa el 44 % y en el PD el 38 %, por
1c que la morfina al parecer es mas potente en la retina

aislada, aunque esto puede deberse a gue en el animal integro,

la concentracidn disminuye aproximadamente una unidad al entrar
en contacto con la hemolinfa circulante, cuyo volumen es
variable en los distintos animales.

Asimismo, la D-serina? leucina encefalina treonina es mds
potente en la retina aislada disminuyendo la constante de subida
en un 41.98 %, en el animal integro, el maximo efecto visto fue
para el PP con un cambio de 37.58 %, y en el distal de 31 %. Sin
embargo, en el PP no se alcanza la adaptacidn total ni con
morfina ni con D-serinal’ leucina encefalina treonina en el

tiempo requerido.

El hecho de gue la leucina encefalina se encuentre presente
en el tallo ocular del acocil Procambarus clarkii, asi como que
los opidceos probados en este trabajo actuen sobre la funcidn
visual, modificando las curvas de adaptacion a la obscuridad ¥y

la migracidn de los pigmentos accesorios proximal y distal,
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permite plantear la existencia de receptores a opidceos en la
retina y posiblemente en otras regiones del sistema visual de la

especie estudiada.

De 1los receptores a opiadceos encontrados, los més
estudiados son los recepturesdjk Yy 5- « La especificidad de los
opidceos a ellos varfia, siendo mayor la afinidad de la morfina a
los receptures)& {(80), y de las encefalinas a los 5- (B1). A 1la
D-serinal leucina encefalina treonina, andlogo artificial de las
encefalinas, se le ha atribuido una alta especificidad para los
receptores é; (81). La naloxona, bloquea todos los tipos de
receptores, sin embargo, tiene una mayor afinidad por Iics
receptores 65 {81). El hecho de que los opiéceos probados
produzcan efecto sabre 1la retina aislada asfI como el blogueo
parcial de ellos con naloxona, nos serala la presencia de
receptores a opidceos, dentro de los cuales ademis de los}Ly g =
se podrfan encontrar algunas subclases o de otro tipo como
los 22 . Los dos efectos encontrados, podrfa deberse a varios
factores, entre ellos, la especificidad de 1los ligandos sobre
los receptores. Por otra parte a los patrones de estimulacién
utilizados, asf como en la época del afo en los cuales se
llevaron a cabo los experimentos, como ocurre en algunos
moluscos marinos (73), ya que los experimentos realizados con
leucina encefalina y metionina encefalina fueron en abril vy
mayo, y los de morfina ¥y D-serina 2 leucina encefalina treonina

en agosto y septiembre. Un hecho interesante, es que la naloxona
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no produce por sf misma efecto sobre la retina aislada, lo cual
puede deberse a que bajo esta condicidn experimental no existe
liberacidn enddgena de opidceos.

El efecto observado en los pigmentos, también nos habla de
la presencia de receptores prin:ipalmentel/* y 6 - Ya que en el
animal integro migran mas rapidamente ambos pigmentos durante
los primeros minutos con todos los opidceos probados. E1 efecto
contrario, se observa en el PP donde a los 120 min no alcanza la
adaptacidn total, esto resulta interesante, ya que este pigmento
cambia su posicidn mecanicamente con los estimulos externos
(29), aunque se ha documentado que la serotonina también produce
modificaciones en su movilidad (82). E1 PD, cuyo movimiento a la
posicidn de adaptacidn a la luz es controlado por 1a HPDL, vy
para el cual se ha postulado otra hormona para su adaptacidn a
la obscuridad (25), también sufre modificaciones, dichas
hormpnas se liberan en la gldndula sinusal, en la que se ha
descrito también la presencia de inmunoreactividad a encefalinas
{70,77), pudiendo ser una evidencia indirecta de la prealncih de
receptores a opllAceos en ella, aunque existe la posibilidad de
que la accidn sea directa sobre las células que contienen al
pigmento. El efecto de la naloxona en el desplazamiento de los
pigmentos accesorios en el animal integro puede deberse a que
actue blogueando la accidn de opidceos enddgenos.

Los resultados presentados muestran que 1los opidceos
inducen cambios en el sistema visual 1o que permite plantear su

papel como posibles intermediarins entre el estimulo luminoso vy
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la respuesta visual. Sin embargo, 1los cambios observados en la
migracidn de los pigmentos, en particular el pigmento distal,
cuyo desplazamiento obedece a seRfales neuroenddcrinas, abre la
posibiliadad de que 1los opidceos actuen sobre el sistema
nuerosecretor afectando 1la liberacidn de neuropéptidos gue
produzcan cambios en la funcidn visual. Pudiendo existir la
posibilidad adicional de gque actuen sobre el sistema wvisual,
desencadenando una respuesta en el sistema neurosecretor, o que
actuen saobre los dos sistemas simultaneamente (fig. 22), lo que

deberd ser dilucidado en experimentos posteriores.
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Figura 22: Algunos posibles modelos para explicar la accifdn
los opidceos en el tallo ocular del acocil.
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