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RESUMEN 

En este trabajo abordamos el problema de definir la existencia, el papel funcional y los mecanismos de 
acción de los péptidos opioides en el sistema vestibular del ajolote (Ambystoma tigrinum). 

Se realizaron registros multiunitarios de la actividad eléctrica de las neuronas aferentes y de las 
corrientes iónicas activadas por voltaje en las células ciliadas aisladas de los canales semicirculares. Con 
técnicas inrnunohistoquímicas se estudio la distribución de neuropéptidos en el sistema vestibular. 

En los registros del efecto de agonistas y antagonistas de los receptores a los péptidos opioides 
sobre la actividad eléctrica de las neuronas aferentes, encontramos que la naloxona (10 nM a 1 mM) 
produjo un efecto excitador. Para el receptorµ, encontramos que el DAGO (D-Ala-N-Me-Phe-Gly-Ol­
Encefalina) (1 pM a 10 µM), que es un agonista, incrementó en 190% la descarga basal de las neuronas 
aferentes con una CE50 de 1.3 nM. Por su parte, el antagonista funaltrexamina ( l nM a 100 µM), 
produjo una inhibición de la descarga de las aferentes vestibulares reduciéndola hasta en un 90% (Clso 
de 3.7 µM). Para el receptor K encontramos que el agonista U-50488 (trans±3,4-Dicloro-N-Metil-N-(2-
( 1-pirrolidinÜ)Ciclohexil)benceacetamida) ( l nM a 10 µM), produjo una potente inhibición de la 
descarga de las aferentes hasta del 95% con una CI50 de 40 nM, y el antagonista K, Nor-binaltorfimina 
(10 nM a 100 µM), incrementó hasta en un 200% la frecuencia de descarga de las fibras aferentes 
vestibulares con una CEso de 5 µM. La D-Pen-D-Pen encefalina (Tyr-n-Pen-Gly-Phe-Pen)-(Puente 
dilsulfuro 2-5) (l nM a 10 mM) y el naltrindole (1 nM a 10 mM), agonista y antagonista del receptor o 
respectivamente, no produjeron cambios sobre la descarga de las aferentes vestibulares. 

Mediante la técnica de fijación de voltaje encontramos que las células ciliadas aisladas del vestíbulo 
del ajolote expresan corrientes similares a las descritas en las células ciliadas de la rana: una corriente 
lenta de salida tipo rectificador retardado, una corriente transitoria de salida tipo IkA, una corriente de K+ 
dependiente de Ca++, una corriente rectificante de entrada, y una corriente de Ca++ probablemente de 
tipo L. Encontramos que el DAGO y la D-Pen-D-Pen encefalina carecen de efecto significativo sobre 
estas corrientes, en tanto que el U-50488 tiene un potente efecto inhibidor sobre la corriente de Ca++ y 
sobre la corriente de K+ dependiente de Ca++. 

En los experimentos de inmunohistoquímica, encontramos que los anticuerpos a dinorfina 1-8 
marcan fibras en la base de los epitelios sensoriales. Los anticuerpos contra J3-endorfina marcan fibras 
en la base del neuroepitelio sensorial, y a las células sensoriales en la parte basolateral. Los anticuerpos 
contra encefalina produjeron una marca difusa de todas las estructuras vestibulares. 

La proencefalina y péptidos derivados de ella se determinaron por radioinmunoensayo usando 
anticuerpos específicos para sinencefalina, leu-encefalina y met-encefalina y cromatografia en gel. Para 
determinar la proporción entre precursores y moléculas libres de bajo peso molecular, los extractos de 
tejido fueron estudiados antes y despues de digestion enzimática. No se encontró leu-encefalina libre en 
el vestíbulo, aunque si precursores de alto peso molecular. La met-encefalina libre representó el 14% del 
total de las muestras (= 6.7! ±0.30 pmol / mg proteína). El contenido total de sinencefalina fue de 0.31 
±O.O 1 pmol / mg proteina. 

Estos resultados nos permiten concluir que péptidos opioides como dinorfina 1-8 y ¡3-endorfina se 
encuentran presentes en las fibras que inervan los epitelios vestibulares y que estos péptidos tienen un 
importante papel en la determinación de la descarga de las aferentes vestibulares. Nuestros resultados 
indican que los receptores de tipo K se localizan en las células ciliadas, donde ejercen un efecto 
inhibidor sobre la corriente de Ca++, modulando consecuentemente la liberación del neurotransmisor, en 
tanto que los receptores de tipo µ se localizan probablemente sobre las neuronas aferentes, donde 
ejercen un efecto excitador. 

·• 
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INTRODUCCIÓN 

Generalidades. 

Las células sensoriales del oído interno se encuentran formando parte de un neuroepitelio 

complejo compuesto por varias capas de células. Las células sensori~I:li,alas que en la nomina 

anatomica se les denomina ce/lulas sensoriales pilosas, en este trabajo las denominamos "células 

ciliadas" siguiendo lo que es el uso más. frecuente en .el idiom~· espaflol:í Estas células presentan 

en su región basolateral una i:ica iruir\!aC:ión compuesta porfib~a~ne~iosa~ qu~ llevan (aferentes) 

y traen (eferentes) inform~cÚm ~(~d~l:sístem~'neÍ-Vi~sÓ cent~~I,(Figil'ra 1). En su porción apical 

estas ·células .. se· carnct~d:~ poi: .·pre~~ntar'múltiples vellosidades:'~n-fortl1ª de cilios, los cuales, 

les confieren .. ~~s·: ~;opi~¿;de~· d()~~·; ~~c~~~~~e~torcis CA~.~~ .. Y:/Eg~t,r?aj.,: l??~; •. f\1~untcastle, 
198.1 ). . .. ; ; ,:y:; ;;;;:c.>0?1: '·':· •:;. ¡• ' ,:ó,. •. 

~~·.. . '.-~~~ ~ .. ;-:·;~:b~:;'::~~.~·:·~0 .. ~~·Yi~~:::;t~/.::,,::~'~:·_:~\~·-\:\ ~ ·;:· · · 
'··'.' - . >.;,~.:: -,·;:,'_-.; ... , :'.;'>>_·-~~h ::-:-~·i--_,>(·:_,_:;'_:·-,.~}-.·\,:":;-~;,;,.,:·.~~f;:~~:-;")~:: ~ 

Figura 1 .. Esquema' de,la' estr~dur'a 'e; in'erV,ación cfo las células 
.. : __ - -.-_ .. ,_ · ·:'_,_--1';_~··:··;:)~·:_;.:~:<·, .. ··.íl.{_(: ,., t~~ .. :~r::.:(·.·~+:;.:~.·~·).~·.\·:<,"; . .¡-~'.--<· . 
ciliadas::Las•célülas:'cilfadas'fórman;·;júnto:é:ori las células de 

· .. -·: ,· .. -.'~.:'"·-·. -.. _ _' ... ·._.-· -._,. ·_·\~···:<:···,_.-".,·-,. '.:(·~.··· , 

soportei(cs); uÜ neuroéplteiio>La~ 'células ciliadas (C) se 
-~_:·;' .. :>~.·¡:;~_::~· ~·_.:::·::·.<··\._-- .. '.i~'.·~.~;:': .· ... ~~·_:.' -,.-.. _' 

car~c~eri~n> por._,presentar . ~11a":Jsede - de ··prolongaciones 

citopÍas~áticas conbcidas como' e~t~~eocilios (Ec), de las cuales 

una:·e1''kinocilio(Kc), es;·uMbnio verdadero. Reciben una 

im;~~a~te i~~..;ació'n pJ; flb~as ~f~rentes (At) y eferentes (Ef), 
" .• - - ' - . ·-· '- ·- ,_ - ; ..,__ d."·,, '.'.. . ' 

las cuales hacen con~ÍlCto sJnáptico en la porción basolateral del 

epitelio~ UE;:Ú~iÓ~ ésfrcicha( Ds, desmosoma; MB, membrana 
-~.--·:::_ :,:.;-. ,:_t.:::-:~;;-::,-:·;'~':::~_"·::. ·:;~~1. 

basal; N, níÍcleoy.N~',.vaina de mielina (tomado de Popper y 
, - ... ·;-.· ... ,..,,-. - ... ·.- -

Coómbs, 1980) . 
. ~-'. ~.,- '•' .... ~ 

Las aceleraciones angulares, luego :de un complejo proceso de acoplamiento mecánico 

producen un deflexión del haz de cilios en las células sensoriales, con la subsequente alteración 

del potencial eléctrico de la célula. El desplazamiento del haz de cilios de una célula detem1ina 

que se dispare una cascada de everitos que, finalmente, en función del estado previo del sistema y 

de la actividad del conjunto de las células sensoriales que componen una unidad funcional, 

determina que se active o inhiba una vía nerviosa. Las células ciliadas detectan las deílexiones 

del haz de cilios por un proceso conocido como transducción mecanoeléctrica convierten el 

2 

•,•-·•, :--:·~-·-·~ •••u'·••·<• • ··-..~ _ .. • 
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~~·. ~ ::~-·,, - i'..'·~~ ~·- '.\' .-::,;; 

oesplazamiénto · de sus pelos sensorios en un cambio de su potencial eléctrico. Desde el 

. . 111o~ifl1i~ii!Ci~~~ los cilios hasta la transmisión del mensaje a la neurona aferente ocurren una serie 

de~proces&s cjue son: movimiento de los cilios, transducción mecanoeléctrica, generación del 

potenci~I receptoria! en la célula sensorial, liberación de un transmisor químico y activación o 

inhibición de las neuronas aferentes (potencial generador) (Figura 2). 

Aceleraciones lineales 

' 1 
Acoplamiento 

mecan1co 

'! . . ' d ·1· n· ov1m1entos e c1 10s 

Trnnsducción 
mecanoeléctrica 

Potencial de receptor 

Transmisión 
siná tica 

Excitación subsin:íptica 

Integración 
sina ltodend1itic:1 

' Potencial generador 

Transducción mccanocléctrica 

Mecanismo 
generador 
ele espigas 

' Espigas 

Figura 2. Esquema de la cascada de eventos que 
median la detección de aceleraciones en el 

. sistema auditivo y vestibular. El proceso de 
acoplamiento mecamco convierte las 
aceleraciones en desplazamientos de los cilios, 
los cuales, determinan la activación del proceso 
de transducción mecanoeléctrica y, en 
interacción con canales iónicos, el potencial 
receptor. En función de este último se modifica 
la concentración de Ca++ intracelular, regulando 
la liberación de neurotransmisor y la 
subsecuente activación de la vía aferente. 

El proceso de transducción en las células ciliadas ha sido objeto de un análisis intensivo en los 

últimos años (Hudspeth y Corey, 1977; Bracho y Budelli, '1978; Hudspeth, 1983; Ohmori, 1985, 

1988 y 1989; Jorgensen y Ohmori, 1988; Assad y Corey, 1992; Pickles y Corey, 1992; Jaramillo 

y Hudspeth, 1993; Gillespie, 1995 y 1997; Géléoc y cols., 1997). El modelo actual de la 

transducción mecanoeléctrica se basa en el descubrimiento que en 1984 realizaron, Comis y 
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Os borne :(Pickles y, cols;~-' 19B4;~Picklesy,cols., :1989; Pickl~s 1991; Dunnebier y cols. 1995) 

Median~e. eL US():~~ir!1J<?~2~~6~~~3~l-~c_t~¿ni~~"~'~-º~~@_;,:,est_~s autores encontraron las uniones 

::~:~,g~~!t~~,f ~ll~~~~~~~:::.·==:~::::::~:=~::: 
mecanofrarisd~ctores":_":que' se~act.i\'áá,~or~1a:::ti-a:cció~ que ejerce la unión apical cuando los 

estere~cili~s se~dci#p1kan··:~n\~ir~~.c1~2:~~~8;~~s ~~~~es.:.Fi.gur~ 4) ..• Existen evidencias de que 

las umones ap1éales ·se comportan;·'desde el· punto 'de :vista: fis1co'; como verdaderos resortes 
• • •.· : - <_" • -· ·: . ·: - .... ·:. • . ·_ ·..;. .;.', .' ~-;.\ .• ,-, 

·. (Gillespie;) 99S). AFdesptak-se los cilios~ las uniones~ aplc~lbs·;~e· tensan, induciendo así un 
_·_ .. _ _, -- . -· :__,~_. -_ . --. - , - .t:- . . . :-- ::~_:'-_:· -~>-F,_z~-:·-::-~;"~X .. ~:;;(~·.'~_-: 
rearreglo molecular que lleva a la apertura de canales iónié:os''aé:oplados a ellas (Assad y Carey, 

l 992;'Jar~miÍio, 1995). 

Los canales · ióniCos que participan en la mecanotransducción son de tipo catiónico 

inespecífico. Utilizando marcadores fluorescentes del tipo del Fura-2 se ha logrado demostrar que 
._ .. , ... -.:.~-- ++ ++ 

existen canales que permiten el paso de Ca y de Mn (Ohmori, 1988). Por estimulación 

mecánica de células ciliadas aisladas del vestíbulo del pollo se ha podido demostrar que éstas 
- ;. 

muestran una mayor permeabilidad para cationes divalentes que para los monovalentes y que el 
++ 

Ca es el catión para el cual es más permeable el canal (Ohmori, 1985). Así, aunque la 

concentración de calcio es muy baja en la endolinfa (Sauer, Richter y Klinke, 1999), se ha 

4 

A 8 actina 

Figura 3. Uniones apicales (lip link.~) en las células ciliadas. En A, fotomicrografia electrónica de 
barrido de la unión apical (flechas) (Pickles y cols., 1984; Pickles y cols., 1989). En B, esquema que 

muestra el patrón característico de las uniones apicales de los estereocilios. La unión apical liga los 

canales iónicos mccanotransductores de la región apical con aquellos que se localizan en la pared 
lateral del siguiente cilio. Estos canales están acoplados a un motor molecular que les permite 
desplazarse. 
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·• derno~tr;do ~t~ ~st~ iÓn •·acarrea del: 15 ki 2oo/11'·a1f·la c<Jrriente. de transducción (Ricci y cols., 
- ·,. - ,. -. ··, 

.. 1998): Laperrrieabilidad de Jos canales mé'cánótrifusductores a Jos cationes monovalentes en las 

células d~ lap~pilabasilar de I~ tortu~aés.~~8:,Pk:.Pcs =J: 0.99: 0.79 (Crawford y cols., 1991). 

E~te. canal es bloqueado por l.a. ~~~;;~t~iii'iclA~·-·l~;bual parece producir un bloqueo del canal 
·. - -. ',;· .. ,. ... ' ''.'. : , ·.i ?·:,;:_~:.~;:\~~:,'l·~.~~¡.>:;;¡;~¡~;;;,;··,-~:~;e:,-~'.h:':" .. '.·-<. 
abierto (Kroese y cols., 198?);'iy:pof'Já\amilorida Ja cual produce un bloqueo dependiente de la 

.· ... dosis, pero indep~ndient~d~l :~6Ü~J~\r¿~~~~;;·~ ~--~~mori, 1988). 
- • ·,,,_ ... '. e .,_.'" - ·• • ~. •,. . ..;.":. •.• -~- ' • , 

En el poilo, lci~ ctfuat~~!~Ü~-:~~dÍ~l1' la transducción mecanoeléctrica tienen una conductancia 
_.,._. ( '<·-~~.:~~::- -

dé alrededor de s(}p~ a30~.C. se activan con la deformación mecánica de los cilios (Ohmori, 

1989). Trabajos .en q~¿::~~~';6a estudiado la corriente de transducción en células vestibulares (de 
. • • . - ' ;,·.·· . ! ~,.; ,;. ; e -

' ' -· .,.,_,). ,_. ,., 

sáculo y Utrículo) y auditivas obtenidas de cultivos organotípicos de ratones neonatos, han 

permitido concluir que ambos tipos celulares tienen curvas similares de corriente contra rotación 

de los cilios (Géléoc y cols., 1997). Es importante destacar que en estudios en células ciliadas 

aisladas del oído tanto del pollo como de la tortuga, se ha encontrado que ante estimulación 

mecánica, la corriente de transducción tiene un decaimiento temporal (Figura 4) (Crawford y 

cols., 1989; Ricci y Fettiplace, 1998). Este proceso de adaptación se presenta con una constante 

de tiempo de 3-5 ms y es fuertemente dependiente de voltaje (Crawford y cols., 1989). La 
++ 

adaptación disminuye al cargar las células con 10 mM de BAPTA, que es un quelante de Ca , lo 
++ 

cual sugiere que el proceso de adaptación es dependiente de la entrada de Ca por los canales 

mecanosensibles que participan en la transducción (Ricci y cols., 1998). 

Corrientes iónicas dependientes de voltaje descritas hasta ahora en células ciliadas. 

Las células ciliadas del sistema vestibular presentan en su parte basolateral múltiples 

conductancias iónicas dependientes de voltaje, entre las cuales dominan las de K+ y Ca++ (Figura 

5). Hudspeth y Lewis fueron los primeros en reportar las corrientes iónicas en células ciliadas 

aisladas mediante la técnica de fijación de voltaje (Lewis y Hudspeth, 1983). Posteriormente, 

Ohmori (l 984, 1985 y 1989) y los mismos Hudspeth y Lewis (l 988a, b) ampliaron y difundieron 

las técnicas para el registro de corrientes iónicas en células ciliadas. 

_ _ Ante:iormente se había encontrado en estudios con microelectrodos, que los canales que 

'd_etérminanla transducción en las células ciliadas se ubican en la región apical de las células 

ciliadas, y que las curvas corriente-voltaje eran de tipo no lineal (Hudspeth y Corey, 1977). 

Actualmente, se sabe que las células ciliadas presentan una corriente lenta de Ca++, una corriente 

5 
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++ ·.~ . ~ : . ·- ~-- • ... 
de K+ dependiente de Ca y una corriente transitoi-iade K+·(Hille, 1984). . . , . ' " ~ -·' "". :· ._. ·-

°""ozomiento 

Corriente de 
Transducción 

Movimiento 

Figura 4. Adaptación del sistema de transducción. Los canales mecanotransductores están acoplados 
a un motor molecular cuya activación es dependiente de Ca++. Dicho motor molecular puede 
descender por la pared del cilio cuando aumenta el Ca++ intracelular. Cuando la concentración de 
Ca++ intracelular decrece, el motor tiende a desplazarse a la parte superior del cilio debido a un 
sistema de tensión generado por un conjunto de proteínas que lo mantienen unido al citoesqueleto 
celular. En el esquema se muestra cómo un desplazamiento produce la apertura de los canales 
mecanotransductores, lo cual aparece como un aumento en la corriente de transducción. 
Posteriormente, esta corriente decae debido a que el motor molecular se desplaza hacia abajo en el 
cilio gracias a la entrada de Ca++. Cuando los cilios vuelven a su posición, el motor molecular 
asciende nuevamente en el cilio porque existe un elemento elástico que lo tira hacia arriba. 
(Modificado de Gillespie, 1997). 

Rectificador retardado g1mR: el rectificador retardado fué descrito en las células del sáculo de la 

rana por Lewis y Hudspeth en 1983. Esta-~órrieñfo.s~ encuentra presente prácticamente en todos 

los tipos de células ciliadas hasta ~nora'é's<túdÍ1tcl!ls'(Lewis y Hudspeth, 1983). La activación de 

gKDR tiene una forma sigmóide~ ;e'1ifti~~rrih~t~~-l~hia, cerca de 50-60 ms a 20ºC en el sáculo de la 

Rana escu/enta (Russó )• col~;~CI 9~~{:.~~t~~¿~~i~l1te; que clásicamente se ha descrito como no 
• _. . . ·.:: . ~ -~··- \_ ... , ... -::.~_···:·.-:i;<?·"':;~;:I:r·:~~\i_1.:·.<~~-{~::~~J~:}-.;-~;_\f'~h~:J .. \.:~·-. • • 
mactivante,_presentaun compon~11te 1co~"'~na'le~ta mact1vac1ón para pulsos largos de alrededor 

• ;.~:;i~j;~:i~'tE~~~~~~~;g·r!~f~·::~::~:~:::~=~~:~~=~~; :~~~:: 
Todos esf~s ibsultados indican un proceso de inactivación lento de tipo C. La idea es, entonces;· 

que existe una parte de gKDR que se inactiva muy lentamente y otra que no se inactiva. 

1 

6 
TESIS CON ' 

~FALLA DE ORIGTi'N 
1----"""".;-... ,-,-..,-.., . ..,._.~-".":.,::C.c~....,---------------'"'-""--'"'--""--..; __ ;_;_;_~-----""-'--'-'..:...c .. _::::---=-.=..,== ... . .. ·-·--,~···---~·., 



Ncuropéplidos en el ofdo interno 

. • En el ultf ~J~.JJ• litó~ ie ~a.d~Critó üful diferencia en la oinética de la gKDR entre las <élulas 

cilia~as~:ti~j~.Itit?~~~~í;~();~~·''~%1():'~-Y~;~f~,,~!:stingUen como gKoR,I y gKD~ll· ~parentemente, la 

gKoR11 esmás'rá.p1d~;·cc>n unai: de activación de .17.1 ±6.9 ms, en tanto gKoR,I tiene una• de 44.2 

±8.3.ms; ruiib~~ii;~'.'~'~ii~s,4uev~·~~/_¿4 ~ -44 .mV (Rilsch y cols., 1998). Estos mismos 
' . . ' 

· autores reportan que la gKoR.11 es más. sensible a la 4-amino piridina (4-AP) con una Ko de 80 µM, 

eri tanto gKoR,I tiene una Ko de 1 mM 1
• Igualmente, en el sáculo de la rana, se ha encontrado que 

el rectificador lento es sensible a la 4-AP 1 mM (Armstrong y Roberts, 1998) (ver tabla 1). 

Corriente transitoria de salida gKA: se trata de una corriente análoga a la corriente tipo A 

descrita por Connors y Stevens en las neuronas de molusco (Connors y Stevens, 197{~'~; b). En 

las células del sáculo de la Rana catesbiana esta corriente se activa por pulsos d~ ~C>Itaje que 

llevan el potencial a valores positivos mayores de -50 m V a partir de potenciales de.retención de 

-70 mV (Hudspeth y Lewis, 1988a). Desde el punto de vista farmacológico, es más sensible a la 

4-AP que al tetraetilamonio (TEA). gKA es muy prominente en algunas células ciliadas en las 

cuales domina completamente la corriente total. Su bloqueo farmacológico no parece influir 

sobre la resonancia eléctrica de las células aisladas (Hudspeth y Lewis, l 988b). Se ha encontrado 
- - ' - - . ' - ~-.. ~ . . 

en las células dliad~s de peces, anfibios, aves y mamíferos (Steinacker y cols., 1997; Lewis y 
: - . -

Hudspeth, 1983; Norris y cols., 1992; Masetto y colls., 2000; Rennie y Ashmore, 1991). Su 
. ' '.'·-y_{::::' ~~--·: -: ~ .. - -

activación ,tiep~una cinética bastante rápida; se ha propuesto un modelo de dos estados 

c<::>a. P • .. 

· No~is Y ~~Is Ó 992) han descrito dos tipos de IKA en las células de los canales semicirculares 

de la ran~. u.~r~ue se inactiva en forma rápida con 't = 4.4 ms y otra lenta con 't = 36.4 ms, ambas 
~·'· .- --· 

con V 112 ~ ~í' mV; péro con inactivación de estado estable completamente diferente: V 112 -59 ± 1 

mVy S ;,,,{s¡)afaias rápidas y Y112 -95 ±0.5 mV y S = 13.4 para las lentas. Sin embargo, en su 
• ;.': · .• e , • 

trapajo noaíslilii')a.co~ien~eIA de otras corrientes. Por ejemplo, no mencionan la IKca ni la lea y 

únicame11te.,;.~llstit~yer6~ ,Mg++ por Ca++ para bloquearlas, razón por la cual, aunque muestran 

coITi~~t~s ~jJ .J~h.ciÍÜéii~á~propiedades farmacológicas semejantes a la IA, quedan dudas acerca 
·':-. - -~:< ;\ _: -:·~-~ :~·~?~. ~;~·:. ~,j~~t::: '.":J_.;::-:~ /_ ~''. -:~- . 

···<.dela presén~iü'<le
0

<lt~iu/corrlentes (ver tabla 1). 
;-'.· °.:-').·.;·~-:~:'.·Pof_-~.'"' ,·,~-"~'. .. '- / ·:;,·: · 

1 En relación a·l~s ~~lores d~ I~ Ko para la 4-AP en las corrientes gKDR.IY gKoR.ll los autores reportan unidades 
erroneas en la tabla I, donde valores micromolares fueron sustituidos por valores milimolares (RUsch y cols., 1998). 
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En los ~an~le~;~f:~ici~~ui~~s de:la ~an~;: l~ ~élulas ~ue se ubican en Ja periferia.de.la cresta 
' ,,· ,.,.'."'',"> ··~ :' '1' ._,,, .,°'.~ -_- ... ~:·.'-'" _:.···,_-,~_. ,,. ''-· 1-, - ·' . . . .. - .. : '- .- . .- ... ,_: 1 -.'-·. ·~· .. ", 

muestran una ma;or.própor~iÓ~ de.cÓ~ientetipo_A que las de la parte centn1l,aJ1lb11ft~e11en 
o-.-- --o_- .• --·o-_· ___ --cc,~-- .~==·o=- .=0-.~~'-·--~-'--=-··-·-··-'-•--~_o;'-"'-ó;~o-·•---·o_-_·--•-.·_• --_·-=-- ,,--,-,--_ --- - -_,_- --- ,_-- "·---,·· --.,-;.---' ,-'---, · 

proporciones sel11éjantes,de gK,ca y en las células centrales predomina la gK,D~ (1';1,asetto y C()l~ .• 
1994). 

ca2+ 

Figura 5. Corrientes iónicas en células ciliadas. 
Este tipo de células están dominadas por 
corrientes de · K+ que son las de mayor 
magnitud. En su polo basal presentan también 

ca2+ una corriente de Ca++ así como transportadores 
de Ca++ (Tomado de Hudspeth, 1983. 

Corriente de K+ dependiente de Ca~ g1<,ca: esta C()rrient~ (I~.c.) se activa a potenciales más 

positivos que -60 o -50 mV. Muestra una importante d~peii'd~~~ia de(voltaje incrementando e 
, ' ·:. -~ :~ ( \(i_; '. -~~;-;}; ('{'_.:: :,·_ ,~--~~l¡ ."\ '.. . . 

veces por cada 3 mV de cambio de voltaje entre los '-50.Y·749 .. mv;:_tie11e una conductancia de 

entre 140 a 200 pS y en células cili~d~ deÍ~~~tifü.Úd\{df~~~~¡g2~~;íW6q~éa~da por la quinina 

(Ohmori, 1984). Su activación es sumamente rápid~ C:rin'ü~kfaé;;'¡rii2i~l'~ufla·inactivación parcial 

a un nivel estacionario tanto en anfibi6s có~o en;l11'~~Í~~r6~
0

(M~1~W~\,~ols., :1994; Arrnstrong. y 
·. · · - . . ._:~<--""" ·- :~.:- ~ · ~,:. , <:;:·- · -; ;_ ~ ... --· ;.~·,:.~_ · .1\ :;">· "~~~·~·?~~:~~~\~~t~: .. ;7:;:r~"::: \~'~·~:/' ~~~'.-3r:~\, ~-~-~7-_-."t~5:J·:~«:;)~~::~?-:P-'--':::~~-. ~'.\<·;·.:<;·~:-<·\~:··:~:,· :. · 

Roberts, 1998; Rennie y'cols., 1996). OriginalmenteiHúdspeth!y;'.Le\vis, trabajando én el•sáculo 
.·: .. · _···:: ·< · . , _;;'. ';!:_,: -« '>-·. t ·;: -. - . ~ ' ,- :.··" · >:: · -~-,.:~,..-_' ~(.{:.' '." ~)r:-: V~_{::=-[:~:~: -~~X:·);:_ ::'.'.·.·~'..('.~~\_t·Ai·< ;,,_~f .. \ ::._'.y:/_./::·.',:_;> ·'-- -

de la rana ( 1988a), propusieron para los canales que median'. esta corriente un modelo con 5 
• -"o- -<. ~ ·- - - -- , • • ' - -.· -~-, <<·t --.>·~··t: /·{~>: ~- ~ _ .• ' ' 

estados, tre~.cerr~dos y dos abiertos: 
~,[c~l .' K,[;~¡ ¡j,:· K,[col 

Co 6cCIº <=>lC; <:=>02 <=> º~ 
k_ 1 .· "-l- _ - a,. k_:w • 

Las pril-rier~s 'Cl(js'trarisiciones, así como la cuarta, són dependientes d~ ca++. Se ha encontrado 

q~e la ~o_n:ie~~e'i{~~se pr¿duce por canales de tipo BK (Bfgk).'qlle';e~encuentran en el sáculo de 

la rana acoplados con los canales de Ca++ (Roberts, Jacobs y Hudspeth, 1990; Howard y cols., 

1988) y participan de manera fundamental en el proceso de sintonización eléctrica de las células 
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ciliadas de la coclea (Crawford y Fettip!ab~/·t 98oFF~ttiplace y Fuchs, 1999). La subunidad a. de 

estos canales es codificada por genes de .la familia slo,y parece que gracias a la ocurrencia de 

corte alternativo, se puedenmodificar significativamente la cinética y la sensibilidad al Ca++ de 

esta corriente. Por otra parte, la presencia de diferentes tipos de subunidades f3 también puede 

modificar Ja cinética y Ja sensibilidad al Ca++ de la IK,Ca· Estas diferencias cinéticas de la corriente 

· parecen tener un importante papel funcional en Ja frecuencia de resonancia eléctrica de las células 

ciliadas. En la coclea de las aves en términos generales, se encuentra que una cinética más lenta 

se asocia con uria mayor sensibilidad al Ca++ intracelular (Ramanathan y cols., 2000; Fettiplace y 

Fuchs, 1999). ' 

La corriente IK.Ca en el sáculo de Ja rana, es particularmente sensible a la iberiotoxina en el 

rango nM y también al TEA mM y parece insensible a la 4-AP (Armstrong y Roberts, 1998). 

Existen evidencias en las células ciliadas aisladas del vestíbulo de la tortuga (Tucker y 

Fettiplace, 1996) )teri fas células ciliadas saculare{ci~r'Ja rana (Armstrong y Roberts, 1998), que 

sugieren Já pr~seh~i~:~~e canales de K+ activados por Ca++ del tipo SK (Small K), los cuales 
,'':'.·: .... -,:<.t-:-·:.:~.>.-'f~·:::.:::;:.::~ ' __ ,,. ;i.:. - + 

aparenteme11te n<>is.011';.bloqueados con Cs intracelular y aparecen como una pequeña corriente 
. • . . . • ·: >.'.; .. :: . ••. ····:.> ··,•:-.. •• . • ++ . + 

sahente que recorta)a' comente entrante de Ca (única evidente cuando se sustituye el K 

intrácell.ÍlarpÓr·:d+.):·c~ando el K+ se sustituye por otro catión de mayor tamaño como la N­

m~tii-D~gfücruri.i~a. Cl'ÍMDG), el pico inicial de la corriente desaparece, indicando que es 

acarread() p'or··~Fts+··que fluye por los canales de K+ tipo SK (Tucker y Fettiplace, 1996; 

Armstrong y Roberts; 1998) (ver tabla 1). 

++ 
Corriente de Ca activada por voltaje gc8 : esta corriente de Ca++ en células ciliadas fué 

originalmente registrada en el sáculo de la rana por Hudspeth y Lewis (l 988a, b), quienes 

encontraron que se activa a potenciales mayores a -50 mV, alcanzando su máximo a -10 mV. 

Aunque en experimentos en células aisladas de la coclea del pollo muestra una tendencia a 

disminuir en amplitud a lo largo de los experimentos (Ohmori, 1984 y 1985) no sufre 

inactivación. La corriente tiene una cinética de tercer orden: 

en donde gen es la máxima conductancia al Ca++ y 111 es el parámetro de activación dependiente 

de tiempo (Hudspeth y Lewis, I 988a, b). 
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Estudiós; posteriores, demostraronquelos canales de Ca++ en las células ~i,li~~,a~ .• ~,e: ~~ l'liPil.a 

b11sil~A~(ppl¡o son deltip() L, qm\se .bloquean con nifedipina 1 O. µM y qu~;,l~,~B~!~fü~"~l11J;7n_ta · 

·hasta.6y~c~s'a -.30 m\f.en,pr'?sen~ia·de ;µMde.BayK 8644 ci:uchsy,cols,;,J??~):~~t?i{c~;i11~~ 
. ' ,· .......... , ··: .«, - :,., ... ' - ,' ··. ' . . ' . . ..... ._ ' l.·· . ·,., ··. ,:. ~,:·.; -~- -:. .. ·"- "-.- .. 

tienen!l!n~)c:i,riéttC:a¡extraor~inaria¡nente, rápida, dependie11te, de >voltaj~, ,que•.~ -: 19 ~Y·~i~ry~, .. un~. 
-t ·:::·o.346 :;;;Óii 23 ~m~. 'Su' a~tiváció~. m~dia ocurre. alrededor :de. l~~ .·~1 O. ~v. ExisteÜ :eJi<lericias 

· ... :~·_:-.·--.-~-·:.~.-._:.:.::: ,. ''.':; ·:·:_:<_;·:·.:.~·,_::.-:. _-.... ·:·:::·:.· :.:. ., ·.· ._ .. 1 - ' ••.• 1 ··~:· .,_~''.,·.· · ..• <;é' .,.,,.:-:.-···:/·.-~--:~- ..... _. ·' ~.; - . ·,- .• ._.._ :·:,~.-_,'- .. ~::1,':.:.:.".':;··' ·'-0:·~,:;.:-.:·1;;: ·-

···-funcioriafos ld~;~'qücá: los canales .;tipo· L"'son. los .. directaménte ·••acoplados '.a·· laliberación<;ae . 
.. ·:· 7 ·~--c.·.·.:;_,, .. ,. .... . «.;,:_, _ __:.. __ ·.-:'·-- :-·-·: ,. ·., __ f-:_•- .. :-:,·_._º:·.·~.··::··~-:-·.ci."c·r~--·-<·;·:-.:,·.:.-_.· ::.- : . ·.· ' ~·:·.·.-._,'::··".:,~·:_ ... ~·.:e:··.'._-.-<':·:,,, 

neurotransmi~ori(Bobbin Y, cóls:, 1990; .Fuchs/ l 996;;soto, 1995; Perin, · 2000): En. lá :Ra1{á 
.· .. --:·: ;···::.~s·.:·""'f-_.-;'.-·_::.:,~_-, .. ·:: ·-"'·- ... '._;· w •• - ·:_·:~····_ ..... _::-:~---~:..;-,·_-.:. .. _';'"~:, 1-_-7,~:.::~:--.~.-1-~'·'-~-· º . .. • ., .... __ r .. _:"'-----.·d_-._, __ ,~-~ .. >~-,-'~-- .. 

pipie~,s:(se, ha demostrado, mediant~· tecnid1s 'de patch clamp y de microscopía. confocal. qúe, al 

menoSen·l~s célula~ que prese~tan re~b~iÜ~if~iéciíii¿a~~os canales de K+ dependientes de Ca~y. 
,. . . - . . _._ ·- --· ··.;."> : ... ,;··~< -·- . . . 

las regiones donde se localiza el cueí!J~ si~ápt,i<;o)ie encuentran físicamente acoplados formando · 

. una u~idad (Issa y Hudspeth, 1994{ ~~·l~;:¿~j~fas ciliadas del sáculo de la rana se ha calculado 

que estos grupos funcionalese¿tá~,fo';J,~~~s·;bialrededor de 40 canales de K+ dependientes d~ 
.•. ca* y 90.c~nales de Ca~ (~~b·e~~; Í,;~j:): ... ~~ la papila basilar del pollo se encuentra una~lara 

- . . . -', ·: ._ .. , c.,:.~ _ _";·~;\,:,:_'.;J:~~~-~~:i-'._'.;t':·'·/~\--'::'I·;·<;-·· {,_·,!~- ... _., 

correlación entre Ja magnitud·oe\la ~o1ienté de Ca++ tipo L y la densidad en la inervació.f1 

· .. af~re,nte en lasc1I~l~s.:~pi~~.~~<~~;hrtj·~~'..#~.st• ;cols .• 1997). Estudios inmunohistoq~í;,i,5~K:~~;'.; 
los canales semicirculares de la chinchill~ hart,demostrado que, de los 8 genes que codifican para 

·~-, .-,·. · .. _.. .. . · .-: " -·~;:_~>: . 'é>~~·~. )~ :T::,~,_~::..'.:--·.~-:.\:-~"!:~0'.:~'.~T~;~;'l~-0·:~>~{-~:::~'.. ~'.":~: :. ~-; _ . , _ . :·: _. : ·: -~ ~· ":-.>~:".::~.'~f/::,_··.·::~·:~~J~!/' ~< .. \:·~-~-' _._, 
la subunidad'éxl :(iel'.canal 'ele caj;~1ó's:q~e·corresponden a las subunidades tipo:·a.i,13,(iipo)-1) ,., 

e··.. · . .' .:·:·.< .- . . :·!_:· .~:.,_:,·... . :" ··:' ·~,_~~~-· : __ {·_;~:~";;>:!;~~;: ::·:·:.~:7~(_-:"~{.(··._ (-·'.: :. '. :.-· ·_ ' , ., . . . . -~ ·~<.-~~-__ '· .. ":.~;~.-~· .).:{~_--- :·~,'.~t,::.f·.('.~ • :;·--~·t .. ;~'.::':·~_·:·~- ; 

alC y,a.ID,(tipoL) seJoc~lizan·en¡tascelulasciliadas, y los tipo al~.'.y,;~1c,·se','enc~entrán · 

... también en• las, neurdn~·en!~1:~~~lio de S~arpa (López y cols .•. 19?,9)}.~:~i~~.;~.~i~k~~~~~te~;:qu;e 
las.células ciliadas,· al·· igl)aL qu~· Ías neuronas aferentes, tienen.· canaÍ~si·cie'~c~nfi~6.t'iJa~o~ ,po.r , 

~;: :~:::~::~:~::~2:i:::p:~~:::;~.::~e:~:fi~~ff ~:~~,1~1}ti~1~~: •. 
En condiciones de registro de.canal único, en las células'del'sáculó;'de la í:ana·se.há•desáito la , . " , ... ,_ .. . .. . , . . - . +.:. ... '·· ·.:y~~'.·:\'5~;8":-~·-.~;;r;~~'.\ \/~~:'.·.~~?~~~-~f;-:{~i~·~~~-:~).:,., ~ ·~ ..... ~' .. · 1:-X'\. 't-:· '.". ~·\ ;·· -' .. , 

existencia de dos. tipos,>~e ·.canales de C~, , unos ,con ,una 'conductancia.,de' 26· pS,· s~nsibles a, 

dihidropir~?~~isi;~~:q~;~'\se'.'~:ctiy'~•·~~gr~NC>.(~iit~:i,\,~~?~~bl.~m~~t~. de .. ti~~:···:~J;,%is~t~~~~~~: .•. de .• 
canales de.20:ps;:(¡tiese áctivaii a:.valores;clé pQtenCial más negativos (-40.mV,Y:y;~oií'iTúierisibles ,·• 

. ' . . -": ·-._ ,·: :·,'.~, ~. -,~·-_<;>:_· ·::~7:;:~.'\' .'.>:.~·<;: .. :: ~~:,::;:_:,:,/t·,; ~~:;/'.";~, ·:_, y~-~-(;:~·:::-?;:~~J.-~·.{::·:::/i'·(~_:/~:·~:-~ :· ' . . . J • • ~ ~ ~ •• _,.: "<~;.', :'.}~}~~:~.:~~:.;~'\:·· '.:\'.:<-: ": .. ·? . 
a dihidropfridinas; pc>r lo que los au.t<mi(sügiereri que se trata de canales de tipo,•N'(Su 'y ~bis., 

_' ::: e_~.··,;_-~;·:<'.~-~~--·.:-:-~~:,:~_.,._}~ ,:-o.::.-co;:~r--;·:r~:-:'~,,. ~(~-::;-; -~_:;;~~r ':.~~~~~,-- ._.;\~f:·,~~=7.~f_:.·~.- _-;·;.: •' ::·: . ++ ·. --~- - -~;_,,~~~- ·-~~~~~:~~;~'.:~~-~\·:~:'· _::;. ·;_;--

l 995 ): ,Se ha encont.rado tambiéntjue existe una corriente de Ca sensible a ro-conofoxina en las 

cél~las' c;lia~~s 'de la ~apila a~ditiva y del vestíbulo de la rana (Perin y col~.: f~?s{''~~·.:¡~. 
actualidad no se conoce con precisión el papel funcional de esta corriente no L: ~·in 'embargo, 
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estudios en los canales semicirculares de la rana demuestran que las conotoxinas sólo son 

capaces de disminuir la actividad aferente en un 10%, por lo que es probable que su papel sea 

muy limitado (Soto, 1995; Perin, 2000) (ver tabla 1). 

Corriente rectificante de entrada gh: esta corriente tiene una importante permeabilidad a los 

iones de Na+, lo cual se refleja en su potencial de inversión de alrededor de -43.5 ±1.8 mV; la 

relación de permeabilidad PNa /PK es de 0.14, calculada a partir del potencial de inversión. Tiene 

una V 112 de -1O1 ±5 m V con una pendiente S de 7 .8 ± 1.2 y una Gmax de 1.3 ± 1 nS y fue descrita 

por primera vez células ciliadas aisladas del utrículo del ratón (Rüsch, Lysakowski y Eatock, 

1998). Se ha encontrado que su activación y deactivación son de tipo sigmoidal. Con base en el 

potencial de equilibrio reportado (sáculo de rana) por Holt y Eatock (1995) para la gh (,.,_45 mV) 

· · - .y éori base en la ecuación de Goldman se obtiene que PN
0 

I PK ,., 0.16 cuando las concentraciones 

son_.como las reportadas por Rilsch y Eatock (1996a) en el ratón (5.8 mM de K+ externo). La gh 

se bÍoquea con Cd++ 2 mM en tanto que el Cd++ no parece afectar a gK 1; el Cs+ extracelular 

también la bloquea eficazmente (Holt y Eatock, 1995). En la rata, la activación de gh fue ajustada 

con una ecuación de Boltzman con V 112 = -90 mV, s = 9.6 , GMox = 7.3 nS y ÜMin = 1.0 nS (ver 

tabla 1). 

Corriente rectificante de entrada gK1: es una corriente altamente selectiva al K+. Tiene una 

activación de tipo monoexponencial cuya 't depende de voltaje (entre 1 y 6 ms) y una 

deactivación monoexponencial para voltajes inferiores al de inversión y biexponencial para 

voltajes mayores. La activación de esta corriente ajusta con una ecuación de Boltzman con 

G(V)= <!_Max_-:_Cj_~!_•_+GM 
1 + e<v-v,,,)t.• "' 

los siguientes parámetros V112 = -86 mV, S = 5.2, Gmox = 25.9 nS y Gmin = 5.7 nS válidos para [K] 

extracelular- de 5 · mM. La V 112 de esta corriente se desplaza a valores más positivos con el 

aumento de -la concentración extracelular de K+. La gK 1 se bloquea en forma dependiente de 

voltaje con Cs+. extracelular (5 mM producen un bloqueo prácticamente total de la corriente). 

También ~on Ba* 5.00 µM a 1 mM se bloquea casi en su totalidad; el uso de Cd++ o de Ba ++ 

permite ver _selectivamente gK1 o gh. Ambas corrientes son bloqueadas por Cs+ (Rüsch, 

Lysakowski y Eatock, 1998) (ver tabla 1). 
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Corrient_e~rectificadora lenta de bajo umbral gK,L: se ha encontrado.exclusivamente en células 

ciliadas tipo I. Fue descrita originalmente en las células ciliadas de los canales.sémiCirculares del 
'•, . ' .. . . ; 

pichón c~ino una corriente parecida a la tipo M (Correia y Láng; !99Ó) y. pósteriormente 'se 

reportó e~ los. canales semicirculares del cobayo (Rennie y Ashrriore;·Ú'9~1) .. '.Seha caracte;izacio 

-d~-forIÍla·;h~y~precisa en las células ciliadas tipo 1 del utrículode r~tóJ'(RÓsch'y,Eat~cki~·l 99.6b): -; 

· ~f¡¡~~~rr'.itr:i;:~,~:::;,::::~~::. :: ':·,;:;;~$l~~~t;i~;~i~~~;~~t:.····· 
relac~ó1rd_e\p~r.mea?1I1q~des PNa /PK = 0.006 y PCs /PK,;;;=~Q.3):¡(R,º~~h y_J::~tQ.c:~;A?9,6b):,Es .. , 

.:::~~[il~~f ~j~r.=~~0•1: ~pd•0:~~:,.::.;,~4c~~~~~·~,i~~~t~~i~~~i 
el Bat!;éc-on¡:1Íriá'iiK~:;=2 ±0.3 mM y por Ni- 5 mM. Tantó,él:4-AP;comC>.éFTEA>t~fi1bién 

.•. bloqu_~~,t~~~~K~~~.p~ra 'potenciales ~ayores de -55. m V,._se·~~~;~c;u~~~i.g~·~\;.{t~~;JFs:·:5 · d~··-
La, Vid de gK. i_;;presenta un desplazamiento a la derecha en la curva IN cuando se hace registro 

.·::: .. ·-.-·; ::::: .. : ·:~~:-~~~/~t:·'.~ :_;~~«-~-i3.\· ~ -· : · · · : _, ·-· ;'.'~-- --~. -_ ;F:i·~ . ~~?-~·.f:··~r?~-~!.~;-:;-<::·,_·_·'.~ .• :~·.i 1 .~: ::::. • -

de corriente en condiciones de fijación de voltaje de célula completa, hecho que' sugiere que un 
:.-: : :. :.'.;,.~;: t~ :~/\:~··~·~~~·'..,_;ffJ~~>: '~':>"!~;~,,: '. ,. .. ~'' .: '. . . ' . :.·: ._ .·· .. : . -.;:;:;:·:~;_. '.'.'1'.:~-.~\~:"''-l.<: ~· :::: ~ .".'''~~--~· .'~ . ; 

factor soluble deldtoplasma modula de alguna forma estos canales (Hurley y Eatock; 1999). ·· . 
. ..: ". ,.'/.~:.::·:.-:.~\1·: .. '. ::::\~/:=: i~~~r.i~::>"··~< . "; . .· . . · .. "i_..'.- >·:-:;: ... _\~~:~· ,': ¿,~~~ .. ~: ! ... .. ;."-

Endas ::celulas.,_cocleares externas se ha descrito una comente análoga a gÍ< L. la: cual es 
. ·'.'. ... '._,.- :;(:.'.::·:::~~-->,: · ... ,, .... / .. :~·,:,,>:'.·,:··'.,: ··.:> ' . . ,_ 1 . 

doníinante.~en; la~ .c~lulas .. de la región basal y se activa a potenciales entre -90 y -50 mV . ":-,. . ,·. . ---' - ,;·,-..:: :: t ~-- ':~ .. --~ ··.:.;::->;.•~·:¡·.; - ---

' (1'1aj<ag~W§~)'j~Bl~':o:Lf9~~}-i~'.Se;le ~ha· denominado gK,N y tiene una influencia importante en. el 

segui~ieÜ~o d~i~~~Ü~h~ia:¡-~:~~ la~ células cocleares externas, ya que aunada con la. disminución 
· .· ·::·:·": ... :··.,'.".'·---:-"r··'..·:::~_~··>'~·.-··1::- .)~'-"":'·.---·'._.,_ .- ·:·· 

en,t~;nM?.-~ciJ,1~:t~.1Ú~~Iis;~M ápice a la base, determinan un cambio notable de Ja constante de 

tie~kci-~~~l~,,~élm~.-~;~~.E~~J~erit~mente, en su capacidad para seguir altas frecuencias (Fettiplace 
, y Fuchs;{§9~)'(~~r-;,i~~¡~·HT . .. 

Tanto gK:~ ccnno,gK,N 'ii~nen un papel funcional destacado en la respuesta de las células 

ciliadas .y'en:iá;genefáé:iÓn •. clel,potencial receptor, ya que debido al hecho de que a potenciales 

muy nega¡ivos el·50% de l~ cor¡'.ient~•está:a~tiva, entonces determinan .una .notable.disminución 

en• la. resistencia de entrada y en ·Ja ~an~ri,cia global de la célula (Soto y cols., :200 l); Tabla I. 

Corrientes iónicas dependientes cle.:voltaj~'.en céiulas ciliadas. 
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Tabla 1 

Corriente Tipo de Animal 
célula Organo 

1 ese Paloma'~\ jerbillo2 

fx,L Utrículo. Ratón3
, rata4 

Utrículo Ratón3
'
6 

IK,DR 1, 11 ese Pollo7
, rana8

, paloma 1
'
9

, cobayo'°, axolotl 11 

Sáculo Pez dorado12 Rana2º·21 

Sáculo Rana 13
, pez dorado12 

IK,1 1, 11 P.Amph. Rana 14 

ese Pollo7
, rana8

'
15

'
16 

Sáculo Rana 13
, pez dorado12 

IK,h 1, 11 P.Amph. Rana 14 

ese Pollo7 

IK,A 1, 11 ese Rana8
'
17

'
18

'
22

, paloma 1
'
9

, cobayorn, pollo7
, 

P. Amph. axolotl11 

Sáculo Rana14 

Rana 18 

IK,Ca 1, 11 Sáculo Rana 18
'
19

, pez dorado12 

ese Paloma1
•
9

, cobayo'° 

lea 1, 11 Sáculo Rana18
'
19

, pez dorado12 

P. Amoh. Pollo7
, rana 14 

1Correia y Lang, 1990; 2Rennie y cols., 1996; 3RUsh y cols., 1998; 4Eatock y Hutzler, 1992; 5Rennie y Corrcia, 1994; 
6 Holt y cols., 1999; 7Masetto y cols., 1998; 8Masctto y cols .• 1994; 9 Masetto y Correia, 1997; 10Rennie y Ashmore, 
1991; 11 Vega, 2000; 12Sugihara y Furukawa, 1989; 13Holt y Eatock, 1995; 14Smotherman y Narins, 1999; 15Marcotti 
y cols., 1999; 16Masetto y cols., 1999; 17Ricci y cols., 1994; 18Hud~eth y Lewis, 1988 a,b; 19Lewis y Hudspeth, 
1983, 2ºRusso y cols., 1996, 21 Annstrong y Roberts, 1998, 2 Norris y cols., 1992 

Potencial receptor en la célula ciliada 

· El flujo de cationes (K+ y Ca++) a través de los canales mecanotransductores produce un 

cambio en el potencial de membrana de la célula ciliada. Cuando los cilios se flexionan en la 

dirección excitadora (es decir, en dirección a los estereocilios de mayor tamaño). aumenta la 

tensión de las uniones apicales y, consecuentemente, se abren los canales mecanotransductores, 

despolarizando a la célula. En el caso contrario, se produce una hiperpolarización, esto es, una 

inhibición de la célula. La capacidad de las células ciliadas para responder diferencialmcnte a los 

desplazamientos de los cilios en una u otra dirección ha dado origen al concepto de polarización 

13 
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·~',_ .. 

· funcional défas'células d!iadas/e~cual tiene 'gran importancia en Ja fisiologíli vestibular. Ante 

:~:~~~Wi~í~íl~~~if !;:t~:~?4~~~1~~j~~~~f r::; 
·.alta comoen:ia. endolinfa/eFgraaienté'eJéctroquímico del.'potasio .hace que. este ión ti.end~.a salfr .. 

·. ~0f 61~~i~li.ít{i~~!J~~~i~~~b~~~1¡óQ~º;~,::•:::~f :f :~~~]~f ~l'~, · 
. meinbrarúi básolátérál;~Ja ~elu.Iaf se;repolarizá:retomando al nivel de reposo;· Có~iun/estfrnulo 

: 0 ~ <·~:>. :·-;,'.~:,~_:_ ;<·~.:!_; :.'(~;:· 0-.~7~?~. '-'};i~<:<,t,~t\~0~-f,".~-··~·'.~~{<('f:'.:'-:~~~,·:.~> >-:. ',:. _ _ · ~+:t~:;~.¡,---.\:_"~\;~_;T?"· ·_· .. :- ::-~: · -
inhibitorio; en e(C¡ue los' ciliói(se:'dirigén' én dirección contraria al de mayor. tarriáfio;' IOs ·canales' . 

·. m~~~ngt~~~~é~~~§~~,f E;~~[~!i~~.'.·~!~H:;~fl~Ja se hiperpolariza, disminuyen~o .•. 1~;1e7~}8'.~~~!J/d~p:· 
basó lateral al pot'aíHo~ cori· JO qué el' potencial de membrana de la célula retar.na a',Iós ni.~eles de~ 

- - --~-: :'.\ .. ;:~<:::-:;·-_:>_ .. (;'-~~~~ .. , , · ·,(.·~··'.''.'' ·/r ··· - ··. · ,;::.:·:. ··:: :~: · ·.:.:~\,'.'.t~t:j::; · 

ref~s;:: :;·.{:~;;;¡t,;;)~t,·h~~·á':.'\. . · . . · •· '. ,,«;¡:,; : .. , ; ; 
Elpot~riciál'del1.lembrana de las células ciliadas puede calcularse con precisiórisi se conoc.e(a 

. compb~ic°ÍÓn.:d~l.~~edio intracelular y de la endolinfa y la perilinfa, además de conOcé~ las 
', ·- ... ,.,¡.,, ... ,_ . ' . · .. 

pe~~~biÜd~de~ de Ja membrana a los diferentes iones (Hudspeth, I 983; Hudspeth y.:L:~wis, 
: ,::;·.f.·~>:?>::.~~~~::·,,,.... ~ . .. >i~'.~)J< .,:,< 

1988as;.b; Rüsch y Eatock, 1996b; Rüsch y cols., 1998). Asumiendo que todas las 

~~~~~l?{iiciaaes dependientes de voltaje .están en Ja región basolateral (perilinf~tic:~);"~l4~e:J'a; 
~' •'¡ .. ,, - • '. • ~·_,( ••• ' 

·· .corr'ie~1:e0~dktransducción ocurre en la región apical (endolinfática), y. considerando, que._ Ja 
.,>i' . ,,." ~ .,,.·. ,,, .«.' . '. ' . ·' : . 

relaci~;~n~re Ja permeabilidad al N(;r,t!spectoa Ja del K+ en los canales mecanotransducto.reses 

de}'.04.(0l~ori,'1985), hemcis~eriva<l6:·~~a~~üación que es una modificación de la ecuacÍÓn de 

Gold~~~~Íid~~in-~J~tz:·~H~c.h~W~'f~b;;,~~!'.~f ~i .potencial de membrana para estas células que 

confrontan dos medios iónicos diferentes: 

.. . :· .. 
. ' .·, 

~;:. P,([KL +[JYa]_.ll:Q4)+; PP([K]P +b[Na]p)+ PllNJNa]P e = ....... ····----·--·--......... , ·-.. , ..... ·~.------------·--............. _ .. 
[Na];(P. +b p )-i-[K]¡(l.04·.P,, +Pp) 

" ' ' . ' .. ·' p ' .. . 

donde Pp =1'_KL + PDR ;t-.fhK; ~s.la permeabilidad basolateral total al potasio: P, es la 

permeabilidad de;l()S.~!l~ªl~~.m:e.c~~-ºt~i:111s..ductores al K+; Pp es la pem1eabilidad perilimfática al 

K+; P1iNu, es Ja perineabilidad ~(Na+ del canal rectificante de entrada Ih y, b es la relación de 

permeabilidades a K+ y Na+ en Ja membrana basolateral de la célula. Mediante algunas 

simplificaciones y consideraciones adicionales, esta ecuación nos da una relación implícita entre 

14 
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·- ... , 

el potencial ' de (V) y la posición de los cilios en las células ciliadas. Hemos 

. desarrollado Un ¡:>rograma iterativo en Matlab™ que calcula esta función. 

- º. C:onlJa~~ eri e~~a ~~uación y usando los datos obtenidos por Géléoc y cols. (1997) y Rüsch y 

Eatock,(1996a)~ri ratas neonatas, hemos construido las curvas teóricas de movimiento de los 
·:·:.·e;, \:·~~J·:~:"'.'.~r,._¡·· 

cilios versus potencial receptor para las células ciliadas cuando se encuentran ubicadas en el 

epitt!Ii9,~~~~iipl1lar y enfrentan dos medios de diferente composición iónica, la endolinfa y la 

perilinfa: Deacuerdo con esto encontramos que las células ciliadas tipo 11 producen potenciales 

de hl:lsta,30 :~V ante desplazamientos máximos del haz de cilios. Estos cambios de voltaje son 

claramente suficientes para activar la liberación de neurotransmisor que, se ha demostrado, es 

dependiente de Ca++. 

Potencial generador en la neurona aferente 

En su forma más general, la información que llega a la neurona aferente en forma de potenciales 

sinápticos, es igual a la conductancia de la sinapsis, que es una conductancia que varía con el 

tiempo, de donde (Yamada, Koch y Adams, 1989): 

1 .• ) .. = g_,,.,, (r). (v - E .• ) .. ) 

La variación en el tiempo de la conductancia sináptica se puede modelar por la siguiente función: 

() 
-tlr 

g·'JTI t = const · t · exp ""' 

donde la, 'tpico es de alrededor de 2.5 ms, tiempo al cual la conductancia sináptica alcanza su 

máximo valor. Esta conductancia sináptica debida a la activación de corrientes iónicas activadas 

por ligandos, en interacción con las corrientes iónicas dependientes de voltaje de la terminal de la 

neurona aferente, determina las propiedades del potencial generador. En las neuronas aferentes 

vestibulares del ajolote se han encontrado las siguientes conductancias: una corriente de Na+ 

dependiente de voltaje (gNa), una corriente saliente de K+ de tipo transitorio (gK.A), una corriente 

saliente de K+ que no se inactiva (gK.DR) (Soto y cols., 1998). 

15 
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Figura 6. Células ciliadas tipos 1 y 11. Puede observarse que las 
células ciliadas tipo 1 tienen forma de ánfora y están rodeadas 
completamente por el cáliz de una terminal aferente. Las 
células ciliadas tipo 11 son más cilíndricas y reciben terminales 
aferentes (ba) y eferentes (be) en botón. Ambos tipos de 
terminales aferentes presentan un cuerpo sináptico, cuya 
función se desconoce (tomado de Eatock y Rush, 1997). 

Transmisión sináptica en el sistema vestibular 

Desde el punto de vista morfológico se distinguen dos tipos de células ciliadas en el vestíbulo de 

los vertebrados superiores. Las diferencias fundamentales entre ellas se ubican a nivel de la 

sinapsis, las células ciliadas tipo 11 se encuentran presentes en los animales evolutivamente 

inferiores, las de tipo 1 aparecen en los vertebrados superiores, específicamente en los amniotes 

(Figura 6). En la actualidad se puede afirmar que la sinapsis entre las células ciliadas tipo 11 y las 
: " ' ' ,·,-. 

neuronas aferentes es de tipo químico, ya que existen todos los elementos morfológicos como 

son la existencia de un espacio sináptico de al menos 70 A, el engrosamiento postsináptico, la 

presencia de un cuerpo sináptico rodeado de vesículas en la célula ciliada; aunado a estos 
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Figura 7. Fotografía de microscopía 
electrónica de transmisión de una sinapsis 
aferente en el oído interno del ajolote. Se 
observan dos sinapsis aferentes, 
caracterizadas por el cuerpo sináptico 
(flechas). Esta es una estructura 
electrodensa, rodeada de vesículas. Se 
observa también el engrosamiento 
postsináptico y una terminal eferente (E). 
que posiblemente hace sinapsis con una 
terminal aferente (flecha corta). Af. 
neurona aferente; m, mitocondrias; mt, 
microtúbulos (Foto Soto y Cols., 1994). 
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criteriÓs morÍC>1Ógi<:o~'se ha reportado la desaparición de la descarga basal en las fibras aferentes 

~, quft irierya1L~¡~1#;~~lulas tipo JI en ausencia de calcio extracelular (Wersall, 1956; Smith y 

Sjostrancl, 19
1

61; A1des y Engstrom, ·.1965, 1974; Wersall y Bagger-Sjoback, 1974; Del Castillo y 

.Katz,J 954;Fu~ukaw~ ycols;; 1972,: 1982; Rossi y cols., 1980; Pérez y cols., 1991; Fuchs, 1996). 

Por otro lado, lá isi~apsis en: la célula tipo 1 no corresponde a los criterios morfológicos que 

definen una•sina~sis 1 ql1Íniic~ .. A{inqu~ existen vesículas en la región presináptica de las células 

tipo I, y una barra'sfl1ápÚc~'~n 1:6~0 a la cual se agrupan las vesículas, no existe engrosamiento 
. - ' : .,.·,_',. -;:, ' - .~,:.'.' '. :, ~ :"'· ' -

postsináptico; y el ésél16io'intersináptico es en algunas ocasiones menor a 1 O A (Hamilton, 1968; 

Gulley y Bagger-Sjoback, 1979). Llama también la atención el extenso contacto entre la célula 

ciliada y la terminal aferente, ya que esta última cubre prácticamente toda la superficie 

basolateral de la célula ciliada (Gulley y Reese, 1977; Gulley y Bagger-Sjoback, 1 979; Engstrom 

y Engstrom, 1981). En los anfibios, y en particular en el ajolote (Ambysloma tigrinum), que es el 

animal en que realizamos nuestro trabajo de investigación, existen únicamente células de tipo II. 

La sinapsis aferente en estas células muestra un cuerpo presináptico rodeado por vesículas y un 

engrosamiento de la terminal postsináptica (Figura 7). La sinapsis eferente se caracteriza por 

tener múltiples vesículas en la dendrita presináptica, un claro engrosamiento y una cisterna 

postsináptica (Figura 8). 

Las fibras, tanto aferentes como eferentes, forman la porción vestibular del VIII par craneal. 

Las fibras aferentes vestibulares son dendritas de las células que forman el ganglio de Scarpa y su 
•.·· - ~ -·· _- · '·' • - ··..¡, ·-~ '-"ci .- -· '- _., 

axon se diíigen al:~Üo cerebral estableciendo sinapsis con los núcleos vestibulares superior, 

late¡.al,. rrie,Üb ~;d;s~~nd~~te, distribuyéndose en ellos de manera heterogénea (los cuerpos 
, . . '·' .- '. ~ /:'.<. ·.;:·"- - --

celúlares décias,neÜI'on~s vestibulares bipolares se encuentran en el ganglio de Scarpa). La 

inervación ~~~ti!JufJ;:f~rente central en los anfibios tiene su origen en el núcleo reticular medial . - . . 
csúutz y cols., .1982). 

En los humanos, el nervio vestibular está constituido por 14,200-24,000 fibras de las cuales 

88.5% tienen un grosor de 2-9 µm, 7.2% de 8-13 µm y 4.2% menos de 2 µm (Wersüll y Bagger­

Sjoback, 1974 ). En el mono araña, el ganglio vestibular cuenta con 12,412 cuerpos neuronales 

cuya área se encuentran entre 200-650 µm2
, el nervio vestibular esta constituido por 12,005 fibras 

milinizad~s.con.un -área de sección de 3-11 µm, y un 0.7% de las fibras amielínicas (Fermin y 

Igarashi;:l987)~ En.eLsapo el nervio vestibular está fomrndo por 5815 ±765 fibras mielinizadas; 

sus diámetros se encuentran entre 1-1 lµm. De estas fibras, 2059 ±330 inervan al utrículo, 1263 
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±32lalsáculo y 2317 ±349 a los canales semicirculares (Honrubia y cols., 1984). En el ajolote, 

el nenÍio ·vestibular está formado por 2392 ±540 axones, de los cuales 943 ±373 inervan al 

utrículo, 211 '±43 inervan al canal anterior, 289 ±19 al canal lateral, 236 ±19 al canal posterior, 

452 ±36 a la lagena y 262 ±51 a las papilas basilar y amfibiana (Cruz, 1994). 

Las fibras eferentes se originan principalmente en la oliva superior en los mamíferos y en la 

formación reticular del romboencéfalo en los urodelos. Las fibras eferentes de la paloma, el 

ajolote, la salamandra y algunos peces, pueden inervar a los dos vestíbulos en forma ipsilateral o 

contralateral (Fritzsch, 1981 y 1996; Fritzsch y Crapon de Caprona, 1984). Su función puede 

relacionarse con el control de la actividad aferente sensorial, la cual ejercen modulando la 

sensibilidad de las células receptoras. Las fibras eferentes hacen sinapsis directamente con las 

células ciliadas tipo 11 así como con las aferentes que inervan a las células tipo l. El efecto 

producido por la activación de las vías eferentes es muy distinto en uno y otro caso, ya que en las 

células tipo 11 las vías eferentes producen un efecto presináptico, modulando la liberación del 

neurotransmisor de la célula ciliada. En el caso de las células tipo I, el efecto es sobre la fibra 

aferente, ejerciendo entonces una influencia postsináptica (Goldberg y Fernández, 1984; Soto, 

1988; Anniko, 1988;). 

Figura 8. Micrografía de la sinapsis 
eferente en el oído interno del ajolote. 
La terminal eferente (E) presenta 
numerosas vesículas (V). En la célula 
ciliada (CC) que forma la terminal 
postsináptica se observa una cisterna 
subsináptica (flechas). En una neurona 
aferente (Af), se distinguen 
microtúbulos (Mt) y mitocondrias (m) 
(Foto Soto y Cols., 1994). 

Acoplamiento potencial receptor - liberación de neurotransmisor 

La sinapsis aferente tiene propiedades peculiares, ya que la liberación del neurotransmisor se 

produce de forma continua. y la estimulación de las células ciliadas aumenta o disminuye la 

cantidad de transmisor liberado. Las neuronas aferentes presentan entonces una descarga basal 

(mal llamada en muchos textos descarga espontánea). La capacidad de las células ciliadas para 
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· ·. · ,Úberar·~~Aú~Giinie~te~n~u~otransmisor es una función que se relaciona con el papel del cuerpo 

•. si11~ptiso ~. ~d¡iJ~·~~~encia de la proteína sinapsina (Scarfone y col s., 1991 ). Se ha propuesto que 

.. l~svesículas'sinápti~as "maduran" en interacción con el cuerpo sináptico y, a diferencia de otras 

siri~p~isi'~b~'Íibe'r~d~ sin antes pasar por un proceso de anclaje al citoesqueleto -dependiente de 

siri~psiÜ~L,{Füch~, 1996). Cabe destacar que no existen trabajos que hayan demostrado que la 

, liberaCiÓn de\~eurotransmisor en esta sinapsis se comporte de forma cuántica (Simmons, 1 999), 

es~deéii¡ de)forma semejante a la sinapsis neuromuscular. De hecho, se ha propuesto que los 

. • distÍntos sitios de liberación tienen diferente sensibilidad al voltaje (Furukawa y cols., 1972; 

Furukawa y cols., 1982). Tampoco se conocen con precisión los mecanismos de llenado de 

vesículas, las cuales se sabe que se reciclan a velocidades extraordinariamente rápidas, ya que 

mediciones del cambio de la capacitancia de la membrana sugieren que se pueden fusionar hasta 

... 4,000 vesículas por segundo (Roberts, 1993 y 1994; Lenzi y cols, 1999). 

La. liberación de neurotransmisor en las aferentes vestibulares es un proceso dependiente de 

cé2 extracelular (Roberts, Jacobs y Hudspeth, 1990; Issa y Hudspeth, 1994; Fuchs, 1996; 

.Martínez Dunst y cols., 1997; Perin y cols., 2000). Tanto la actividad basal "espontánea" de las 

neuronas aferentes como la evocada mecánicamente desaparecen cuando el Ca++ del medio 

extracelular se sustituye por Mg+2 (Pérez y cols., 1991). 

El c~++ puede ingresar a la células ciliadas por tres vías: i) los canales mecanotransductores; 

ii) los receptores colinérgicos relacionados con las neuronas eferentes (ver adelante) y iii) canales 

de Ca++ deperldientes de voltaje localizados en la membrana basolateral de la célula (Figura 9). 

Debido a la baja concentración de Ca++ en la endolinfa, es muy poco probable que por los canales 

mecanotransductores ingrese una cantidad significativa de Ca++ a la célula; más aún, el poco Ca++ 

. que pueda entrar por esta vía dificilmente alcanza la región sináptica, ya que existen evidencias 

de que únicamente produce cambios locales en la concentración de Ca++ (Tucker y Fettiplace, 

'1995; Apicella y cols., 1997; Yamoah y cols., 1998; Boyer y cols, 2001). La entrada de Ca++ por 

la activación de receptores colinérgicos seguramente es muy pobre y depende de la activación del 

sistema eferente. Queda entonces como única entrada significativa de Ca++ los canales 

dependientes de voltaje de la membrana basolateral. 

El Ca++ intracelular tiene una gran diversidad de funciones; desde el punto de vista 

electrofisiológico destacan las siguientes: 1) adaptación del sistema de transducción, 2) 

resonancia y sintonización eléctrica, 3) inhibición eferente y 4) exocitosis del neurotransmisor. 
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L~'liberació~ de neurotransmisor depende de Ja concentración intracelular de Ca++. En este 

senti~o,;cabe destacar el papel funcional que pueden jugar los diferentes organelos y proteínas 

intracelulares,, ya sea como fuentes o como sumideros de Ca++. La concentración intracelular de 

Ca+:'.: está,süjeta a una compleja regulación y depende del balance entre el Ca++ que entra, su 

liberación por organelos -mitocondrias, por ejemplo-, la unión a proteínas y la actividad de 

diversos sistemas de transporte (Figura 9). 

Figura 9. Esquema que muestra las posibles fuentes 
y mecanismos de eliminación de Ca++ libre 
intracelular. Diversas evidencias indican que el 
Ca++ que alcanza a ingresar por los canales 
mecanotransductores es amortiguado y bombeado a 
nivel de los cilios. La principal fuente de Ca++ 
extracelular son los canales de Ca++ dependientes 
de voltaje. No existen estudios que hayan definido 
el papel de los reservorios de Ca++ intracelular en la 
respuesta de las células ciliadas. El Ca++ libre en el 
citoplasma es bombeado por una ATPasa de Ca++ 
que, se ha demostrado, se localiza en la membrana 
baso lateral. 

mOtOI' 

En las células ciliadas se ha descrito la existencia de altas concentraciones de proteínas 

móviles, que Jigan:pa++,;como la calbindina-D28k, con 6 a 8 sitios de unión a Ca++, y la 

calmoduli~acon,~t~itios de unión a Ca++ (Roberts, 1993 y 1994). Estas proteínas determinan, en 

parte;, Ja, crin6el1th1tiÓn·','de Ca++ en Ja vecindad de su fuente, y se ha estimado que su 

c,oncentr~ció'nY~~;)~si6~1ti~s ciliadas equivale a ~ 1 a 2 mM de BAPTA (en el extremo, se ha 

c~lc~laci~,J~~fg~J~~ia~<l'fá~,l'ilTlortiguar hasta 5 mM de Ca++). Estudios teóricos han demostrado 
.. ~ :·:· '.· . ::- '>-·-:· -.:·z·,~·»<. ;~::~:~~-: ·.~-/¡.~ --~~~: ;;:.:~, ~::\(t·> . ++ 

que'•,fa,,'ccfriéenüacióñ'fde,;,Ca · cerca de un conjunto de canales en la membrana alcanza 
- . -· . ·<:(,'. :.:·/:.._· :: . . -~-~~_;· - ._., ..... 

rápidar¡}ellt~'.ílriil1iVél'estacionario detem1inado básicamente por dos propiedades de las proteínas 

irió\li1~i'qu~ifj'i;/¿¡4·;·eltiempo medio (•e) antes de que la proteína se una a un ion de Ca++ y un 

factor de ll~nado (R), relacionados ambos con la movilidad difusional del amortiguador (D8 u), y 

también con la constante de asociación (Kon) y la concentración del buffer (Roberts, 1994). 
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Neurotransmisores 

Sinapsis aferente 

Las fibras aferentes de Jos órganos del sistema acústico lateral (cóclea, sistema vestibular y Ja 

línea lateral) aún en ausencia de estimulación, poseen una descarga basal; Ja cual es causada por 

la liberación espontánea de neurotransmisor. Se ha demostrado que, en el sistema vestibular y en 

Ja cóclea, Ja liberación de neurotransmisor es dependiente del calcio extracelular (Valli y Zueca, 

1976; Siegel yRelkin, 1987; Pérez y cols., 1991; Perin y cols., 2000), además de que la presencia 

de cobalto'y otros iones divalentes elimina la descarga basal en los receptores de la línea lateral 
,.,;, ' . 

(Seweü, 1990). 

Con referencia a la naturaleza química del transmisor aferente, en Ja década de los 80 

se realizaron diversos trabajos, algunos de ellos con resultados contradictorios (Guth y Melamed, 

1982). El ácido gamma amino-butírico (GABA), las catecolaminas, el glutamato, el aspartato, Ja 

histamina e incluso un factor activador del nervio auditivo (ANAS), han sido propuestos como 

transmisores de las vías aferentes vestíbulo-cocleares y de Ja línea lateral (Flock y Lam, 1974; 

Guth y Melamed, 1982; Bobbin y cols., 1985a, b; Meza, 1984 y 1985; Klinke, 1986; Annoni y. 

cols., 1984; Soto y Vega, 1988; Prigioni y cols., 1990; Dechesne y cols., 1991; Puel y cols., 1995; 

Akoev, 1991; Cochran, 1992; López y cols., 1992; Soto, y cols., 1993). 

Dos,son}as moléculas que han permanecido como transmisores putativos y acerca de los 

cualesse hán .. realizado diversos trabajos: el GABA y el glutamato. 

E~reJariiÓnal GABA, fue propuesto como neurotransmisor originalmente por Flock y Lam en 

197~ (~io¡:~·'.y.Lam, 1974). Diversos estudios bioquímicos y de inmunohistoquímica apoyan la 

hipótesis · deL GABA como neurotransmisor en la sinapsis vestibular (Meza, 1984 ). Se ha 

~emostradÓ la presencia de las enzimas de degradación y síntesis en los canales semicirculares 

del cobayo, y que la glutamato descarboxilasa (GAD) se encuentra presente exclusivamente en 

. las células ciliadas.· Por otro lado se ha demostrado en canales semicirculares de rata la presencia 

de GAD durante el desarrollo, enzima que a Jos 15 días postnatales alcanza los niveles de la edad 

adulta; así mismo se ha demostrado que la GAD desaparece del oído cuando el animal es tratado 
. . . 

con estreptomicina que destruye las células ciliadas y reaparece junto con el reflejo de nistagmo 

20 días despues de suspender el tratamiento (Meza, 1984; Lopéz y cols. 1992, Meza y cols 1992, 

Meza y cols. 1994; Usami y cols., 1 989). En el vestíbulo del gato, la aplicación iontoforética de 
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Figura 1 O . Diagrama de una célula 
ciliada y sus relaciones sinápticas 
con una neurona aferente. En la 
dendrita aferente se localizan re­
ceptores para aminoácidos excita­
dores (AAE). Esta vía involucra 
principalmente receptores ionotró­
picos tipo AMPA (ácido a-amino­
isoxasole-propiónico) y NMDA 
(ácido N-metil-D-spártico); evi­
dencia menos sólida sugiere 
también la presencia de receptores 
metabotrópicos. La activación de 
receptores NMDA genera trenes de 
potenciales, en tanto que la 
activación de receptores AMPA 
genera respuestas más lentas. 

GABA produce un aumento significativo de la descarga aferente (Felix y Ehrenberger, 1985). Sin 

embargo, diversos trabajos electrofisiológicos no han permitido corroborar un efecto significativo 

del GABA sus agonistas y antagonistas sobre la actividad de las neuronas aferentes vestibulares 

(Guth y Norris, 1984; Annoni y cols., 1984; Vega y cols., 1987; Soto y Vega, 1988; Prigioni y 

cols., 1990). Estudios recientes han permitido demostrar que el GABA en la preparación de 

vestíbulo aislado de pollo provoca un incremento en la frecuencia de descarga de las fibras 

aferentes de los canales semicirculares, y este aumento es dependiente de la dosis. Sin embargo el 

efecto del GABA es mucho menor al provocado por la aplicación del glutamato y agonistas 

específicos de los receptores a aminoácidos excitadores (comunicación personal Amira Flores 

Urbina). Posiblemente las diferencias encontradas en cuanto al efecto del GABA se deban a los 

diferentes tipos de células ciliadas. Se ha pensado también en la posibilidad, aún no corroborada 

de que el glutamato sea el neurotransmisor en las sinapsis aferentes de las celulas ciliadas tipo 11 

y el GABA en las tipo I (Guth y cols., 1998). 

En nuestrola1?o,,r~to~~~(! han estudiado los efectos de agonistas y antagonistas del GABA y de 

los aminoácidos'excifüt6r~s (AAE) sobre la actividad eléctrica de las aferentes vestibulares del 

ajolote (Ambjsif,~'JU/f¡;inum). En el caso del GABA y sus análogos, hemos reportado que no 

producen•e[ectcís:~que indiquen que este pudiera ser el neurotransmisor aferente de las células 

cili~da; (yf!;f~'/~~i-s., 1987). Por otra parte, las drogas relacionadas con los AAE cumplen con 

los ériteryos :fisiológicos que permiten proponerlas como transmisores de la sinapsis aferente. 

Esto es: mimetizan la activación producida por la estimulación fisiológica; sus antagonistas 
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- ,:.<::.:\:::-:::_ 

- bloquean tantc:Ha'·a2ti~;~i~n iriducida por la estimulación fisiológica, como la inducida por los 

agonistas; yel_~fect~·~e~~j~f§~~I}iyél postsináptico (Soto, 1988; Soto y Vega 1988; Pérez y cols., 

- 1991; Zueca y c¿l~.;:1~~9;~·,sglo'ycols., 1993; Soto y col s., 1994; Flores, 1997). Actualmente 
, ' - . . ., ;. ,. ·.· e•~; • • • ' 

existe consenso eri qlÍe eril~s itiífibios; el neurotransmisor entre las células ciliadas y las neuronas 

aferentes es un• arliin~áda();:·~x~itador•(AAE), probablemente glutamato, aunque pudieran 
. ' '"· .. ''.··· -._·.. : 

liberarse.otros amill~ác.idÓ~como'homocisteato o acetil-aspartil-glutamato. En los sistemas de 
;·, ·1,:.;- . - - ·- ' 

células ciliadas, in~iti)'_~rid~:¡~-,~óclea, ~l sistema vestibular y la línea lateral, los antagonistas de 

los receptores para lrisAAE bloquean la transmisión sináptica entre las células sensoriales y las 

neuronas aferent6k {sot~\y:Vega, 1988; Zueca y cols., 1992 y1993; Panzanelli P.y cols., 1994; 

Guth y cols./1.998).'Jias neuronas aferentes responden a los agonistas de los receptores a los AAE 

de. los subtipo~ ~cti~ados por N-metil-D-aspártico (NMDA), los activados por a-amino-3-

. hidroxi-5-I~~tiI~4~i~()xasolpropiónico (AMPA) y receptores de tipo metabotrópico (Eybalin, 

1993; Puel y cols., 1995; Kataoka y Ohmori, 1996; Sewell, 1996; Guth y cols., 1998). Queda 

pendiente, sin embargo, definir el papel exacto que tienen los diferentes tipos de receptores a los 

AAE en la transmisión aferente en esta vía (Figura 1 O). 

Se ha estudiado también la presencia de receptores a AAE de tipo metabotrópico (mGluR). En 

el ajolote, las respuestas de las aferentes a los agonistas de los mGluR tal como el trans ACPD 

son muy débiles y poco repetitivas (García Andrade, 1996). Guth y colaboradores (1999) han 

reportado la presencia de receptores tipo mGluR en el oído interno de la rana. Ellos proponen que 

dichos receptores .se encuentran localizados presinápticamente en las células ciliadas y que harían 

una retroalimentación positiva regulando la liberación del neurotransmisor aferente. 

En una serie experimental excepcionalmente elegante, Ka tao ka y Ohmori ( 1996) demostraron 

la liberació~ de glutamato por las células ciliadas. Ellos hicieron fijación de voltaje en una célula 

.. ciliada 1~islád~del oído del pollo y la colocaron en la vecindad de una célula granular del cerebelo 

en cultivo. Cuando se despolariza la célula ciliada, la célula granular -que se sabe tiene receptores 

·gJutamatérgicos- responde con una depolarización. Estos autores demostraron, además, que este 

efecto.es sensible a los antagonistas de los receptores NMDA como el 2-amino-5-fosfonovalérico 

(Kataoka y Ohmori, 1996 ). Sin embargo, este experimento no descarta la liberación de otros 

neúrótaiisrriisores. 

Por otra parte, se ha encontrado inmunorreactividad a una sustancia del tipo del glutamato en 

las células ciliadas del sistema vestibular de la rana (Panzanelli y col s., 1994 ); Harper y su grupo 
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· ·•· haliaÍ-btif¡:>or~irinlÜnohÍstÓquímfoá la presencia de glutamato y aspartuto en las células ciliadas 

; ves~ibul~;~s:1~ri·l~Hib;riis n~rviosas y en las células ganglionares (Harper y cols. 1995). Usami y 

Otterseri;1eri';'.f~9s}'~ricontraron que la inmunorreactividad al glutamato es mayor en las células 

cmadas~~a~w~~~r~esto del neuroepitelio y que la glutamina se encontraba en las células de 

sost~l1; '~iJ6':,6cm~uerda con el ciclo glutamato-glutamina que se encuentra presente en las células 

·'·•· glutrunatérgicas cerebrales. 

Sinapsis eferente 

Ta1inervación eferente vestibular en los mamíferos tiene su origen primordialmente a nivel del 

piso del. cuarto ventrículo y alrededor de las raices del nervio entre el núcleo abducens y el núcleo 

ves~ibular rostral. En el gato un grupo importante de neuronas eferentes se localiza en la 

formación reticular dorsal (Dechesne y cols., 1984). En términos generales los cuerpos de las 

,'':neuronas eferentes se agupan en el tallo cerebral, próximos a los núcleos vestibulares (Goldberg 
. ·,:, , 

y Fernández, 1980, Warr, 1975), Perachio y Kerevetter (1989) han señalado en el gerbillo dos 

" grupcis distintos de neuronas eferentes en base al tamaño de sus somas neuronales, uno de ellos 

de, somas grandes, que se localiza en la parte lateral de la rodilla del nervio facial, y ventromedial 

al 'nú~leo vestibular; 'Y el grupo, de somas pequeños se encuentra hacia la parte ventral de la 

rodilla cleL~eivio ;facial. En el cobayo los cuerpos de las neuronas eferentes que inervan los 
- - ., - " ' " . - ·- :.. ·---~ " ' .-.. ·~~' ' : ' 

organos¿toIÍti66'~'.~@s'c~ales semicirculares se agrupan alrededor de la rodilla del nervio facial, 

en\ailto Í;sTt6r~7'~fer~~tes a los canales semicirculares parecen tener su orgien en los núcleos 

ve~tib~Ia.I°~s:¡;~ji~~;~~ols., 1993). En la paloma se ha reportado que las neuronas eferentes tienen 

. múltiple~o1ie~~s';dres grupos de neuronas se localizaron alrededor de los núcleos vestibulares 

ip~Úater~\.~;"~fT~~·\{~rupos adicionales, con proyecciones bilaterales, en la formación reticular 

(Eden y Corre1aitl 982). · 

'En lo¿~:#bi~~"i6•~ cuepos de las neuronas eferentes se encuentran a nivel de los núcleos de la 

,forínación·r~ti.~u,t~·del' bulbo ráquideo, (al menos los núcleos principales, pero no los únicos) 
·' ·-'' '· ,. ' " .. ' 

,(Frhz~C~~'.1~8l);·e~Ia formación reticular existen núcleos que bien podrían ser homólogos con la 

, oli~a su~i~i¿i de otros vertebrados (Zittlau, 1988). 

además en todos los vertebrados existe el núcleo eferente octavolateralis, localizado en la zona 

rombencefálica del tegmentum, con la excepción de que en los mamíferos no se concentra en un 
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''°solo núcleo (Webster y cols;, 1992). Las fibras eferentes son fibras amielínicas que terminan 

h.aciendo'c~ritabfo eón las neuronas aferentes o directamente sobre las células ciliadas. En el caso 

:d~ IaT~i~re~t~s-4'~e -se dirigen a células ciliadas tipo 1, el contacto sináptico es sobre el cáliz 

aferente.' En' cambio, en las células ciliadas tipo 11, la sinapsis se realiza directamente sobre el 

· cueí-po de las células ciliadas. El segundo caso es el que resulta relevante para este proyecto, ya 

_ queJrabajamos en el ajolote (Ambystoma tigrinum) que, tiene unicámente células tipo 11. 

'nesde 'lo~ 'años 60 se describió a la acetilcolina como el neurotransmisor entre las fibras 

eferentes 1 y :las ;béI~las' ciliadas (Gisselsson, 1960; Amaro y cols., 1966); sin embargo, el 

·descubrimiento deque"él GABA se sintetiza y almacena en las fibras eferentes de la cóclea (Fex 

y cols;· 1986;:E;~~lji1y cols. 1988), así como la presencia de neuropéptidos activos en estas 
. ··- . 

fibras; sugieren quetanto la acetilcolina como el GABA y algunos neuropéptidos actúan como 

neurotransmisores o neuromoduladores entre las fibras eferentes y las células ciliadas en la 

cóclea. 

No es claro el papel que juega la activación de las fibras eferentes, se ha reportado que su 

estimulación produce un incremento en la frecuencia de descarga de las neuronas aferentes. En el 

mono araña la estimulación eferente además de aumentar la descarga basal, disminuye la evocada 

ante estímulos rotatorios; el aumento en la frecuencia de descarga basal fue fundamentalmente 

debido a un aumento de la actividad de las fibras irregulares (Goldberg y Femández, 1980). En el 

gato se encontró que la estimulación de las fibras eferentes produce una inhibición de la descarga 

de las fibras aferentes (Dieringer y cols., 1977). En el gato la estimulación eferente produce un 

incremento de ruido sináptico en las neuronas aferentes (McCue y Guinan, 1994). 

En vertebrados inferiores que solo tienen células ciliadas tipo II, se ha encontrado que la 

estimulación de ·las fibras eferentes del canal semicircular aislado de la rana produce tanto 

aumento como disminución de la frecuencia de descarga de las neuronas aferentes. Se ha 

propuesto que ambas respuestas se deben a la relación que guarda el potencial de membrana de la 

célula respecto del potencial de inversión del ion K+ en el momento en que se aplica el estímulo 

eléctrico (Rossi y cols., 1977; 1980). 

En la línea lateral, se ha reportado que la estimulación eferente inhibe la descarga de las 

neuronas aferentes del Xenopus laevis (Russell, 1971 ), el pez perro (Roberts y Russell, 1972) y 

del mutelo (Lota lota) (Flock y Russell, 1976). 

Uno de los elementos que podría contribuir a entender los diferentes resultados que se han 
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la sinapsis~eferent~·e~s~bre I~ flbr~aferente, cosa que no ocurre en los vertebrados inferiores que 

sol~ ~o~·~;n~f~~j:¡J.};iiia~~:··¡ip; 11. Sin embargo, en los órganos otolíticos del sapo la 
: ··, . ' .. - ~ - .' ' ·~· ... '~', ,;. ' .. :.:: ·.' -. ' .. ·'' '.:;·- . '' . :· : 

• estimulaCiÓnd~Úo~tavó'pa~·contralateral al vestíbulo del que se registra, produce un incremento 

de la ~esc~~~~~~%~l;<3J%,de las fibras aferentes, en otro 33% la estimulación decrementa su 
' . . ~,- :-:· ~;:J ·, :>!"~" -

.• ;actividad)T~h~ei~·33% restante no se modificó la descarga de las aferentes vestibulares (Sugai y 
.··. .. . .-~·· . . .. - . 

Boyle y Highstein en 1990, estimulando las fibras eferentes en el pez sapo, registran un 

incremento en la frecuencia de descarga de las aferentes vestibulares, y una disminución de la 

respUesta provocada por estímulos rotatorios, estos resultados son similares a los reportados por 

Goldberg y Fernández en el mono araña (Boyle y Highstein, 1990; Goldberg y Fernández, 1980). 

En conjunto estos resultados indican que las diferencias en la inervación entre células ciliadas 

tipo 1 y U no explican las diferentes respuestas que se han registrado con la estimulación eferente; 

. queda: como explicación más aceptable la que se relaciona con el potencial de inversión del ion 

Kt:· 

:se.ha encontrado que la aplicación de acetilcolina (ACh) activa una corriente de K+ en la 

. pm6ión basolateral de las células ciliadas. La aplicación de ACh y A TP en células ciliadas 
.· '"· ,. 

aisladas del oído del pollo y cargadas con fura-2, ha permitido detectar un aumento intracelular 
'++ ++ 

de•;.Ca ·. Este aumento en la concentración intracelular de Ca activa la corriente de K+ 
++ 

. dependiente de Ca , con lo que se produce una hiperpolarización de las células (Shigemoto y 

Ohmori, 1990). La muscarina y la carbamilcolina producen un efecto similar al que se observa 

con ACh. Cabe destacar que el hecho de que el efecto de la ACh en las células ciliadas sea 
• '• ++ 

mediado por canales altamente permeables a Ca representa un importante problema, ya que 

tradicionalmente se ha aceptado que la ACh es neurotransmisor en vías inhibitorias eferentes que 
++ 

llegan a las células; ciliadas. Sin embargo, la activación de corrientes de Ca por estas vías 
. . . . ~ . 

llevaría a una despofarización y al consecuente aumento en la liberación de transmisor, o sea, 

produciría excit~6iÓ11. Posiblemente este dilema se resuelva con la observación de que la entrada 
++ ... ,;_:'.'. :>.:·. _:/·.·~;,:: ;., .-. + ++ 

de.Cai'. activa;de.irianera secundaria una corriente de K, y postulando que la corriente de Ca 

· · pr<lduci~ri~ibfe~tÓ~d~~polarizante localizado y autolimitado, y que el efecto secundario principal 

es la hiperpolarización debida a la salida de K+. En células ciliadas aisladas de los canales 

semicirculares de la rana se ha encontrado que la Ach activa una corriente de salida que tiende a 
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·· .· · ' hiper¡).Ólarl~Ja';~éÍ~l~/probablemente I K ca (Housley y col s., 1990). 

~n las·~e1i;1~f~~iJÚ1d~~el;~e.~eptc)r.coli~érgico tiene una farmacología diferente a la reportada 

t~acli~io~~1ill:~i~~~~·I·~:j~;~~icir~snicotínicos o los muscarinicos, sin embargo al constituir un 

cahaLiónic~LhaR~!lb~·~!¡s!:~c~dÓl:como un nuevo tipo de receptor nicotínico. La peculiar 

·ranriacÓlogí~ dé ~·~t~· reC~p{(j¡. fue. originalmente reportada en estudios en las células cocleares 
. , ' . . ,·' . .. : ". ·. ' •: ... ,- . . .: • ~ , ' ~<.-, . "-•'. 

externas d~f¿obay6;{ErÓ~i~~ÍlLy¿~ls., 1994). Funcionalmente son agonistas de este receptor la 

acetilcbli~k;·;·fü6~~fidÍ6~JlÜ~·> carbacol > l,l-dimetil-4-fenil-piperacina (DMPP) pero no la 
,,,,·. :).:. -· , ".'';.:. 

nicotina, c,~~teina•y:mu~can~a. El efecto sobre las corrientes provocado por la aplicación de 

· aé:etilcolirii(es.bloql!eadó por bajas concentraciones de antagonistas que tradicionalmente no son 
• ,' :•, -' \' -, -i:"' :,.-~';¡_,:_-e_.);,' 

nicÓtínic~s;(esti-ichina > d-tubocurarina > bicuculina > cx-bungarotoxina > timetafan), y por altas 

conceri.6-á¿io~~~;¡cle ·antagonistas muscarínicos (atropina > 4-difenilacetoxi-N-(-2-cloroetil)-
, ~: : ·i:> .. ' :<" .,-; ' -. " . , • 

piperidiria~hidrocloruro (4-DAMP) > pirencepina). En las células ciliadas vestibulares aisladas 

del ·'sábulo;\cl~ la •rana, además de presentar la misma farmacología que las células ciliadas 
·- . . , 

cocÍeares sé ha descrito que el receptor colinérgico es antagonizado por enzimas como la 

·. papaina, y las proteasas VIII y XXIV (Holt y cols., 2001), y que la morfina es capaz de inhibir a 

este receptor, esta inhibición no es a través de receptores a opioides (Lioudyno y cols., 2000). 

El receptor responsable, ha sido llamado a.9, por la subunidad del receptor nicotínico 

a.9AchR. Este receptor fue clonado de células del epitelio olfatorio de la rata y se encuentra 

presente en las cél~i~~ ·ciliadas cocleares y vestibulares (Elgoyhen y col s., 1994; Anderson y 

cols., 1997). Las carácterísticas de este receptor nicotínico con su inusual farmacología son 

similares a las:· d~iC:~ifas 'para los receptores homoméricos constituidos por subunidades a.9 

nAChR, que expn:;adOs en oocitos de Xenopus /aevis, presentan una farmacología similar a la 

del receptor nativo de las células ciliadas. En cuanto a la corriente iónica que se produce al 

activar el receptoi'a9 riAChR la aplicación de acetilcolina produce una corriente menor a las 

provocadas en el receptor nativo, además de no presentar una desensibilización tan marcada 

como la registradti'~~, las células cocleares (Elgoyhen y cols., 1994; Rothlin y cols., 1999). En 

células ciliáda~ é:ofÍ~Ares externas in situ por medio de técnicas inmunohistoquímicas se han 

encontrado)iu~to Iásubunidad a.9 como, recientemente, la a.10. Al transfectar ambas subunidades 

en oocitos se fornian heterómeros a.9cx 1 O nAChRs, las corrientes evocadas por la aplicación de 

acetilcolina, en este caso, tienen una magnitud mayor que los receptores constituidos únicamente 
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por subunidades a9, el a9a10 nAChRs presenta desensibilización, y una más rápida apertura y 

C:ieri_e'dél camil. Estas·características son similares a las reportadas en células cocleares externas 

aisladas y el receptor heterómero a.9a.10nAchRs mantienen la peculiar farmacología descrita en 

las células cocleares, así que actualmente se piensa que los receptores nativos son heterómeros 

a.9a 1 O nAChRs (Elgoyhen y col s., 2000). 

Generalidades de péptidos opiaceos: 

Receptores a opioides 

La idea de que existen receptores a opioides deriva del descubrimiento de que la naloxona 

tritiada desplaza a la morfina de sus sitios de unión. Estos resultados fueron corroborados cuando 

se demostró la presencia de receptores opiáceos en el íleon del cobayo y en el conducto deferente 

del ratón (Pert y Snyder, 1973; Pert y cols., 1975; Terenius, 1973; Kosterlitz y Waterfield, 1975). 

Estudios posteriores demostraron que el efecto de la morfina era revertido por la administración 

d.e naloxona (Akil y cols. 1976) y que la estimulación de la sustancia gris periacueductal producía 

analgesia, resultados que llevaron a pensar en ú1·eícistencia de una sustancia endógena similar a la 
: -_ -: ' ·,· .1'. ~ ::: ' .' . . 

rnorfiná (Mayer y Liebeskind, 1974). En experimentos con homogenados de cerebro de cerdo, se 
~· ' : «·:...·'. ' -.. 

encontró una sustancia que, en el íleon de cob~y~;;producía efectos similares a los de la morfina; 

se· clemostró ·que se trataba de oligopeptidos,:.que por encontrarse en el cerebro fueron 

den~iniriados metionina-encefalina yl~~~f~~;§~~talina (Hughes y cols., 1975); actualmente se 
---.·.' <· -.-_· __ ·-:·.,· .- . · - _ · .: : , ;~ ~::;·?<-:-,:,:~¡;~ ·.)p;-~::_::. ~:.:~· - . -

conocen'. más de 40 péptidos neuroactivcis:(DarliSóny Richter, 1999). 
,..__:,-. -": . '.:,:>,~·-. ',:>.::.:::,.f:.:·-'. ~\· .. ,. 

. Se ha establecido que los péptidosneuroaétivosson sintetizados a partir de grandes moléculas; 
• ·r·· ·· • '_-· _·..;! .,_. '.-·'-• '":r~.ó '.":.-o 

. se:han i.~entificado tres proteínas;pfe¿urs~r~~Íd~',los.peptidos opioides: proopiomelanocortina 

(Naka~i~hi ~ 601s./ 1979), proe~~6r~·1Íri,'.A?(¿~~b .~',cols., 1982; Grubler y cols., 1982; Noda y 
' '< ' • :º :. ,. -. ·.' . - . - . ' ... '. . -. ' •. - - ' , .. · ..... ~ _: ,\, . _. ; ____ :"' . · ... ·'·.' . - . 

cols;~' 1982)~Y:'prodin{)rfiri~ ~,pr6.enc~faliri'll l3{(ci61dstein y cols., 1971; Bradbury y cols. 1976; 
! • "/.-: <. ,. ' I :.··;· ·', ·~:.-.~:.·-_·· '.:·\: '.:: ;~-:~::,,·::~.~:··.'·/ :~:~:-·:'· .' .,~:~~··;".'.:·-·.·)::: ·:-... :.. ,: • . . . • ' 

· Kakidani y c:Ols;; :19,82);,¡~ '._,;., r ·' ~- ,.; . 

El d,6sa!"l"oÍlb d~~~~ios'"~ipos'de ligandos y el estudio de sus propiedades llevó a la conclusión 

de que ~xÍ'~fat~i~~~iÓs Íi~o~ de receptores a opioides (Pert y Snyder, 1973; Pert y cols., 1975; 
. ·--- '- ·-. , ... ·· ""·: .- , 

Tereriitls~, l~,73';;I{,C>sterlitz y Waterfield, 1975; Paterson y cols., 1983). Se han propuesto tres 

tipo~deieci'.~;t6r~~a l~s opioides: µ,para los receptores a los que se unen compuestos similares a 

la morfina; K, para los receptores a los que se unen compuestos como la cetociclazocina y; y, para 

los receptores a los que se unen drogas como la N'alilnormetazocina. Además de estos 
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receptores, Kosterlitz y colaboradores (1979) aportaron evidencias de un cuarto receptor al que 

·_ denominaron o; Estudios posteriores corroboraron que los receptores µ, o y K eran sitios de 

unión específicos y que se encontraban ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central 

de diferentes especies animales (Tabla II). Para Jos receptores y no existen evidencias tan claras 

de su existencia y han quedado desechados de la clasificación principal (Chang y cols., 1979; 

Chang y Cuatrecasas, 1979; Pert y cols., 1974; Bonner y cols., 1981; Martín, 1984; Lewis, y 

cols., 1982; y Ninkowic y cols., 1981 ). 

Tabla 11 

AgoiiistáS' :.e;¡~\ Dennorfina 

~~'¡(¡j:~i ~~?j~·~~MGO 
.~~g~~ip.l~;:· Naloxona . 
. :,, -.: ~ '·· · ':·''.;'.i~t Flunaltrexamma r ~,{,%~! CTOP 

:tt:~~t_::;J~.fa;1~ 
En negritas las sustancias utilizadas en este trabajo. 
1 H-Tyr-D-Ala-Phe-Gly, 2 H-Tyr-Pro-Phe-Pro-NH2• 

3 Ácido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico (Tic) 
4 Los derivados de Dmt y Tic forman un amplio grupo de antagonistas con alta selectividad y potencia para los 
receptores 1) (Bryant y cols., 1998). Los dos que señalamos son los que mantienen una buena relación entre potencia 
y selectividad. 
s 2',6'-dimetiltirosina (Dmt), DAMGO: Tyr-DAla-Gly-[NMetPhe]-NH(CH2h-OH mismo que [D-Ala2,N-Me­
Phe4,Gly-ol5]-Enkephalina -DAGO, CTOP: DPhe-Cys-Tyr-DTrp-_lys-Thr-Pen-Thr-NH2, U50488: trans-(±)-3,4-
dic loro-N-Methyl-N-[2( 1-pyrrol-id inyl)-ciclohexil-benzeneacetamida, U69593 :5a, 7 a,P-(-)-N-Metil-N-[7-
(pirrolidin i l-1-oxaspiro( 4,5)dec-8-yl]benzeno acetamida, C 1977: (5R)-(5a, 7a,8p)-N-Mthyl-N(7-[ 1-pirrolidinil]-1-
oxaspirol[4,5]dec-8-yl)-4-benzofuranacetamida mono hydrocloruro 

El receptor µ se define operacionalmente como el sitio de alta afinidad en que los opioides 

producen analgesia, aumento del tono muscular, constipación, oliguria, fuerte depresión 

respiratoria e intensa dependencia fisica. La morfina se une principalmente al receptor µ y es 

antagonizada por naloxona (Chang y Cuatrecasas, 1979). Se han identificado dos tipos de 

receptores µ: el µ1, de alta afinidad a la morfina y a los opioides, y que se encuentra 
.• , ... ,, . 

principalmente en el sistema nervioso central; y el µ 2, de baja afinidad a la morfina, este receptor 
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ha sido cl~scrÍ~oenc;:l sistema nervioso periférico (Pastemak y Wood, 1986). 

·El recept_q!Jl,B~~ii~ne alta afinidad a las endorfinas, liga también a las encefalinas, pero con 

menor afillid~d~¿Recientemente, en estudios en el cerebros de humanos y de bovinos, se ha 

reporta<lJ]~c~~l~t~ncia de dos péptidos endógenos de alta selectividad y afinidad para los 
·.· •' ',"•· .· .. · _., 

receptor~s:~; l~.eridomorfina l (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2 ) y la endomorfina 2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-

-NH2 ):.E~~¿;~;dos nuevos péptidos han demostrado un potente poder analgésico (Zadina y cols., 

1997); .f .-.· 
. 

.. · En.la._médula adrenal, los péptidos opioides estan presentes en grandes concentraciones, y en 

• ·. cÜlti~Cis·fd,~¡'células cromafines adrenales se ha encontrado una modulación inhibitoria de las 

corrÍ~ntescle calcio dependientes de voltaje y un incremento de la corriente de K+ dependiente de 

·· .. ca-H:; estos efectos se demostró que eran mediados por el receptor µ. (Twitchell y Rane, 1993) . 

. Estudios in vitro utilizando DAGO (D-Ala2-,N-me-Phe4-Gly-ol5-encefalina) han demostrado 

q~é los receptores µ inhiben tanto la corriente de calcio, expresada en oocitos de Xenopus laevis, 

comoÍa corriente de calcio sensible a la ro-conotoxina en las neuronas intracardiacas de la rata 

(Ottolia y cols., 1998, Adams y Terquettrini, 1998). 

Elreceptor cS tiene gran afinidad por todos los péptidos derivados de la proencefalina; a este 

receptor se unen principalmente las encefalinas, seguidas por el octapéptido que tiene igual 

afinidad por el receptor µ, y finalmente la dinorfina 1-8 (Akil y cols., 1984 ). Los primeros 

antagonistas reportados con una alta afinidad por este receptor fueron las encefalinas (Shaw y 

cols., : 1982), y la naltrexona, derivada del natrindole, fue realmente el primer antagonista 

sel~ctivÓ y potente del receptor cS que se ha sintetizado. La deltorfina es un péptido opioide 

de~c~~iértoen la piel de los anfibios que también se une al receptor cS (Esparner y Melchiorri, 

1980; Rié:hter y cols., 1990). 

Co~ 6~se •en la potencia de los agonistas se ha sugerido la existencia de dos subtipos de 
: '•"·· .. ·.· .. 

· recep_tóres cS (Portoghese y cols., 1992). El receptor oi, al que se une con alta afinidad la [D-pen, 
·,. • ,, • e~ ;¡ . 

D~pen]~hcefaÍin~í':(ÓPDPE) ·y el 82 que tiene como agonista preferencial a la [O-Ser, 

Úu]~hcáfaliriil-tli~~i~~-(Í:>'sLET) (Portoghese y cols., 1992). Los receptores 9 juegan un papel 

impo'rtant~ ~h. ta depresión respiratoria (Pastemak, 1982; Lord y cols., 1977; Freye y col s., 1982) 

·y no p~recen,participar en la producción de analgesia. 

En las células del ganglio submandibular del harnster, los receptores cS modulan los canales de 
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caldioctipt:)'iJ:>,N~~, P/Q'de' manera dependiente de la dosis, y este efecto es bloqueado por 

pal()xti~a 'c~ri~cion"y s\lZÜki, 1998). 

Los'receptores ic sé han postulado para drogas del tipo de la ketazocina; su acción analgésica 

es pobre (Martín y cols., 1976). El primer agonista para el receptor ic fue descrito por el grupo de 

Kosterlitz en 1981. Ellos encontraron que cuando un péptido crece en longitud hacia el carboxilo 

terminal de la leu-encefalina va perdiendo selectividad por el receptor 8 e incrementándola hacia 

el K. La dinorfina, la alfa y la beta-neoendorfina son agonistas de este tipo de receptor. 

Posteriormente se han descrito tres tipos de receptores K: el Ki, al que se une el U50488 y los 

receptores ic2 y ic3 , que ligan preferencialmente el benzomorfán. 

Los receptores K participan en funciones como la diuresis, la nocicepción, la alimentación y 

las secreciones endócrinas (Hansen y Morgan, 1984). El U50488, que es un agonista del receptor 

K, modula en forma inhibitoria a los canales de calcio tipo N de las neuronas del ganglio de la 

raíz dorsal de la rata (King y cols., 1999) y en las células NG 108-15, resultando las corrientes de 

K+ dep~ndi'entes de voltaje insensibles a este agonista (Carpenter y cols., 1996). En las neuronas 
.. ··, ,'.,..··-

aferentes de'l~'raíz dorsal, la dinorfina también disminuye las corrientes de calcio tipo N y tipo P, 

sin afectar,tas de tipo L (Wiley y cols., 1997). 

La clonación de los genes que codifican los péptidos opioides ha proporcionado pruebas claras 

de la existencia de los receptores µ, 8, y K. La clonación del receptor 8 dio como resultado la 

identificación de las subfamilias de genes de los diferentes receptores. Los subtipos de cDNAs de 

las bibliotecas de expresión celular en las células NO 108-15 manifiestan tipos de unión similares 

a las encontrados en cerebro, pero los niveles de mRNA son 100 veces más elevados. Los 

cDNAs despliegan secuencias casi iguales a las encontradas en cerebro, estas secuencias del 

receptor 8 codifican proteínas con siete dominios hidrofóbicos transmembranales similares a Jos 

encontrados en otros receptores acoplados a proteínas G (Kiefer y cols., 1992; Evans y cols., 

1993). 

Neuropéptidos en el oído interno 

La existencia de péptidos neuroactivos en Ja cóclea fue descrita por primera vez por Fex y 

Altschuler ( 1981 ). Ellos demostraron la presencia de inmunorreactividad del tipo de la encefalina 

en el órgano de Corti del cobayo, asociada exclusivamente a las fibras cocleares eferentes. Estos 
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estudios dueron ~osteriormente confirmados por la identificación, mediante HPLC, de 

substancias deFtipo de las encefalinas en la cóclea (Fex y Altschuler, 1981, 1985; Hoffman y 

cols;¡, 1983, 1984; 1985; Eybalin y cols., 1983, 1984, 1985a, 1985b; Hoffman, 1986). Estudios 

inmtinohi~tológicos ulteriores han permitido demostrar un efecto diferencial en el grado en que se 

marcan las eferentes que establecen contacto con las células cocleares internas y externas, 

.sugiriendo la existencia de subsistemas de fibras eferentes (Eybalin y cols., 1983; Eybalin y 

PujoÍ, 1984). La inmunorreactividad a encefalinas en el órgano de Corti en el cobayo desaparece 
·- '··'' . 

en)mimales en los que se han seccionado las fibras eferentes, indicando la asociación de estas 

sthstllllcias con el sistema eferente (Altschuler y cols., 1984 a, b; Altschuler y Fex, 1986; Gil­

L~;:z'~ga y cols. 1988). La inves~iga~ió~ realizada por Scholtz y su grupo, en 1998, muestra -
' :, > .. ' - -.. '.«- : . \'- -. 

inmunorre_actividad positiva para las encefalinas en la cóclea de humanos, pero no en los órganos 
- . . . - . -~·,'.' - - - - '.-__ , 

vestibulares (Scholtz y cols., 1998): 

También se ha encontrado inmmunorreactividad asociada a péptidos derivados de la 

encefalina B (prodinorfina), glucagon, insulina, colecistocinina y prolactina en la cóclea de 

cobayos (Hoffinan y cols., l 98S; Nowak y cols., 1986 a, b ). Marcajes triples han demostrado que, 

en fibras eferentes de la cóclea del cobayo y de la rata, coexisten el péptido relacionado con el 

gen de la calcitonina _(CGRP~, la acetilcolina y las encefalinas (Safieddine y Eybalin, 1992, 

Wackym y cols. 1993); s~'. h~'~rl'contrado por inmunorreactividad la coexistencia de CGRP y 

acetilcolina en las flb~ ~f¿~~At~{'.Jt1~ línea lateral de la anguila (Roberts y Ryan 1971) y se ha 
· ·-= . ··_'. .-"-·--:.~ni~.-~~-;?.~ ~.-.- ·f~'{;/~{¡:¡~· ¡.:;_'.:~; ~--¡~: :.> 

reportado que el CGRBcincrémentaJa descarga de las fibras aferentes en la línea lateral de la rana 
·.' _,' :<:<-.. :~ >.,·~-;~~(~.:.'..;_,;~-.:,;'.;-~:;¡-;_:t~~~~t;';_·:-~(~~:~.;~- k~,::· -

(Xenopu~Lae~is)(Adat11sycols.JQ87;'sewell y Starr, 1991: Bailey y Sewell, 2000a y b). 

En el sist~:~a ~~~tlb~l;¡;;~ci~fcg~~'ó(;~ ha descrito inmunorreactividad a substancia P en las 
'.: ___ ~_-, ·,>·.4_::! :' _;_:~-- _-... <',;:~_/:: .;_~_:_r.'.~-t~-.-~,)~~~;~":i!.~~.:<0:}1;;;:;.ii:~- ·--

terminales aferentes qu~inéry~ a';laúélulas ciliadas tipo I del utrículo y del sáculo (Ylikoski y 

cols., 19S4)~ Trabajo~ ~lt~~rii~~"' h~t'éncontrado inmunorreactividad a substancia P y a 
- ' ' , . ': :.>.;:.'. .. ·,,.,::• .. _ ':'".º'.' -

colecistocinina en él cuel-p~ <lci i~~~~~Ú~las ciliadas (Nowak y cols., 1986a, b). En la línea lateral 

de la rana, se ha encontrado q1;1e el CGRP- produce un aumento de la descarga de las aferentes 

vestibulares (Adams y cols., 1987; Bailey y Sewell, 2000). Estudios de hibridización y marcaje 

con inmunorreactividad inclican_que en el tallo cerebral de la rata, en las células que dan origen a 
, '~i~.": 0.00->J-;s:~----,::· -· 

las eferentes vestibulares, ~ se encuentra el RNAm para el CGRP colocalizado con 

inmunorreactividad a CGRP (Wackym y cols., 1993). 

En este trabajo nosotros trataremos de definir que peptidos opioides se encuentran presentes 
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'•·en~el v~sti~ul~i~~{a]i1<li~;e1 papel de estos y el tipo·y ubicación de los receptores opioides, ya 

qué'se-sab~i;~od~~)r~_~p~'dt:o•'del papel fisiológico de . los péptidos opioides en el oído. Se ha 

en26n~ia~;M~~~~i;i~Id,•qJe las encefalinas disminuyen la descarga espontánea de las fibras 

aferentes coC:Iiaré~(~~~rki y cols. 1993); En el sistema vestibular de la rana, las encefalinas, así 

con16 ;ú·an;ál~go'sihi~.fiJO'élalargina, disminuyen la frecuencia de descarga de las fibras aferentes 

-·- .vestibulares,~fe¿Í'o;ij'~b'~s·revertido'por naloxona (Andrianov y Ryzhova, 1999). Respecto de los 

rec¿~to~esffinv<>·1*~r~~·c;s:r·bxiste: 'Pº~ª información: en la cóclea del cobayo se encuentran 

receptores•tiJ,;:J,;;}'8,.y la:activación de éstos induce una inhibición de la adenilatociclasa 

reJ~:fai.ble·J~i-~~I.~]~~-~~~ybalin y cols., 1987; Lamprecht y Meyer zum Gottesberge, 1988). En 

resümeri; p;r~j~ ~Óclea aparecen los neuropéptidos junto con la acetilcolina y el GABA como 

heur6transmisores asociados al sistema eferente. Las evidencias experimentales sugieren que, al 

menos los neuropéptidos, coexisten en algunas fibras con la acetilcolina y al parecer, que el 

sistema GABAérgico es independiente (Altschuler y cols., 1984 a; Abou-Madi y cols., 1987). 

Para el sistema vestibular y la línea lateral el cuadro es mucho más confuso, y podemos afirmar 

con certeza que lo único que conocemos es que los neuropéptidos se encuentran involucrados en 

la transmisión de información proveniente de estos mecanorreceptores, pero desconocemos si son 

liberados por las células sensoriales o por las fibras aferentes o eferentes, así como el tipo de 

receptores involucrados en la respuesta a estas substancias (Martin, 1984; Simon y Hiller, 1989; 

Hruby y Gehrig, 1989). 

Planteamiento del problema 

Los antecedentes que hemos presentado indican que existen aún importantes interrogantes en 

relación con la neurotransmisión en los sistemas de células ciliadas, y que nada o poco se conoce 

acerca de influencias neuromoduladoras en estos sistemas. Diversos antecedentes indican que el 

procesamiento de Ja información sensorial en el sistema vestibular es complejo y que tanto a 

nivel de la sinapsis eferente como de Ja aferente existen procesos susceptibles de influencias 

neuromóduladoras. Se ha demostrado que en estos procesos pudieran participar receptores 

histamiriérgicós/diversos subtipos de receptores colinérgicos, óxido nítrico y neuropéptidos del 

_. tipo del' péptidÓ rel~cionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y péptidos opioides (Guth y 

cols., J 998; Bailey y Sewell, 2000 a y b; Flores y cols., 200 l; Soto y cols., 2001 ). 

En relación con Jos péptidos opioides, se sabe que células "peptidérgicas" constituyen parte 
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de•ún sisteni~'',d~•~C>~tr~l d~;la,entrada sensorial por medio del cual el sistema nervioso central 
' ' ' "· .. '-' ",,- .-- ,., ~·; . 

'eje~seúa;~~i11"~fli~C:ló~,A~< su estado, una modificación de la información proveniente de los 

~istemas ~~nsori~les .. Esto ha quedado ampliamente demostrado para el caso de las neuronas 

aferentes primarias de las vías de dolor. 

En el sistema vestibular, diversas evidencias indican que los péptidos opioides ejercen 

. influencias significativas sobre la actividad de las neuronas aferentes, sin embargo, no se conoce 

el tipo de receptores a péptidos opioides que expresan, su ubicación, su papel funcional y sus 

potenciales Iigandos endógenos. 

En este trabajo contribuye a determinar el papel funcional, el tipo de receptores y los posibles 

ligandos endogenos de los opioides en el sistema vestibular del ajolote. 

HIPÓTESIS 

Los neuropéptidos del tipo de las encefalinas son liberados a nivel periférico en el vestíbulo, e 

inducen un efecto de modulación en la generación del potencial receptor y en la liberación del 

neurotransmisor aferente por parte de las células ciliadas. Específicamente, proponemos que la 

acción de estos neuropéptidos se ejerce modificando la liberación del neurotransmisor aferente y 

la excitabilidad de las neuronas aferentes. 

OBJETIVO PRINCIPAL 

Determinar la presencia de péptidos opioides en el sistema vestibular, los subtipos de receptores 

que se expresan y su papel fisiológico en el procesamiento postransduccional de la infromación 

vestib.ular en el ajolote. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar el efecto farmacológico de los agonistas y antagonistas de los receptores a los 

péptidos opioides (µ, 8 y K) sobre la descarga de las neuronas aferentes en la preparación del 

oído interno aislado del ajolote. 

2. Con base en las interacciones farmacológicas de los diferentes agonistas y antagonistas a los 
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péptidos ·opfoi~e~.¿~~f'&tr!ls substancias como acetilcolina y antagonistas de aminoácidos 

excitadores,·p~o~(jl{~¡:.;~fh;itióde acción para los péptidos opioides. 
-- •-·,;·=-· _··c---~--C 0---,, ·.-;,-·,--77,7,;·;;:-;;";,·-·.-;:::·• 

'._.:. ·. ?.~':'~"<·'¡;)),/; 
3. Estudiar;mediantehéénicás·~irununohistoquímicas la presencia de péptidos opioides en el 

vestíbulo y sÜ'. d¡~¿,g~;i~~,'.~~t~,rr,i,~:~a.i;:;_y// '. 

4. :~e~ :~:::it~i~~\l~~~~¡de voltaje p~enre' en IM célulM cfüadM de 'º' 
,- :;;·- _; 

. . ·.. · · · .,,'t:1:.'%.;/·Nz·~~~~ 1··:~,;;~ , ~,>,.:; · 
5. Determinar sLexistenJgrupos'o subtipos de células ciliadas dentro del canal semicircular los 

·, . . . . . '·· •. ·. :~· ..• ;:; ,_-.'-.' "'.i~:. ·' . . ~;-- , . 

que se púedari Cii~tin~ui~ morfológica y funcionalmente. 
;,·-.:,,..,.,··:··1"'.\;.:i .,., 

:.)~)}/i~-:~~;-~:;\~i'~_:;.'{'(~ ' -. -.:. º ... 

6. Dete~in~ I~~ acci~nes de los agonistas de los péptidos opioides sobre las corrientes iónicas 

en células ciliadas aisladas. 

7. Determinar si en el vestíbulo del ajolote existen precursores de péptidos opioides del tipo de 

la proencefalina. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

El animal utilizado en los experimentos fue el ajolote (Ambystoma tigrinum). Se usaron animales 

en estado neoténiéoc:On un peso de 30 a 60 grs y una longitud de 15 a 20 cm. Se eligió el ajolote 

como modelo'~x~~ri~~~t~ldebido al fácil manejo de estos animales en el laboratorio, además de 

que soll de s~Ü~t~''r;i~;·pdr lo que no se requieren sistemas de control de temperatura durante el 
'·-; 

experimento. Lo~ aj~lotes poseen un sistema vestibular relativamente grande que solo posee 

células ciliadas tipo 11 (que se ha demostrado establecen sinapsis quimicas con las fibras que las 

inervan). 

Disección 

Tanto para el registro de la actividad de las fibras aferentes vestibulares, como para la realización 

de experimentos de fijación de voltaje en células aisladas, los animales se decapitaron sin 

anestesia, separando luego el maxilar inferior del resto de la cabeza. Posteriormente, se eliminó 

35 



23/04/2002 Rosario Vega 

la mucosa que recub~e et paladar y, la región del oído interno se identificó visualmente, ya que 

aparece comouna zona blanquecina bilateral en la parte posterior del paladar que corresponde al 

otolito sacular. Inmediatamente se procedió a sumergir la preparación en solución de Ringer para 

anfibio con la siguiente composición (en mM): NaCI 111, KCI 2.5, CaCl2 1.8, MgCl2 1, Hepes 

5, glucosa 5; se utilizó NaOH para llevar la solución a pH 7.4 (Bracho y Budelli, 1978). 

Posteriormente, bajo microscopio estereoscópico y en el baño de Ringer se disecó la cápsula 

ótica hasta identificar claramente el sáculo, el utrículo, la lagena y las ámpulas de los canales 

semicirculares anterior y lateral. Las fibras nerviosas que se originan en todos estos organos en 

conjunto forman el VIII par craneal se identificaron y disecaron cuidadosamente (procedimiento 

descrito anteriormente en Vega, 1987; Soto y Vega, 1988), liberándolas hasta su entrada al tallo 

cerebral. Posteriormente se seccionó el VIII par justo en su entrada al tallo cerebral. Se procedió 

entonces a aislar la cápsula ótica del cráneo, obteniendo así la preparación del vestíbulo aislado. 
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Registro de la actividad aferente en el sistema vestibular aislado 

La preparación se montó en una cámara con la parte ventral hacia arriba. Se usaron técnicas de 

registro extracelular e intracelular en las fibras aferentes vestibulares. Para el registro 

extracelular, se disecaron la parte anterior y posterior del VIII par craneal. A la parte anterior se 

aproximó un electrodo de succión (A-M Systems), previamente lleno con solución Ringer, que 

permitió hacer
0
un registro.de actividad multiunitaria. Esta técnica tiene la ventaja de que permite 

registrar hajd¡perfüsióh cOnstante (Valli y cols., 1984) y estimular mecánicamente la preparación. 

'ia'acÚ~id~ét;'Ji6t~~{~rit&\1~J electrodo se derivó a un amplificador convencional de AC (P-15 
.- ...... ·-' .,,_ ... ,.·,;-.'"· ... • 

,.-. . . ·. ,.: . ·,· ·~:•· .. ·;;-::;o''." '. ,,;~-\-.; :',-;" .. --

Grass )~La señal\ se filtró con corte de frecuencias por arriba de 3,000 Hz y por abajo de 100 Hz. 
.. ·~- ;. . ,:':-;~.:.,,·: ,'' . -~ -' ,_ : 

La" salida:del amplificador se conectó a un osciloscopio (Tektronix 2216), a un amplificador de 

CONECTOR --> 
OOTAlOfllO OJl.C. 

m: o ---+ 

VIDEO 
GRABADORA 

o C:=J1111111 o o 

t --> • o 

DISCfllMINADOR 

AMPl.IFICAOOR DE VENTANA 

o 
--> . . . 

CONVERSOR A-D 

--> ·º 00 

GENERADOR DE 
ONDAS 

t E! == 
J. 

Figura 1 1. Montaje de la preparación del vestíbulo aislado para la estimulación mecánica en una 
plataforma rotatoria. La preparación se sometió a aceleraciones sinusoidales por medio de un 
motor con servomecanismo cuya velocidad y características de giro fueron controladas por un 
generador de ondas. En la plataforma se montó el amplificador, los manipuladores, el electrodo 
de succión y el sistema de aplicación de drogas. Una vez amplificada, la señal fue llevada por un 
conector rotatorio a un osciloscopio, a un discriminador de ventana y a una computadora para su 
análisis. 

+--

+--

t 
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audio; a un sistema de registro en' cinta magnética (Dagan Unitrade) y a un discriminador de 

ventana WPI mo~~lo 121 cuya señal se envió a una microcomputadora. El análisis de la actividad 

neuronal generalmente ·se realizó en línea con el experimento mediante procedimientos 

desarrollados en nuestro laboratorio (Soto y Vega, 1987; Soto y cols., 1997). 

En algunos experimentos se estudiaron las interacciones de las drogas de interés con la 

respuesta del sistema a aceleraciones angulares. Para ello se montó Ja preparación junto con Jos 

microelectrodos y el amplificador en una platina giratoria, Ja cual es comandada en su 
' movimiento por un sistema de servomecanismos que permiten imprimir aceleraciones 

sinusoidales y estudiar la respuesta del sistema ante estímulos mecánicos (Figura l 1 ). Esto 

permitió determinar el efecto que producen las drogas y las manipulaciones experimentales 

utilizadas tanto en Ja actividad basal como en Ja actividad provocada por estímulos naturales en 

el sistema vestibular. 

La preparación se perfundió de manera constante con solución Ringer normal a razón de 2 

ml/min. Para la aplicación de drogas se utilizaron jeringas Hamilton, a las cuales se acopló una 

manguera flexible con un microelectrodo de vidrio en la punta. La punta del electrodo se colocó 

aproximadamente a 0.5 mm del origen de las aferentes de las crestas de los canales anterior y 

la.teral. Las drogas se aplicaron por presión y en cada ocasión se administraron 20 µJ. Esta técnica 

d~ microperfusión tiene Ja ventaja de que permite producir aumentos momentáneos de Ja 

conce11~~~.i~ii dela sustancia en la vecindad de la sinapsis (Waud, 1968). Por mediciones electro­

q~ími6a~"~~b~flio1:c:¡uela droga se diluye de uno a dos órdenes de magnitud en un período muy 

.~orto (Vega/19875;· ... 
. ··: . ~. -~ \,. • ·'"' 

P~a d~t~hrilii;ii:;~\'.~p~jtlroga tuvo efecto, se realizó una prueba estadística no paramétrica: Ja 
- .. -.~; T: :.~ ~~'i ·:~·>":t<:f·;,;:;·:.~t~~_:.,·;·,>·;~~-;i¿;'.: 1tJ:< '·::' 

U de N1~'.'.,~!Ü1~ey1':~·.~llra esto se desarrolló un programa de computación que pem1ite 

selecéion~<~~a:~e:~jÓ~:;'de un histograma de frecuencia (descarga basal control, por ejemplo) y 

comp~rarib:'~~h-;ti~J'}~giÓn del histograma de la misma célula (por ejemplo, descarga luego de 

apliear ;1f.·dfoga)1
'·(soto y cols., 1989). Para la comparación de efectos de una droga o 

111aniJmJ~6.iÓÜ •:g~~'erlmental entre diferentes registros, se normalizaron los resultados como 
. . {-~~-,_ ··.; "( ··: '" -

porcentaje de Ja descarga basal de la propia fibra, construyéndose de esta manera las gráficas 
' ,, .. - '": -· 

dosis-~efect6 
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Fijación de voltaje en células ciliadas aisladas 

Neuropéptidos en el oldo interno 

Figura 12. Células aisladas 
usando papalna. En A, una 
célula en forma de matraz. En 
8, célula de forma cillndrica. 
En ambos casos se pueden 
apreciar los cilios que 
emergen de la parte apical de 
la célula (flechas). 

Para aislar las células del neuroepitelio del oído interno utilizamos enzimas que producen una 

digestión parcial del tejido, especialmente de las uniones intercelulares. Para ello se procedió a 

sacrificar al animal por decapitación; posteriormente, mediante una disección fina bajo 

microscopio se extrajeron las porciones sensoriales del oído interno y se identificaron las 

ámpulas de los canales semicirculares desechando el resto del tejido. En los primeros 

experimentos el tejido se cortó en segmentos, mismos que se incubaron con papaína 

(0.25 mg/ml), lo cual nos permitió obtener un alto número de células aisladas en buenas 

condiciones, a juzgar por su apariencia en el microscopio (Figura 12), además de que otros 

autores han reportado resultados altamente satisfactorios con ésta técnica (Ohmori, 1984, 1985, 

1989; Steinacker y Rojas, 1988). Sin embargo, resultados de nuestro propio laboratorio, 

derivados del estudio de la respuesta de las fibras aferentes ante la aplicación de agonistas y 

antagonistas de aminoácidos excitadores, nos han permitido demostrar que el tratamiento de esa 

preparación con papaína en las mismas concentraciones que usamos para disociar las células 

ciliadas, hace desaparecer completamente tanto la actividad basal como la evocada por 

estimulación mecánica del sistema y elimina completamente la respuesta a los agonistas de los 

receptores a aminoácidos excitadores que, hemos demostrado, cumplen con los criterios para 

considerarlos como neurotransmisores (Soto y Vega, 1988; Soto y cols., 1993). Adicionalmente, 

en un estudio de las corrientes de las células ciliadas aisladas de los canales semicirculares de la 

rana, Armstrong y Roberts (1998) demostraron que esta enzima modifica la cinética de las 

corrientes de potasio en las células ciliadas; por lo anterior decidimos cambiar la enzima 

utilizada. Después de varios ensayos obtuvimos buenos resultados incubando las secciones del 

tejido durante 7 min con colagenasa (0.1 mg/ml) a 30ºC en Ringer con la siguiente composición 
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en mM: 1'fati 111; KCI 5; CaCh 1.8; MgCbl; HEPES 5, ajustado a pH 7.4 con NaOH y una 
.• . ++ 

. osmolaridád de 240 mOsm posteriormente pasándolos a un Ringer de anfibio libre de Ca y 
-. .-::·--.-++~;~, .. --'.. (;-:-~ .:: ;':·-
Mg . el cuál le agregamos tripsina (1 mg/ml). Por último, se pone al tejido en Ringer normal con 

·· albÍimina Ümgtml) a 4°C durante 5 minutos. Posteriormente se trasladó el tejido a la cámara de 

registro la cual tiene una capacidad de 0.5 mi y está ubicada en la platina de un microscopio 

· invertido · (Nikon Diaphot). Utilizando dos microdisectores de vidrio a los cuales se les han 

redondeado los bordes mediante la aplicación de calor ligero, se separaron las células ciliadas del 

resto del epitelio mediante tracción mecánica. Esta metodología nos ha permitido aislar de forma 

sistemática células ciliadas en buenas condiciones (Figura 13). Una vez aisladas las células, se 

dejaron durante diez minutos en una solución de Ringer sin flujo a fin de que se adhirieran al 

vidrio de la cámara de registro. 

Figura 13. Células 
aisladas usando la 
combinación de colagena­
sa y tripsina. El cuerpo de 
las células es refringente 
y no se ven los organelos 
intracelulares, señales am­
bas de que se trata de 
células en buenas 
condiciones, las flechas 
señalan los cilios. 

Las células aisladas se perfundieron de manera constante con un flujo de 0.5 mi por minuto 

mediante el uso de una bomba peristáltica (LKB, Microperpex). La cámara de registro 

(construida en acrílico) tiene el fondo de vidrio óptico. De esta manera se puede observar 

individualmente a la célula que se elija para el registro de fijación de voltaje. A un lado del 

microscopio se montaron dos manipuladores; uno de ellos es un manipulador pieza-eléctrico con 

capacidad de desplazamiento en tres direcciones (Burleigh PCS-250); este manipulador se utiliza 

para aproximar el electrodo de registro a la célula. El otro manipulador, también con movimiento 

en los tres ejes, pero menos preciso, se usó para aproximar una pipeta que permite perfundir 

diferentes drogas. Para la perfusión de los fármacos utilizamos un sistema de eyección por 

presión del tipo de los que se utilizan en la microdialisis (BAS Bebe Bee) que permite perfundir 

con flujo constante; en nuestro caso, utilizamos 20 µl/min. w' 
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Para la fijación de voltaje usamos la técnica de c!arrl de voltaje en la configuración de 
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regi'strci"'de~0gé!tlk:.Ú1'11~1eta (Hamil y cols., 1981; Neher y Sakmann, 1976 y 1983). El registro de 

célula co01t1~i~ ~cirmitió definir las corrientes iónicas que determinan la respuesta de una célula 

excit~bl~ ~~~ Ün ~sÚmulo determinado. Utilizamos micropipetas de vidrio de borosilicato de 

pared·delgada y diámetro externo de 1.2 mm, las cuales se fabricaron usando un estirador 

horizol1tal (PC-87, Sutter Inst.). Las pipetas, una vez llenas con la solución intracelular, tuvieron 

una r~sistencia eléctrica de 3 a 5 MQ. Éstas se llenaron con una solución que semeja al líquido 

. inira~el~lar (Tabla III). Con el fin de mantener sin dializar el medio intracelular, inmediatamente 

antes de iniciar el registro se agregó anfotericina 1 mM (Sigma) a la solución intracelular con que 

se llenaron las pipetas para utilizar la técnica de patch-perforado (Rae y col s., 1 991 ). Esta técnica 

ofrece la ventaja de que se evita la diálisis de los componentes intracelulares y un conjunto 

importante de metabolitos intracelulares permanecen en la célula durante el registro, 

manteniendo con ello condiciones que semejan en mayor medida la condición fisiológica de la 

célula. Esto es especialmente importante sobre todo si pretendemos estudiar modulación de 

corrientes o efectos mediados por segundos mensajeros. La técnica tiene las desventajas de que la 

resistencia de acceso es mucho mayor que en la técnica con ruptura completa del parche de 

membrana, algunas veces resulta más dificil establecer los sellos de membrana. y debe uno 

esperar un tiempo algunas veces considerable -hasta 1 O min- para que se abra adecuadamente la 

membrana. Para el registro, la pipeta de clamp se conectó a la sonda de un amplificador de 

fijación de voltaje (Axopatch 2A o Axopatch 200B) y de éste se derivaron los registros de la 

corriente y los comandos de voltaje. La información así obtenida se llevó a un osciloscopio, a un 

sistema de grabación y a una microcomputadora. En todos los registros la capacitancia y la 

re~i_st~ncia en serie (al 80%) se compensaron electrónicamente. Para obtener los datos acerca de 

, la c:apácitancia y de la resistencia en serie se aplicaron pequeños pulsos de voltaje desde -70 a -80 

my, para su ulterior análisis. Cuando usamos el programa pClamp 8.0, las mediciones se 

· ,realizaron de forma automatizada. Todas las mediciones de capacitancia y resistencia en serie se 

realizaron con los filtros abiertos al máximo. Para los registros de corrientes se impuso un 

filtrado con corte de frecuencias por arriba de 5 KHz. El potencial de unión se midió 

experimentalmente en varios ensayos y dio un valor menor a 1 mV (el valor teórico esperado era 

de 2:5 ~V). En los datos que se presentan en la sección de resultados no se restó el potencial de 

unión ni se realizó corrección alguna por el efecto de la resistencia en serie no compensada. 

Para el estudio de la corriente de potasio dependiente de calcio Ik,Cn se agregó al Ringer CdCh 
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0.5ínM~' En el estudio de' la corriente de calcio lea se utilizaron soluciones modificadas con la 

finalid~~~_ebl()qllearlas demás corrientes (Tabla III). 

Para:Ja·generáción .delos pulsos de comando de voltaje y la adquisición de datos se usó un 

. sistema computarizado basado en una computadora tipo PC con un conversor analógico digital 

Labma5ter de '12 bits (Seientific Solutions) o una tarjeta Digidata 1200B (Axon Instruments) y el 

programaJdeJ~o~putaci'ón comercial Pclamp (versión 5.0 u 8.0, de Axon Instruments). Los -. . ",· ': ," .. ; ·... . " . ;··; .. · ~ , __ . 

registró's'se;,;digiÚlÜ~bn··a una frecuencia de muestreo variable según el protocolo experimental; 

en 'Úrmi~¿~ ~e~er~!eJ·s~·~saron frecuencias de muestreo de alrededor de 2 KHz. 

Tabla 111 Soluciones utilizadas 

Soluciones KCI NnCI M1?Cl2 CaCl2 CdCJ, BaCJ, CsCI TEACI EGTA Heocs 
Extracelulares 
nonnal 1 a 286• 3.5 111 1 1.8 s 
nonnal 287 a 312• 5 111 1 1.8 s 
sin ca•+ 5 111 . 1, 5 
con cd•+ 5 111 1 1.8 .5 s 
nnm estudio ca·· 63 0.9 4.5 , 22.5 18 0.9 
Intracelulares .· 

Solución KCI NaCI MgCl2 CaCl2 ATPMg EGTA. Hcpcs. Anfo 
'. Intracelular 

nonnnl 1 286• 110 2 0.134 2 10 1 ¡·.:,; .. ·.'.·' 
nonnal 287 a 312• 100 10 2 0.134 2 2 10 1 

, ... ,;·; ... ·>··=- :· 
CsCI TEACI ATPMg EGTA liepes GTPNa2 NMDG 

nara estudio Caº 49.5 27 1.8 9 9 0.09 63 .. 

Concentraciones en mM. •Numero de espenmcnto, las soluciones extracclularcs se ajustaron a pli 7.4 con NaOH y las mtraclculares pli 7.2 con 
KOH. Osmolaridad de 240 mOsm 

El análisis de los datos se realizó de forma computacional mediante el programa Clampfit 

versión 6.0 u 8.0 (Axon Instruments). Se usaron algunas herramientas de cómputo adicionales 

como los progr~m~s Origin 5.0 (Micrograph) y Sigmaplot 4.0 (Jandel Scientific). Con estas 

herramientas' se c9n~triiyer6n'Ias\~tirvas de corriente en función de voltaje, se hicieron ajustes de 
. º . - ~:~·::; .,;,: -¡-,: ·.-:.-:~<:,~,·::);;.?~ .: ,:;-r~:'.-.\_~~:: .. ·-::_-_¡:1"'"~~-->:~·::· : .. · .. 

curvas,seana,Iizó la cin,ética·Cle'lascorrientes y sus propiedades, y se estudiaron los efectos de los 

difere~~~s.tá~~6'b~:~Ó~r~·~'~t~~r~~~ientes. 
Para'Ci~Íi'nir''·d:cie~e¡i~¿~¿j~,~~~I voltaje, los datos se graficaron en curvas corriente-voltaje 

normaliw'das ~'1á~_ciÜé1.1~~:~e;'~j'JitÓ una curva de tipo Boltzmann de primer orden de acuerdo con 

la siguient~'~cJadió~: ' .·• ' ' ):'.} ·i' ·. 

f(v) = -·- ·--· ____ _!, __ :_ .. _ --
·. (i+exp(1~ -Vi,~{)) 
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Morfomctría de las células aisladas 

Asociado al sistema para fijación de voltaje, se montó en el microscopio invertido una cámara de 

video de alta resolución (Nec TI-24 CCD) la cual se acopló a una tarjeta digitalizadora de video 

(Data Translation DT2867 LC). La adquisición y el análisis de imágenes se realizaron mediante 

el programa GlobalLab lmage (Data Translation). Esto permitió adquirir la imagen de cada una 

de las células que fueron sometidas a los procedimientos de fijación de voltaje. Se estudió la 

forma de la céhílaciliada y se midió su perímetro para calcular su superficie y capacitancia. La 

,capacitanci~>~y cálculada se comparó con la obtenida en los registros de clamp de voltaje. Se 

hizo un análisis de correlación entre las formas de las células ciliadas y el tipo de corrientes que 

presentan. Para ello, las formas celulares se clasificaron en dos tipos principales: cilíndricas y en 

forma de ánfora. 

Fármacos 

En el registro multiunitario extracelular se estudió el efecto de agonistas y antagonistas de los 

péptidos opioides. Para el estudio de las corrientes evocadas por voltaje en las células ciliadas 

aisladas solo se estudio la modulación de estas corrientes por agonistas de los receptores a 

opioides" Entre los agonistas probamos la [D-Ala]-Leucina encefalina·, [D-Ala]-Metionina 

encefalina·, D-Pen, D-Pen-encefalina (agonistas del receptor B), [D-Ala2, N-Met-Phe4,GJy-OI]-

~ -Eri~~f~1iI1a• (DAGO agonista de los receptores tipo µ), Naloxona· (antagonista inespecífico), 
--· . ~ " . . - ' 

usoJ4s8-(agonista receptor K). Como antagonistas utilizamos la Flunaltrexamina (antagonista 

id~versible· del receptor µ) y la Nor-Binaltorfina dihidrocloruro (antagonista del receptor K). "' 
-- -, . 

Pro~edentes de Sigma'';Chemical Co., el resto fueron adquiridos a Research Biochemicals 

International. Para el ~~~'de estos fármacos en los experimentos se prepararon soluciones madre, 

las cuales se divitli~rri~i~~ alícuotas y se almacenaron a -2oºc. 

Adicionaline'nt~~e'IT~~ron otros fármacos: CdCh (bloqueador de los canales de calcio), cloruro 

de tetraetila¡l}oJ:li(>·~J.§'k):y 4-an1inopiridina (4-AP) (bloqueadores de los canales de K+). todos 
'- • ~'; - .: \ ~ '.: J '; •• -' ·;-. '~·,.·(·· • · •• ·,, • •• 

provenientesde Sigma Chemical Co. 

; . ~~rá lii di~óbÚ6ió~ s~ utilizaron las siguientes enzimas: papaína (Calbiochem-Novabiochem 

C~rp6~~tiorl) dtrlpsi~a y colagenasa (ambas de Sigma Chemical Co.). 

En todos los experimentos en que se aplicaron fármacos, se realizaron controles tales como 

estudiar el efecto de aplicar solución de Ringer, o aplicar el vehículo en que esta disuelto el 
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fármaco.ºP~iChi~·iinportÍtncia le dimos al control con Ringer en todos nuestros experimentos, 
- ..... ·¡. ' ,• 

,YªCI\Jt:::,eE~~~}í,~;i!§f~s ~11 sistema especializado en la detección de estímulos mecánicos, por ello, 

la' sola· atlic~cÍón/de la droga independientemente de cualquier efecto farmacológico puede 

constitUi~í;~k,·~:~f~~hlo mecánico que afecte la actividad de las neuronas aferentes. En todos 

nue~tro~f6~~eriíriehtos tuvimos este hecho bien presente y en los casos en que el sistema 

.res~o~di¿~¡~ ~~li~ación de la solución salina se busco posicionar el sistema de aplicación hasta 

asegtirar que no había respuestas mecánicas. En los experimentos de fijación de voltaje en células 

aisladas se realizaron también controles microperfundiendo solución salina. 

Inmunohistoquímica. 

Se decidió estudiar la presencia y distribución de péptidos opioides en el oído mediante el uso de 

técnicas inmunohistoquímicas. Para estos experimentos se usaron 18 ajolotes con un peso 

aproximado de 40±1 Og. Se trabajó con lotes de tres ajolotes. Los ajolotes se anestesiaron por 

inmersión en una solución al 0.1 % de ácido etil-ester 3 aminobenzoico durante aproximadamente 

15 minutos, comprobando que hubieran perdido el reflejo de enderezamiento como índice del 

nivel de anestesia. Posteriormente se les perfundió por vía intracardiaca con Ringer normal de 

anfibio hasta pasar 200 mi de solución. A continuación se procedió a fijar los animales, para lo 

que se perfundieron con una solución de paraformaldehído al 4% disuelto en solución 

amortiguadora de fosfatos O.IM con un pH de 7.4. 

La disección se realizó en una campana de extracción, en la forma ya descrita para obtener la 

preparación de vestíbu!C> ai~ladÓ,'fuanteniendo la preparación en la solución de parafonnaldehido 
. , :.· .. . .. ·,: ·'-· .··\: ¡~::~:.:.·--·~",_~<:.· - . 

al 4%; una yéz 'aish1d() elvestíbuIO se mantuvo durante 3 horas en la misma solución para su 

posfjj:~cióp. :;;;>¡,t1~~.~'~f; /'. , : . . . . . 
Posterl6~~rit~, par~ civit~ el dáño del tejido durante el proceso de congelación, se colocaron 
. - .. ,-¿",·- "-;:·\':' ·-· ':·· . .. 

las, prepfilacJ011és' éri soluciones con concentración creciente de sacarosa al 12%, 16% y 18% 

. durante~1'hi~no;,ni~di.iho~a en ~ada una de ellas; los tejidos se separaron en dos bloques, en el 
••••••• .•• ;.,, ....... -•••• 1.· ..... . 

pri~e~ bÍ~c¡~é s6 cortó el canal semicircular posterior el sáculo y la lagena; el otro bloque estuvo 

·rormado;p~r)os canales anterior y later~I y el utrículo. Los tejidos fueron incluidos en Tisutec™ 

·s¡;bre ~! portamuestras de un micróto~~. Una vez congelada la muestra, los tejidos se cortaron 

usando un crióstato (Leica Frigocut 2800). La temperatura de la cámara se mantuvo a -20° C; los 

tejidos se orientaron sobre la platina del micrótomo y se cortaron con un grosor de 15 a 20 µm. 
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Fueron recogi'cl~s'.e~',port:obj~io's·cubiertos con gelatina crornoalúrnina. Los portaobjetos para el 

·montaje de io~'¿~fibi~~,~~eJfu.arbn limpiándolos primeramente con alcohol, sumergiéndolos en 
, ·=.'.· .-,o_- - •-_--o_~;..o·-=---;c--;-·,=·'~\'~-',;_'_i;~c;-~;-c-- . .::·"';· --o,·- - -

una soluciónde'.cro~oalúlTiilla con gelatina y limpiándoles una de sus caras. Los portaobjetos se 

colocaron,verti~aíili~~lei~ áFdía siguiente se procedió a sumergirlos nuevamente en la misma 

solución y HITlbi~J~j¡misma cara, de esta forma el tejido se adhiere mejor a la superficie. 
: ... , '· .,, .... ·, ,' ... ¡:·:,~' ·' ... ,,, ;' ) 

. ""' Los Ycortes)Ú'ue~C>n')colocados en forma seriada en ocho portaobjetos para cada bloque, 

C>i:d¿n~cio'~h'1~~~;¡¡)~\::ercana al bisel los cortes procedentes del primer ajolote, en el centro del 
. ' - . . -1. 

segundÓ:y ·~ ()tib e~tr~mo los cortes del tercer ajolote: las diferentes laminillas fueron asignadas 

de'focila)~leJiri~ia. a los grupos problema y a los controles, de tal manera que quedaran 

·. dist~ibuiclos:iahto en el cubreobjetos en el que se realizarían las pruebas de inmunofluorescencia 

com~'e'i/1Js~dd~contioles, en los que se colocaría el anticuerpo primario preadsorbido o sólo el 
'· . -- : .. ·'''.;.O-:~~;': -- .. 

segündo'antí6uciirpo (fluoresceína conjugada con lgG de cabra anticonejo). -, .. ,,.,. ,_,., .. , -:<· 

·• ParadJs:;biJ~bas de inmunohistoquímica se utilizaron juegos de inmunofluorescencia con las 
·-- \."' 

siguÍbnt~~ ;;~:á'fÁ~terísticas: anticuerpos policlonales para Leu-encefalina (Kit No. IFK-8601), 

Dy~~friih;¡\{}~g: (Kit No. IFK-8697) y Beta-endorfinas (Kit No. IFK-8843) adquiridos en 

P'eninsÜla Laboratories Inc. En todos los casos se realizaron los siguientes controles: incubación 

con 'el anticuerpo primario preadsorbido e incubación únicamente con el segundo anticuerpo. 

Lás reacciones inmunohistoquímicas se desarrollaron de acuerdo con el siguiente protocolo: 
' . . 

a) El tejido se llevó a temperatura ambiente . 
. _ - -

b) Selavó el tejido 3 veces por 10 min con buffer fosfato salino con Tritón 100 0.3%. 

,. c) Se secaron los cortes. 

d)se bl~q~earon sitios de unión inespecíficos con 20 µI de suero fetal de caprino con Tritón 

X-1ob~1.'p.~%por 30 min. a 37º C en cámara húmeda . 

. · e) Nllévcimente se secaron los cortes. 

d Se apÚcarcm 2oó µl del anti suero primario hidratado con buffer fosfato adicionado con Tritón 

X-100 al 0.3% obteniendo una dilución final de 1 :400. Se realizaron los controles negativos 

descritos, por lo que en algunos portaobjetos se omitió uno u otro anticuerpo. 

g) Los cortes fueron incubados a 4ºC por 24 horas en la cámara húmeda. 

a) Los cortes se lavaron 3 veces por l O min con buffer fosfato con Tritón X-1 OO. 

b) Se eliminó el exceso de buffer fosfato de los cortes con papel absorbente. 

c) Se aplicaron 200 µl del anticuerpo secundario, en una concentración de 1 :100 diluido en buffer 
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fosfato co11frit~~ ~-iJoalC>.3%)' se incubaron los cortes a temperatura ambiente por 60 min en 

unctiartooscuro):if'.,.\tt:,ii;C.' ' ':' . 

d)LÓ~c~Ü~ffJ~~~ii-1~~~~~~·3 ve~es con buffer fosfato. 

e) Seeli~iriÓ.·eLe~éesoS:i~buffer fosfato y se cubrieron los portaobjetos con resina especial para 

fluor~s~~n~Í~,~~'ct1i~~i~ld (Vector Labs) . 
. . ,, ,.· .. · .. · \.'.;' ··,-·' · .... 

· ·LaSc-pfe~~iicf~ri~s se .observaron usando un microscopio equipado con un sistema de 
.. ~ .. '. i.: '.:'.' •' ;:: .~ · .. :,:' ·,: '·' .. -:. 

epifli.t'Óresfencia (Zeiss Axioplan). Debido a las características de los fluoróforos, se utilizó una 

. Já~para:de lllercurio HBO de 50 Watts, con filtro de excitación de 490 nm y de emisión a 520 
- - - . . 

-nin. Las preparaciones se fotografiaron usando el sistema de microfotografia del microscopio y 

'. película positiva de alta sensibilidad (Kodak Ektachrome 400). Para fines de impresión, las 

diapositivas se digitalizaron usando un scanner de alta resolución de 36 bits (Expression 836 XL, 

Epson). Las imágenes así adquiridas fueron convertidas a escala de grises usando el programa 

Adobe Photoshop 5.0. Para la impresión final de las imágenes se ajustaron el brillo y contraste y 

no se realizó ningún otro tipo de manipulación digital. Las imágenes fueron impresas usando una 

impresora con resolución de 1200 puntos por pulgada (Optra 1200B, Lexmark) en papel satinado 

especial para fotografia (Hewlett Packard). 

Un grupo de preparaciones fueron observadas en un microscopio confocal (Nikon)2
, haciendo 

cortes ópticos de 1 µm y las imágenes respectivas fueron digitalizadas mediante el sistema de 

adquisición de datos Metafluor (Nikon lmaging) en forma de archivos con formato TIF, los 

cuales fueron posteriormente manejados en el laboratorio de la misma forma que se describió 

anteriormente. 

Determinación de péptidos derivados de la procncefalina por radioinmunocnsayo (RIA) 

Estas determinaciones se realizaron en el Laboratorio de Bioquímica del Instituto de Fisiología 

de .. la BUAP en colaboración con el Dr. Osvaldo Vindrola y siguiendo procedimientos 

previamente establecidos en su laboratorio.3 

Se usaron ajolotes en estado larvario que se sacrificaron y se disecaron como previamente 

2 Agradecemos el apoyo de Técnica en Laboratorios SA de CV, representante en México de Nikon, quienes nos 
pem1itieron usar un microscopio de demostración para el análisis de estas muestras. 

Cabe esta aclaración particularmente por el hecho de que tanto el director de la tesis como el estudiante tenemos 
ambos una formación esencialmente como electrofisiólogos, por ende la colaboración y dirección del trabajo 
bioqulmico estuvo esencialmente a cargo del Dr. Osvaldo Vindrola quien cuenta con experiencia en este campo. 
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. r ., . ::_" .J~:._. - ;-:'.. :-\·~·~ . ,:;¿_~ ,· 
• descritd: EJfoído';inteinoYde.;fos ajolotes fue suspendido en 5 volúmenes de ácido acético 1 M 

conteniendo~o.fli~·\:d~ iiti:~'{~stejidos se hirvieron durante 15 min y se homogeneizaron por 3 

mi~·u~~~~~~hh'.~~/jgJ¡,;;~~te:.~o~ente, los homogenados se centrifugaron a una velocidad de 

18,000 ig.d~r'~tJ;r,í)i@:~ri:'una centrifuga preparativa Sorvall. El sobrenadante se almacenó en 
-··. · · ''."<: ':.: •. ·r,'c,· .. 

, tubos de polipfopilerio a ~20 ºC hasta su ulterior procesamiento. 

··. ~ .. ; --~~~;;¿~fj~g~~~Ll~- ::.-:¡~ 
CromizioÍ;iJJÚ~efiltración en gel 

Se usó ~~~l:~íumna de Sephadex G-50 equibrada con ácido acético 1 M y 50 mM e HCI. La 

coliimn~.;~;eluyó a una velocidad de 0.2 ml/min a temperatura ambiente. Se recolectaron 

f;ab'ciones de 3 mi las cuales fueron monitoreadas con un detector UV. En la cromatografia se 
. ·:-,·.:e' 

usar?n ,, los siguientes marcadores de peso molecular: hemocianina (Vo ), proencefalina 

b~~i~al -·77 (8.5 kDa), aprotinina (6,5 kDa), amidorfina (3.0 kDa), [Tir63]sinencefalina 63-70 

(1.0 kDa) y encefalina (0.5 kDa). 

Después de la separación de los péptidos presentes en el tejido, cada una de las fracciones 

fue sometida a digestión enzimática secuencial con la finalidad de romper los sitios dibásicos que 

delimitan a los péptidos activos y cuantificar la encefalina total (Padros et al., 1989; Saravia et 

al., 1993; Saravia et al., 1998). La digestión enzimática se realizó de forma secuencial con 

tripsina 20 µg/ml durante 16 hrs a 37 ºCal término de las cuales se inactivó la enzima por calor. 

Posteriormente, con el fin de remover el carboxi terminal de los péptidos, se agrego 

carboxipeptidasaB 0.1 mg/ml y se incubo durante lhr a 37 ºC. Finalmente la enzima se inactivo 

'por calor. 

Radioinmunoensayo (RIA) 

La inmunorreactividad a met-, leu- encefalina y sinencefalina total y libre fue determinada por 

RIA siguiendo el procedimiento descrito previamente por Vindrola (Vindrola y cols, 1998). Los 

antisueros utilizados tuvieron las siguientes ?aracterísticas: el antisuero para met-encefalina 
, ' 

reacciona 100% con met-encefalina oxidada, 0.3% con leu-encefalina y menos del O.O 1 % con la 

dinorfina met-encefalina-Arg (1-13), a, y y ¡3-endorfina. La sensibilidad del ensayo fue 0.06 

pmol, el ICso 4 fue de 0.24 pmol y el IC20
5 de 1.24 pmol (Rosete, 1999). El antisuero para 

4 IC50 cantidad de antígeno marcado que desplaza el 50% de antígeno no marcado. 
5 IC20 cantidad de antígeno marcado que desplaza el 20% de antígeno no marcado. 
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sinencefalih~'63i7o [Tl~~3] no mostró reactividad cruzada con met-encefalina, met-encefalina­

Arg,': met,:en~efaÚ~1i~Aig~}"en,. met-encefalina-Arg-Gli-Leu, leu-encefalina, peptido E y F, 

dinorfina~!~i~ó~'riay'tmétorfamida. Su sensibilidad fue 0.04 pmol, el IC50 fue de 0.17 pmol y 

e1IC2()'d~}0;7~\~~~¡i(R.J~ete, 1999). Finalmente, el antisuero para leu-encefalina (obtenido por 

Vindroia eri!'i9s4)'de~pliega una reactividad cruzada de 5.5% con met-encefalina, menos del 

0.01~ cb'lli'etS~~g~f~linaoxidada y 1.4% con la dinorfina (1-13). No presentó reactividad con a, 

y >)P~~~~&i:t~~;'·~~ sensibilidad fue 0.09 pmol, el ICso fue de 0.51 pmol y el IC20 de 3 pmol 

. CR0~61~91;9;r, ·· ... 
···Los resultados de las concentraciones en pg de la met-, leu-encefalina y sinencefalina 

inmunorreactivas (IR-leu, IR-met y IR-sinencefalina) obtenidos de la lectura en el contador 

gamma, fueron calculados en pmol/fracción. Los datos fueron graficados contra el número de 

fracción del corrimiento cromatográfico. 
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RESULTADOS 

Modulación de la descarga de neuronas aferentes vestibulares por agonistas y antagonistas 

de los receptores a opioides 

Al estudiar los efectos de Ja naloxona en concentraciones de l O nM a l mM, se encontró que 

produce un incremento de la frecuencia de descarga de las fibras aferentes vestibulares (n = 54), 

teniendo su máximo efecto a Ja concentración de l µM. La descarga basal de las neuronas 

aumenta hasta en 130% con respecto al control (Figura 14). Como se muestra en Ja figura 14 el 

efecto excitador de la naloxona es lento, llegando a su máximo aproximadamente 30 segundos 

después de aplicada la droga y con una duración mayor a los 8 minutos. A concentraciones 

··superiores de· I O µM a 1 mM el aumento en la frecuencia de descarga basal fue menor, siendo en 
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Figura 14. En estas gráficas se muestra el efecto de la naloxona sobre la frecuencia de descarga basal 
de las fibras aferentes vestibulares. En A y B, gráficas de frecuencia contra tiempo en las que luego de 
2 min de registro control se aplicó por microperfusión 20 µI de naloxona 1 µM. En A, la naloxona 
produjo un incremento de 130% en la descarga de las aferentes. En B, se eliminó el magnesio de la 
solución Ringer con que se perfundió la preparación. En este caso, la naloxona no produjo ningún 
efecto significativo. En C, curva dosis efecto de la acción de naloxona en las aferentes vestibulares. El 
efecto de naloxona tiene una dependencia no sigmoidea de la dosis; esto se debe probablemente a que 
es una antagonista inespecífico, con afinidad por los diversos tipos de receptores opioides (cada punto 
representa la media ±DS con unan mayor a 5 para cada punto). *=p>O.O 1, **=p>0.001. 
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este cas~ solo del 50%.La curva dosis efecto para'iJaloxo~a no mostrÓun efecto dependiente de 

Ja dosis, probablemente debido a que este antagonista se u~e a 101/tres tipos de receptores a 

opioides con diferente afinidad. 

Por razones ajenas a este trabajo, en algunos experimentos farmacológicos relacionados con el 

efecto de agonistas y antagonistas del glutamato, decidimos utilizar un Ringer que tenía como 

. amortiguador fosfatos y bicarbonato y en el cual se excluyó el Mg +<-. En esa serie experimental se 

estudió el efecto de naloxona observando que esta no tenía efecto. Esta observación nos llevó a 

estudiar la influencia de varios amortiguadores -HEPES, TRIS y fosfatos-bicarbonato- sobre la 

respuesta de las aferentes vestibulares. Encontramos que Jos diversos amortiguadores no ejercen 

ningún efecto significativo sobre Ja actividad basal y la respuesta de las aferentes vestibulares a 

los estímu.los mecánicos. Sin embargo, el análisis de los resultados nos sugirió la posibilidad de 

que ~LMg+<- estuviera influyendo significativamente tanto Ja actividad basal como la evocada de 

· ·· 11ls aferentes vestibulares. Es así como decidimos estudiar Ja influencia que, sobre las respuestas 

evocadas por aminoácidos excitadores (Vega y cols., 1990) y sobre la respuesta a la naloxona, 

t~riía el añadir este ion al Ringer. Se probó Ja naloxona en Ringer sin Mg+<-; en la figura 14 se 

muestran dos histogramas de frecuencia contra tiempo en los que se probó naloxona 1 µM, con y 

si.n • Mg ++; en el primer caso, se observó incremento sobre Ja frecuencia de descarga basal 

·. c~~sado por la naloxona; sin embargo al eliminar el Mg ++ del Ringer no encontramos efecto ante 

la apfü:ación de naloxona. Esta ausencia de efecto de la naloxona sobre las preparaciones, que se 
'"º' --· - " 

perfündiernn en Ringer sin Mg+<- fue un fenómeno consistente y reproducible a todas las 

concentraciones (Figura 14C) 

ReceptorO · 

Se sab~ que las encefalinas se unen con mayor afinidad al receptor 8; por este motivo 

decidimÜ,s. e~iudiar el efecto de Ja [D-ala2]~metionina-encefalina (DAME) y Ja [D-ala2]-Ieucina -

encefalina.(DALE), que son péptidos con una cierta selectividad por el receptor 8. Con Ja DALE 
:·.•.:)" 

(n :=c.43):en concentraciones de 0.1 nM a 10 mM se encontró un efecto bifásico muy débil: en 

· C(),ncentraciones menores de 0.1 µM se produjó una disminución de hasta el 25% de Ja descarga 

basal; en concentraciones mayores a 0.1 µM el DALE aumentó Ja frecuencia de descarga en un 

25%. En contraste, el DAME (n = 35) produjo el efecto contrario: a bajas dosis, menores 0.1 µM, 
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incrementó lifcl~~9arga de las aferentes vestibulares hasta un 50%, y a concentraciones mayores a 

i O µ~,:cdi~füi~yy§)1~tá 50 % la descarga basal de las fibras aferentes. 

Para ai:1~>~~6ci'uadamente el papel funcional del receptor o en el sistema vestibular 
,, - ,. , ... -.. -,. ,, .... }' , 

decidimos':ÍltiÜia'.f{agÓiii~tas y antagonistas más específicos de este receptor, escogimos a la D­

peri' D~¡:ié~~~~~;rJ}¡'ri:a'.(n~"= 31) como agonista y al naltrindole (n = 23) como antagonista. Ambas -.... ·"'-~ "· .... ~, .. ' '~ 

. dragas se~i~b'~~J~1~dS6'riceritraciones de 1 nM a 1 o mM. Para todo el rango de concentraciones . . _:,, . , '~':>. .. . t ' •• 

utili~das;P'~sticir<li'.6glisz~{;'ITIC>clificaron significativamente la frecuencia de descarga basal ni la 

evocada 111¿dáJi~~~hi~;~~ I~ fibras aferentes vestibulares (Figura 15). 
"'~-' -.. ·-- .- - -.; - -
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Figura 15. Efecto de D-pen D-pen-encefalina y naltrindole. En A y 8, gráficas de frecuencia contra 
tiempo de la descarga de las fibras aferentes vestibulares. Después de dos minutos de control se 
probaron las drogas. En A, la aplicación de D-pen 0-pen-encefalina 0.1 µM. En B, la aplicación de 
naltrindole 0.1 µM. En ambos casos se puede observar que no hubo un cambio significativo de la 
frecuencia de descarga control. En C, gráficas dosis-efecto para ambos fármacos. Se puede observar 
que a ninguna de las concentraciones utilizadas los agonistas y antagonistas del receptor o producen 
cambios significativos sobre la descarga de las aferentes vestibulares (cada punto representa la media 
±SD con unan mayor a 5 para cada punto). 
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Receptorµ· 

El [D-Aia2,N-Met-Phe4,Giy-Ol]-Encefalina (DAGO, agonista del receptorµ) se estudió en un 

total de 42 preparaciones en concentraciones de 0.1 nM a 0.1 O µM. El DAGO incrementó la 

frecuencia ·de descarga de .. las· aferentes vestibulares, alcanzando el máximo efecto a una 

concentración de 1 O µM, que produjo hasta un 190% de incremento de la frecuencia con respecto 

al control. EIDAGO tuvo,un efecto excitatorio que fue significativo desde 0.1 nM. La CEso para 

esta sustancia fue de· L3 'nM. El efecto excitador del DAGO alcanzó su máximo alrededor de un 

minuto después de su aplicación y fue de larga duración alcanzando en algunas preparaciones la 

hasta más de 1 O minutos (Figura 16). 

La funaltrexamina (funa) que es un antagonista específico no reversible del receptor µ, se 

probó en concentraciones de 1 O nM a l O µM (n = 23), el efecto de este antagonista se estudio 
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Figura 16. Acción del DAGO sobre la descarga de las aferentes vestibulares. En A y 8, gráficas de 
frecuencia contra tiempo que muestran el efecto típico del DAGO sobre la descarga de las aferentes 
vestibulares. Se puede observar que el efecto excitador del DAGO alcanzó su máximo alrededor de un 
minuto después de su aplicación y fue de larga duración, llegando en algunas preparaciones hasta más 
de 1 O minutos. En C, curva dosis-efecto para el DAGO, se puede observar que a partir de 0.1 nM tuvo 
un efecto excitador significativo, con una CEso de 1.3 nM. Para concentraciones mayores a 1 µM el 
efecto excitador del DAGO decrece (cada punto representa la media ±SO con unan mayor a 5 para 
cada punto). *=p>0.01, **=p>0.001. 
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tanto .. ~obr~ Wtc1~~g~k~;.:~sporitáhe~ coino err su ~apacidad. para antagonizar el efecto provocado 
. - ... ' . ·-~~- '. - ..--;·:·~· ' ·. .. ' 

~?~;~~~~!~~~~~~~¡~¡~~J¡~¡d2~n un 90% la de~wga espon~ea de I~ 
fibras.afel"entes,vestib~lares;t1c?n•l111ª.~~Isó~•3.7~rvf'Su.efecto aparece después de 3 minutos de 

administra~~\i~::i~~~~;f :~~~~~'.~~~it.~•f·W~?~~~i~l~~nte reversibl~ y aun después de una hora d~ 
lavado~de, l~i,prepru:ac1~~1:co~i,Rmger+•normal; la. frecuencia de descarga no se recupero 

.. · ~:f ~~~~f ¡~~Ji~f~:~Ífil~~i~:~¡¡:d;::~~::::'~"m:: ~:,0~,~;.6~º::: 
·baño ydosmi~Dtg~"d~~ptÍés ~e ~plicó DAGO por microperfusión, se eliminó totalmente el efecto 

provoc~~c/~~?f>fdbt~to a Q¡~ como a 10 µM. La acción antagonista de la tlunaltrexamina 

sobre las respuestas provocadas por el DAGO fue dependiente de la concentración (Figura 17). 
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Figura 17. Acción de la funaltrexamina (funa) sobre la descarga de las aferentes vestibulares. En A, 
efecto producido por la aplicación de un pulso de 20 µI de DAGO IOµM. En B, se perfundió la 
preparación con funa 1 µM, la cual produjo una ligera disminución ::::10% de la descarga basal. 
Luego de dos minutos se aplicaron 20 µI de DAGO. En C. se repitió una maniobra semejante, pero 
en este caso se perfundió funa 1 O µM. En ambos casos se observa que la aplicación previa de funa 
en el baño disminuye claramente la respuesta inducida por el DAGO. En D, curva dosis-efecto para 
funa tanto sobre la descarga espontánea corno sobre el efecto evocado por DAGO. Funa fue capaz 
de disminuir hasta en un 75% la descarga espontánea de las fibras aferentes vestibulares, con una 
Clso= 3.7 µM, y el incremento sobre la descarga basal causado por la aplicación de DAGO 10 µM 

TESIS CON 
f·;: :·.r A DE ORIGEN 53 



23/04/2002 '' Rosario Vega 

Recepíor ,.,, , 

l]s!lJ1d2AU50~88. (ago.nistadel receptor K) en concentraciones del nM a IOµM, encontramos 

que produce urlá disminución de hasta el 95% enJa frecuencia de la descarga basal de las fibras 

aferentes vestibul~es (n'·~ 34),,con una· Clso··· de 40 llM.·Elefecto -máximo de este agonista se 
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Figura 18. Acción del agonista K U50488 sobre la actividad eléctrica de las aferentes vestibulares. En 
A y B, gráficas de frecuencia contra tiempo que muestran el efecto inhibidor típico del U50488 en 
concentraciones de 0.1 y 1 ¡tM sobre la actividad basal. El efecto máximo de este agonista se alcanza 
después de 10 minutos y dura más de 20 minutos. En C, gráficas de frecuencia contra tiempo que 
muestran el efecto del U50488 en concentraciones de 0.1 µM sobre la actividad basal y la evocada por 
estímulos sinusoidales (línea gris bajo la gráfica). En O, curva dosis-efecto para el U50488. Puede 
observarse la notable potencia inhibitoria de este fármaco que, a concentración de 1 O nM, produjo ya 
un efecto significativo (cada punto representa la media ±SD n>S para cada punto). ** = p > 0.001 
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.. alcarizó~e~~~¡~ ele l O minutos de administrada esta droga y duró más de 20 minutos; en algunos 

. cascís no;se'~~cllpéró la descarga basal aun después de una hora de lavado (Figura 18). La acción 

cil::uso188~fü~ ~stadísticamente significativa desde concentraciones de 10 nM. El U50488 no 

soláinente inhibe la actividad basal de las aferentes vestibulares, sino que igualmente bloquea la 

respuesta a estímulos mecánicos (Figura 180). 

: La Nor-binaltorfimina (antagonista del receptor ic) se probó en concentraciones de 1 O nM a 

100 µM (n ,;,, 32); esta droga incrementó hasta en un 200% la frecuencia de descarga de las fibras 

aferentes vestibulares con respecto al control con una CEso = 5 µM. El efecto máximo se logró 

con una conce~traq~ón de l 00 µM; el incremento en la descarga basal se alcanzó en los primeros 

segundos despÚés de administrada la droga y persistió por lo menos 8 minutos (Figura 1 9). 
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Figura 19. La acción de la Nor-binaltorfimina (Nor-bin) se probó en concentraciones de 1 O nM a 
100 µM (n=32). Esta droga produjo un efecto excitador potente, tal como se muestra en A y B. A 
concentración de 1 O µM, Nor-bin produjo un incremento con respecto al control de 250% en la 
frecuencia de descarga de las fibras aferentes vestibulares. Su efecto alcanzó el máximo alrededor de 
1 min luego de la microaplicación y tuvo una duración cercana a los 8 min. En C, curva dosis-efecto 
para la Nor-bin. Se encontró una relación ligeramente sigmoidea que no muestra saturación del efecto 
a las concentraciones máximas usadas en este trabajo (cada punto representa la media ±SD con una n 
mayor a 5 para cada punto). *=p>O.O 1, **=p>0.001. 

,. ·--._:,·. -=~----

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

55 



23/0412002 Rosario Vega 

Sensibilización aguda 

Con el fin de profundizar en el significado funcional de los receptores a opioides en el sistema 

vestibular, decidimos estudiar si es factible que la preparación del oído interno aislado fuera 

sensibilizada a los.péptidos opioides por la administración sostenida de un antagonista durante 

un periodo de .30.:rnin. Se ha demostrado que estos fenómenos de sensibilización son un 

indicador• altaTerúe , confiable de la participación de receptores opioides en diversas 

preparacrciri=~~~%~~i¡;sa que eLfenómeno de sensibilización constituye uno de los mecanismos 
.- :: .'_::':·::'.-,,_::.:;·,::)~::.:'.·~·,_:·Y'·:·:·~:~'.:~:<:/.'/_:_.---.>:::· -_ : ··: .·. . . :··:-~. 

que origitjánJa:~ep~11d,enpia física (Adams y H()ltzrn~n, .1990 a, b ). 

~E,~ci;!~~~~~¡~~~;~!~'.í~€M.~~.igV,;·~lli~·s·~l{~~~D·~}~~ú~~·foTtJ~U2~;,l µM por 30 minutos redujo la 
actividad ;basát'e1iiun!:20%:;sinúncidificar'sigmficativamente .su respuesta ante los estímulos 

• ;·· -~~- ! -_ -:--.\~:,.·::;'.~7~,,~-'.~:~:~f~-t~;;.,~(?·;f.~{11:~·t!:~~;_ ·:r\.'~J:!.. ::'.{;";~'.~:--:J~--;- _.-:~\5<.:'< ~~~:.,.,r> r:>·. i -.. ~:r ;· : .. ·'.:.':' -.,·_ .~, '. .. · . 
mecánip~s·'.~i!J,úeg~·déiJWminutc)s'.clé pérfüsión con él DALE a 0.1 µM se aplica naloxona, se 

.. enp~·~nt~~~~~~;1~:;~~~f#~~:si,S~~~~·~~~.'.ú,H'i~.~: presenta un incremento del 300% sobre la respuesta 
·control, indi§an·do,qu~·1a:p'erfiisión,del agonista opioide produce una sensibilización del sistema 

ante el ~~t¡gÜ~i~t~'(Fi~~/riiQ}; . . . . 
_.. • e. ' ~ 
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Figura 20. Estudio de la sensibilización de los receptores a opiodes. En A, la aplicación de 20 µI de 
naloxona 1 µM incrementó en un 75% la frecuencia de descarga basal, posteriormente se perfundió la 
preparación durante 30 minutos con D-ala Leu-encefalina. En B, se puede observar un decremento del 
20%. de la descarga basal durante la perfusión con DALE; inmediatamente después del lavado se probó 
nuevamente la naloxona 1 µM y se observó que el efecto sobre la frecuencia de descarga evocado por la 
aplicación de naloxona se incrementó 300% en amplitud y aumentó significativamente su duración . 
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Interacciones con antagonistas colinérgicos. 

A fin de definir si los péptidos opioides actúan a nivel de las neuronas eferentes modificando la 

liberación del neurotransmisor, se estudió el efecto que tiene la perfusión de antagonistas 

colinérgicos sobre Ja respuesta evocada por Ja naloxona. Para ésto se hizo un control inicial en el 

que se observó el efecto de la aplicación de 20 µI de naloxona 100 µM; posteriormente se 

perfundieron Ja d-tubocurarina y Ja atropina como antagonistas colinérgicos nicotínico y 

muscarinico respectivamente. La aplicación de atropina en el baño en concentración de 100 µM y 

de d-tubocurarina .en concentración 100 µM (n = 4) no modificó significativamente la acción 

excitadora de la naloxona (Figura 21). Debido a que ambas drogas anticolinérgicas no tuvieron 

conjuntamente efecto significativo, no se estudiaron de manera individual. 

Experimentos de fijación de voltaje 

Con el fin de tratar de definir el sitio de' acc.ión de los péptidos opioides, decidimos analizar sus 

efectos sobre las corrientes iónicas en -.C:élulas ciliadas aisladas. Para ello hemos realizado 

experimentos de fijación de voltaje en 31 O células ciliadas aisladas de las crestas de Jos canales 

semicirculares del oído interno del ajolote. Para aislar las células del neuroepitelio del oído 

interno utilizamos enzimas que producen una digestión parcial del tejido. Las primeras 200 

células se obtuvieron utilizando papaína 0.25 mg/ml, Jo cual nos permitió aislar células en buenas 

condiciones a juzgar por su apariencia en el microscopio y por la amplitud de sus corrientes. Sin 

embargo, el uso de papaina para la disociación de estas células ha sido cuestionado por otros 

grupos de investigación, y en nuestro laboratorio hemos encontrado que la papaína hace 

desaparecer completamente Ja actividad basal y Ja evocada por estimulación mecánica del 

sistema. Por lo que decidimos cambiar Ja enzima por colagenasa 0.1 mg/ml y tripsina 1 mg/ml 

metodología que nos ha pern1itido aislar de fornm sistemática células ciliadas en buenas 

condiciones. 

Características e/ectrofisiológicas y morfología de las células ciliadas 

· En.nuest~Ó; e~perimentos encontramos que a pesar de existir en nuestra preparación solo células 

ciliada~HpoH, morfológicamente se pueden diferenciar claramente dos tipos de células ciliadas: 

en forma de ánfora y cilíndricas. El tamaño de estas células varió desde 757 hasta 1787 µm 2
, con 

una media de 1275 ± 240 µm2
• 
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Figura 21. Estudio de las interacciones de los péptidos opioides y agonistas colinérgicos. En A, efecto 
de la naloxona (20 µI) sobre la descarga basal y la provocada por estímulos mecánicos (barra negra). 
Luego de la aplicación de naloxona 1 OOµM se observa un incremento de la frecuencia basal y un 
ligero aumento de la respuesta a los estímulos mecánicos. En 8, luego de 1 O minutos de perfusión con 
atropina 1 OOµM en el baño (puede observarse que la atropina per se no produce ningún efecto 
significativo), se aplican nuevamente 20µ1 de naloxona IOOµM. En C, se perfundió la preparación con 
atropina 100 µM y d-tubocurarina 100 µM y nuevamente se probó el efecto de naloxona 1 OOµM. 
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Figu'ra 22. Valores de la capacitancia medida en 50 células. En la parte superior los resultados 
corresponden a células con forma de ánfora y en la inferior a las cilíndricas. En ambos casos los 
puntos negros corresponden al cálculo de la capacitancia con base en el área de la célula, y los puntos 
blancos al valor obtenido al abrir la célula y pasar a la configuración de célula completa en la fijación 
de voltaje. Las líneas representan un ajuste de regresión lineal a los valores. Para las gráficas los datos 
se ordenaron de menor a mayor usando como criterio su capacitancia morfológica. 

La capacitancia de las células ciliadas medida eléctricamente varió entre 9.67 y 28.34 pF, con 

una media de 16.79 ± 4.32 pF (n = 50), resultando 30% mayor que la calculada por el área de 

membrana de las células (Figura 22). Es claro que por la medición morfológica estamos 

subestimando la capaCitancia erí:Ün' valor constante, pensamos que este valor corresponde a la 
:;..--.';,,- ., ,_ .. 

capacitancia que confribuy~'.'eíili'iik/<l~ éilios y que no estamos evaluando en las microfotografias. 

En relación . córi~·la~}c~~~bi~Bi'iic~s de las corrientes iónicas no encontramos ninguna 
' . -. -:. '· 5~ ',~\'?~_;:~< ~ ·_::,~ ~-~:: ·:;'.:,~;_;- -~ ~-~~f::~.~ ~ 

correlación significáti\;ay'sfstehiáti~a entre el tipo de corrientes o su magnitud, y la forma de las 

células ciliadas. Por esta razón, las corrientes iónicas de las células ciliadas se analizaron sin 

hacer referencia a la forma de las células y se presentan todas agrupadas. 

-.:._:.--,~· --
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Corrientes iónicas dependientes de voltaje en las células ciliadas 

Hemos encontrado que al igual que en otras células ciliadas, en estas dominan las corrientes 

salientes de potasio. Tal como se ha reportado en otros sistemas, no hemos encontrado en 

nuestras células ninguna evidencia que sugiera la existencia de corrientes entrantes de Na+. Las 

corrientes salientes que hemos podido identificar en nuestras células son: la corriente rectificante 

de salida tardía tipo IK.DR, la corriente transitoria de salida tipo IK.A· la corriente de K+ 

dependiente de ca++, IK,Ca. 

Respecto a las corrientes, entrantes hemos encontrado una corriente de Ca++ tipo Ica,L. de 

alto umbral que no se inactiva una corriente de Ca++ de bajo umbral con inactivación 

(probablemente de tipo R o T, aunque no hemos realizado aún una caracterización que nos 

permita definirlo) y, en el 60% de las células, hemos identificado un rectificador de entrada con 

activación rápida IK,IR 

IK,DR: Esta corriente se encuentra presente en todas las células registradas hasta ahora por 

nosotros. Para estudiar el rectificador retardado se utilizaron métodos farmacológicos y 

electrofisiológicos con resta de corrientes. En el primer caso, se usaron datos provenientes de 

preparaciones en las que se perfundió con 4-AP y Cd++ o Cd++ y TEA. En el segundo caso, las 

corrientes obtenidas con protocolos de fijación de voltaje con un potencial de retención de -30 

m V y pulsos crecientes de 10 .m V dc;:sde -100 hasta 40 m V con una duración de 400 ms, se 

restaron de protocolos;en.los que·seievocaron las corrientes de la misma manera, pero con 

poienciá(de retención cle-ioó.l'n'\1. Estos procedimientos permitieron distinguir la IK.A de la IK DR 

(Figura 23)l.E~~lrajo(6!e,;I~)~EifoaciÓn de la IK.oR es más rápida que lo descrito para la r~na 
, • ,'§ • .'"- :-;.,;··,,:··;·:~" ::·.:-'.,, :-:.··~·'.~··;,:,"..~··,; ~:;'.'":"'' • . ~ ·.·>·· 

(Russo, MarcoÍti Y:Prigioni, .1996) y la corriente llega al máximo de amplitud de entre 3 y 7 ms 
'. • . , ·' .J.··' . ~.,-, .-.. > ... ·, ·' '" • .'. ~ ' • • • 

con una .. •m = 1.p3 B. 0.81 ms (n = 50), medida desde -40 a 50 m V, ya que la :rm activación para 

IK,DR no mostró dependencia de voltaje. La IK.DR se activa entre los 50 y 60 mV y su amplitud es 

dependiente del voltaje. Tal como se ha descrito para la rana (Russo, Marcotti y Prigioni, 1996), 

en el ajolote esta corriente presenta también una inactivación muy lenta cuya cinética se ajusta a 

una :r > 250 ms. La corriente puede ajustarse adecuadamente con una ecuación de Hodgkin y 

Huxley (1952 a,b), en la que 

':: i . 
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Figura 23. Corrientes salientes en células ciliadas aisladas. En A, la IK,DR se obtuvo como la 
diferencia entre la corriente control menos la corriente que permanece luego de la aplicación de 
TEA 1 mM en el baño. Esta corriente se activa lentamente con una 't = 1.03 a 0.81 ms (n = 50) y no 
presenta inactivación o ésta es muy lenta (> 250 ms). La corriente transitoria de salida IK,A es la 
corriente que permanece ante la aplicación de TEA en presencia de Cd++. Esta corriente tiene una 
activación rápida ('t = 0.91 a 0.67 ms entre 10 y 50 mV) y su inactivación puede ser rápida o lenta 
('tm < 60 ms o> 100 ms). En B y C, curva corriente-voltaje para la IK,DR e IK,A al valor máximo de la 
corriente y al final (350 ms) del pulso de prueba. 

Im1 = iinnn4 (v -EK); en el ajolote g DR = 32.5 nS. Similar a la conductancia descrita en células 

ciliadas tipo JI aisladas del utrículo del ratón (Rüsch y cols. 1998). En nuestras condiciones 

experimentales 

RT ([K1) · E¡¡ =-In ---- ; en el ajolote[K].· 0 =3.5 mM y [K]; = 140 mM EK=-90 mV 
. zF. [K1 . . . . . . 

La .IK.oR en el ajolote, es . altamente sensible a tetraetilamonio (TEA), se bloquea 

completamente por T.Ef\º} nirvi> 

11<,A! Para estudiar la co~iente transitoria de salida se utilizaron protocolos de fijación de voltaje 

con un potencial de retención de -100 mV y se dieron pulsos crecientes similares a los aplicados 

para el estudio de IK,oR; a las corrientes evocadas con este protocolo se les restó en una misma 
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célula las ~drri~~i~~;?btellidas·con p~tencialdereteil¿iÓn~de -30 m V, de acuerdo a lo descrito por 

::~;1~~'.~i~~~-~f ~:~~~~~,~;~":1ru ';o:~;:.~:,~·:u:d~:,.::~: 
las corrieritésde'¡)ota8io Ij¿i)R'e'XJK:.A;(Figurá23}!'Alperfundir 20µ1 de TEA 1 mM se elimina la 

.'···,-···\' '\··:;;:,~;\:;:>.:\·~_ .. :''.'::~~-:?:·:·<-:Ht:; <;.,:_: .. · .. •. ·:: ':::. ' ·,· ·-- .. · 
corrierite IK~ii/de'esta:Joñna;:1a corriente restante es IK A y la sustracción de la corriente control 

.: . .:·: .·' -·~··'<'"} :!:;,.;'._ ': ~+:: ·::·.~:.:.:.'-; '-<~>~-:~-~:,._.,., ,.·.: ·.::;: :;· ~ 
.con Ringercori ~<lt'.'Y.ia ~oí-riente restante corresponde a IK.DR (Figura 23). 
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t-'igura 24. Corriente transitoria de salida 1K:A· Si bien esta corriente fue muy prommente en algunas 
células, en el 22% no se encontró. En A, registro de corriente en una célula que muestra una IK,A típica 
en una célula en que se aplicó Cd++ y TEA, con lo cual se obtiene IK.A· En el recuadro se muestra la 
secuencia de pulsos de voltaje que evoca la· córriente. En 8, curvas de activación e inactivación en 
función del voltaje. En C, se grafica la 't de activación; IK,A tuvo una activación rápida con una 't = 

0.91 a 0.67 ms (de 20 a SO mV). En O, se grafica la 't de inactivación, en el 80% de las células se 
observó una inactivación rápida con una 'tpromcdio = 33.S ± 2.8 ms; en el 20% de las células la 
inactivación fue lenta con una 'tpromcdio= 130.9 ± 8.1 ms. 

En nuestros experimentos encontramos que la corriente IK.A es muy prominente. Se encuentra 

presente en el 78% de las células ciliadas de una muestra con n = 50. Al igual que se ha descrito 
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par~''la;rliii'a.c(Nc)fris ycols., 1992), distinguimos~dos'tipos'éfo Ik.A: ambas tienen una activación 

J"ápicla Ó()n.Üná .. ;; 0.91 a 0.67 ms (entre 10 y somv)/i:ii cinética de activación de esta corriente 

muestra una·ctara dependencia de voltaje, como pt.Íedé apreciarse en la figura 24 C. La diferencia 

eritie estas corrientes es su inactivación ya que una es rápida con una •promedio= 33.5 ±2.8 mV con 

A 
4 

~3 

~ 
Ql 

"E2 
Ql 

"E 
o 

(.) 
1 

o 

o 

e 

• l 

-20 

100 200 300 400 

Voltaje (mV) 

i; ACTIVACION 
f(x) =a . exp(-b x) 
a= 0.7, b = 0.013 

o 20 40 
Voltaje (mV) 

T 

B 

o o 

D 

-20 

70 

35 

U> 
E, 
o m 
.5 .... 

Voltaje (mV) 

i; INACTIVACION 

t 

v,,.=46 mV 
S= 1.8 

o 20 40 
Voltaje (mV) 

Figura 25. Corriente de potasio dependiente de calcio, IK.Ca· Para obtener datos acerca de esta 
corriente se perfundió la preparación con un Ringer con CdCli 0.5 mM. En A, se muestra la k.ca 
obtenida restando la corriente resistente a Cd++ de la corriente control. Si bien este protocolo elimina 
también la corriente entrante de Ca++, ésta, por su magnitud y características, influye de forma casi 
lineal en la apariencia de IK.C•· En B, curva corriente-voltaje, al pico (círculos llenos) y a los 350 ms 
(círculos vacíos) para la IK.C•· En C y D, gráfica la i; de activación e inactivación de la corriente 
contra el voltaje para la IK.ca , se observa una dependencia compleja del voltaje para ambas 
contantes de tiempo. 
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- - - . . -· . 

un ningo dé SS.Í~ 2 L8 y una conductancia de 32 nS. C~.ecl~cla ~ara pulsos que van de -100 m V a 

+40 In V), y se ~nclientra en el 80% de Ja células que pr~~e~Íán IK,A; y el otro tipo tiene una 
- --- -.--,~- ~.:=----. -, ,°"'-=-="-:-,...-=:--~,,--- -- ·,- ·• C C"> •• P-:C:.•--7_•-. --• . 

. cinéticad~jllactivación lenta con •promedio = 130.~±;s) ms y un valor de 100.6 ms para pulsos 

de ~{oo)aV40rhV; se encuentra en un 20% de 18i células. Ambas corrientes tienen una 

dependenCia de voltaje semejante (Figura 24 B), se activan entre -70 y -60 mV, por Jo que 

presentan una activación a potenciales más negativos que Jos descritos para la IK,A en las 

neuronas de moluscos (Connor y Stevens 1971 a,b). Desde el punto de vista farmacológico, esta 
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Figura 26. Corrie.nte rectificante de entrada. En A, registro en la configuración de célula completa de una 
célula ciliada proveniente de los canales semicirculares del axolotl. El registro fue obtenido con un 
V11 = ~60 mV'y pulsos hiperpolarizantes de -130 a -70 mV. Se puede identificar claramente un componente 
de corriente entr~nte (gK,IR) que se activa muy rápidamente y que presenta una inactivación parcial también 
rápida. En B, gráfica de la t de activación de la corriente contra el voltaje. Se observa una clara 
dependencia del voltaje. En C, curva corriente contra voltaje para la corriente entrante (n = 30). 
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corriente es _sehsible a 4-amino-piridina 4.:.¡\p). eri nuestro caso la corriente IK,A se bloqueó con 

1 mMdé4AP~· 

.·.·La· corrienté Ii(;Á, Con· una cinéti.ca de inactivación rápida puede modelarse con la siguiente 

I ,,~ iA~h(v-é~);en el ajolote gA = 44.59 nS. 

A B 
20 

o 

~ 
Voltaje (mV) 
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Figura 27. Corriente de Ca++ lea· Para obtener datos acerca de esta corriente es necesario bloquear 
todas las otras corrientes presentes en las células ciliadas. En A, se muestra el registro de le •. En B, 
gráfica corriente-voltaje para le •• en nuestros experimentos encontramos que esta corriente se activa a 
un potencial cercano a los -40 mV llegando al máximo entre -20 y-lOmV, y no presenta inactivación 
a lo largo del pulso de prueba. En C, registro de la corriente a diferentes tiempos ésta mostró un 
incremento durante los primeros minutos. después de 1 O minutos de registro disminuye su tamaño 
hasta que desaparece. En D, gráfica de la amplitud máxima de la corriente a diferentes tiempos. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

65 



._ .. ' Rosario Vega 

---,_·, -·~;.-:--.,· ·--~.--!~:~,.- ,·_-.~-~"{_,_;.i~:~:i_·~-~-- ,-),;~<- _·:~i_ ;:-·-~-. ,=,:-1 dm -m ·_;, m -j> .. ,.;-_ 2-,'_-~---.~:.~>~; ;~:~·;::-.~-·. · · · , • 
La emética de.act1vac1ón·es ·-=~--;·en'el'aJolote la constante macroscop1ca •m =0.91 a 

:-· 
· • ·· ... e•· di Tm 

o.67.~;.::(af!i;o.aSO mV).La •de la inactivación de.JA depende de voltaje (Figura 24 D); sin 

emb!lrg6 ~kra la •¿6rriente con inactivación rápida varió en un rango estrecho, por lo que puede 

muy bl~~/¿onsiderarse independiente del voltaje. La inactivación lenta en estado estable es 
. - ;-_.·_ :,< -~' 

... dependiente de voltaje, en el ajolote se ajusta con una ecuación de Boltzman (entre -100 a 50 

mV) con una V 112 = -66.5 mV. (Figura 24). 

IK,ca: Para el estudio de esta corriente se utilizó un protocolo de pulsos que partiendo de un 

potencial de retención de -85 m V aplica pulsos de -100 a +50 m V con incrementos de 1 O m V por 

pulso y con duración de 400 ms. Para distinguir la IK,ca se bloqueó la corriente de Ca++ utilizando 

CdCh 0.5mM y se efectuó la resta de la corriente control menos la corriente evocada en 

presencia de CdCh. El resultado de la resta corresponde a la Ik.Ca (figura 25 A). Esta corriente se 

activa a potenciales más positivos que -60 mV, tiene una activación rápida con una 

'tpro;.;edio= 0.67 ±0.06, rango de 0.87 a 0.33 y se inactiva parcialmente a un nivel estacionario con 

una 'tpromcdio = 46.7 ±5.1 ms, rango de 85.8 a 22.9 ms (Figura 25). 

IK,1R: La corriente rectificante de entrada se buscó en un total de 50 células usando un protocolo 

de fi}a6ióÜ·a~ ~oltaje con un potencial de retención de -60 mV y pulsos de -130 a 35 mV con 
., .. , , ·-;=;e-_•. ·--

incrementos de 15 mV y una duración de 380 ms; se encontró en el 60 % de este grupo de 

células .. La corriente se activa a potenciales más negativos que el potencial de membrana, su 

activación es muy rápida con una 'tpromedio = 0.19 ±0.02 ms, con un rango de 0.25 a 0.12; en el 

80 % de las células en que se registró esta corriente no presentó inactivación, y en el 20 % de las 

células registradas encontramos que, para pulsos de voltaje que van de -60 a -130 mV, tuvo una 

inactivación lenta con una •m = 59.3 ms (Figura 26). 

lea: Para el estudio de la corriente de calcio, se bloquearon las corrientes salientes mediante laso 

sustitución de potasio por cesio, así como el uso de TEA 18 mM y sodio 63 mM en la solución 

extracelular para incrementar la corriente de calcio se agregaron 4.5 mM de bario (ver tabla II). 

El protocolo de estimulación tuvo un potencial de retención de -60 m V, y se dieron pulsos 

crecientes desde -70 a 50 m V, con una duración de 200 ms. En estas condiciones encontramos 
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una ~orriente de calcio'C)ue se aetiva ent~e".:s<i)i :4.s''illv;· con' un~'·e:'iriéiiC~ muy rápida •m 
··. ~ 3.(±0.6 ms {tnédida' para\puJsJ"s ~nir~.~2o'y~IO ~V);:~alores a los que tiene su magnitud 

máxima (Figura'27 A'9'~):: s~·'estü~i~r~N·1ó~·~~fubÍos'en' la magnitud de la lea. ya que se ha 

f:~;~¡~~ilf f illillf il!t~:.:!:~~==:::::::::~::::;: 
-:··,'.· .. -?:~ ~-.: .·:.·· -: ... _·,~{~;i~_.·\·r <"·; ·;;i . .;(·,;::;>;~. \,. 

·,.': "' ,:·!'<~:~'.-. ·, 

ÁcCión de'.ligoniSiasi:ipioides sobfe'.'cofrientes iónicas en células ciliadas 

En el cas~ de las células ciliadas ~isladas sólo se probaron Jos agonistas de los receptores a 
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Figura 28. Registros de las.corrientes evocadas en tres células diferentes, con un Vh= -80 mV y un 
pulso a 30 m V con duración de 400 ms. En A, se observa el registro de la corriente en condiciones 
control y ante la aplicación de naloxona 0.01 mM. En B, registro control y la aplicación de D-pen­
D-pen O.O 1 mM. En C, control y aplicación de DAGO O.O 1 mM. En D, curva dosis efecto de las 
corrientes evocadas en células ciliadas para DAGO y D-pen-D-pen (n > 3 para cada punto), como se 
muestra en la figura, no oótuvimos cambios significativos en las corrientes con los agonistas de los 
rPr.PntnrP.~ 11 v 1'i 
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opioides :CD".\,GO~~;t¿504,88}Y, D:-pen-D-pen), ya que los antagonistas por si solos no tendrían 

efecto,.est~·s~:~~llfirhó~taplicar_naloxona y no encontrar cambios en las corrientes de estas 

-~él~la~{FÍ;:;~;~\:t):;e-~;do a que, al separar las células del epitelio pierden su inervación, y 
·. ','_: ''_._-. ' · .. ,<... ' ~;_;_:~·::.: , .. :·· 

: por tanto_ la iilflllellcia de posibles agonistas endógenos. 
' , ... _ ... : · ... -:·' .,_ ·. '.~:. - - ~~--·:o.; , .. 

Probamo;{el/efecto de a la D-pen-D-pen-encefalina (agonista 6), sobre las corrientes totales 
<" ,·-. -.---, 

evocadasipor~;Vóltaje, en concentraciones de 10 µm a JO nM (n = 3, para cada punto). No se 

enéomró ningún cambio significativo en la corriente de retención ni en las corrientes dependiente 

de voltaje con ninguna de las concentraciones (Figura 28 B, D). 

En los experimentos realizados para probar la presencia del receptor µ en las membranas de 

A4 e 100 
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Figura 29. El U50488, agonista del receptor K, disminuyó significativamente la magnitud de las 
_corrientes evocadas por voltaje en las células ciliadas aisladas. En A, registro de la corriente evocada 
con Vh = -80 mV, y un pulso hasta 30 mV durante 400 ms, en condiciones control, durante la 
aplicación de U50488 0.1 µM y luego del lavado. En B, gráfica de la corriente al pico contra el 
voltaje en las condiciones antes mencionadas. En C, curva del efecto de la aplicación de U50488 en 
concentraciones de JO pM a JO µM (n > 3 excepto JO pM, n = 2). , 1 
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.·. 

··· céiulas,iÍli~Í:Í¡s,~í11~~I~s·:cié16sc'~naI6ssemicirculares, se estudió el efecto de DAGO (agonistaµ) 

. f ~!~~f f lillltlliii:;~J;¡~f :?:E=::::,::::~:~.:~:::~~··· 
_ EL. U50488l(agoni:sfacf) :'se"probó~en,~cóncentra~iores de 1 O pM a 1 O µM (n > 3 para cada 

i~:i:~~~~1~i,~w~~~t(tt~tf ~~:::::=~~::'.;~::~::~::::~~:= 
caracterizadaipor~úna':dismirili'cióri•.:inicfaL seguida por una fase de meseta para concentraciones 

.'. .. ,;. '-;~{:/; ::.;,~:{::,;·J"·~::;{: •J5~~,i·:·'?~t:·::t.:;f~:;--t~~~}~~i-~~-t";~¡::~;:~~-?~:·.~:}}'.>:;:.''.·:... ,· 
que van de 1.0 i'tyi:a:19··µ~;ma~teni~~dose con una reducción de las corrientes cercana al 55% . 

. Para co~~·e~t~~~iori¡e~:tj,·a;6:~~{(1ÓµM) I~ reducción en las corrientes llegó hasta el 60%. 

Con~¡ fl~ d~Ji~~~;x¡~~/~¡ ~~i~~~f-¿6!6.se lleva a cabo a través de unión específica a receptores a 
·',:· .. ,_;, ··: ·.{:::::·' ·'.:~:t:'.:'·,~~·J:C:).rf/;::;\~/~\·:_. __ {,~ :,:!· (!·t~·:: .. >·,_:: .· 

opioides, reálizam6s experiinenfos'en los que se agregó naloxona 1 OµM al Ringer, y se perfundio 
· ··. :_ --:.~: . i .~::·'.·. :.::'f ~-··--':. :-~t.:J·:Y:;>. ~:.':;_·~~: ;;¡ .. ,~.-;·.::'.:(~~~:::.·~'·: . : : , .. : . ... ':'.·\ 

a las célúlás di.irarite.IO·miriütos con'esta solución; en estas condiciones, se micropérfuridio el 
- (,.:~t·:,:,;.. ,' ~-· -··-';·:· '.-· '._,,- ,-.·: - , . 

U50488 ~ la rJ:;áxima:concfentraciÓn (JO µM, n = 4). La naloxona bloqueo coniplet~~ente la 

·. acció~ il1iii!Ji<l~;;,"c1~1 :.Uscfass:: úüi~~mente en un caso persistió un ngerc>·:t?~¿h16 inÍiibidor no 

signific~tiv~ d~1 üso48s· (É.igura3o);> · 
- . : _.-' . '.' . -· :· · .. '.. ,:-· . ,~".; .. _ .. ··~':- ,, :·:_r .:.<· -

Para definir el tÍpo'Je c~rri~nt¿ que se bloquea con el U50488 y con la hipótesis de que se 

trata de una cori:iente.d~ p~t~;ió'te:ii~i\da por calcio, decidimos estudiar el efecto del U50488 
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Figura 30. Se muestran registros en dos células en las que se bloquearon los receptores a opioides con 
naloxona 1 µM en la perfusión, y se microperfundió el U50488 a la máxima concentración ( 1 O µM, 
n = 4). En A, se muestra que la naloxona bloqueó completamente la acción inhibidora del U50488. En 
B, único caso en que persistió un ligero efecto inhibidor no significativo del U50488. 
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·. ~ua~doiJa;pr~paración se ha prefundido previamente con Ringer adicionado con 0.5 mM de 

.C::hC:::d{J:;;U:~_!1"t:.bl()queó Iac:ot:ri_enté de Ca++ y su efecto apareció en las corrientes salientes como 

una.dismi~~ció~ d~ las mismas debido a que, secundariamente al bloqueo de la lea. desaparece la 

IK.~a(FigJr~)is)~'.En.estas condiciones estudiamos el efecto del U50488 10 µM (n = 6) y 

encontramos que su efecto sobre las corrientes salientes se anula totalmente a pesar de que, en 
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Figura 31 .. En A, se muestra el registro control de la lea. y la disminución causada por la microperfusión de 
U50488 I nM,.y la recuperación después del lavado (n = 4). En B, gráfica de la corriente 100 contra el voltaje 
en condiciones control y en presencia del agonista K, 1 nM. En C, curso temporal del efecto del U50488 
IOnM sobre la corriente de calcio (micropcrfusión de U50488 indicada por la barra gris). En D, curva 
concentración efecto para el U50488 sobre la corriente de calcio. 
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estos experlméhtos se le usó a la máxima concentración (Figúra 31, A). Para'\::C>iToborar que el 

efe_cto df!I .lJ50488 se debe a la inhibición de la corriente de Ca++ y a la disminución s'ecundaria 
--- - -----·-·----,-·- -- -

de la IK,ea, .decidimos registrar la len y estudiar la acción del U50488 sobre ella. Para registrar la 

Iéa se'UtiliiÓ.Úí;~·oIÜci6n.'cc)ri¡a~~yCs~. de forma que se bloquearon, teóricamente, todas las 

corrient~s ~icÍpt~.':l,~)1:c~:i:se ~cintü~ierori las células con potencial de retención de -80 m V y se 

dié;~n ptll~~~·~¡~¿i~ii'i~~·;~~~?d~ _·7(j hasta 50 mV con duración de 200 ms. En estas condiciones 

observam~s a la corriente<de calcio y agregamos por microperfusión el agonista K. Encontramos 

que a concentración de 0.1 µM (n = 3) el U50488 bloquea completamente la lea (Figura 31 B, C). 

Inmunohistoquímica 

Para estos experimentos se usaron 18 ajolotes con un peso aproximado de 40 ±20g. En los 

primeros seis ajolotes se utilizó el anticuerpo primario diluido 1 :200; ésto nos dio sin embargo, 

mucha fluorescencia de fondo, lo que no nos permitió interpretar los resultados. En el resto de 

experimentos se diluyó al anticuerpo primario 1 :400; esta última concentración dio mejores 

resultados; con esta concentración no encontramos fluorescencia en los controles cuando se 

probó un solo anticuerpo (el primario o el secundario), ni cuando se utilizaron con el anticuerpo 

preadsorbido. 

fJ-endorfina 

Se seleccionaron I~ met-encefalina y la dinorfina 1-8 debido a que estos 

como ligandos endógenos de los receptores µ, o, K, 

respectivrimente~ Encontrarifos
1 

i~inunorreactividad a una substancia del tipo de la 13-endorfina en 

las fibras· quein6rv~nilos~pit~lios sensoriales del sistema vestibular del ajolote. Observamos 

marca en cuerpos celulares con ramificaciones que parecerían ser neuronas en la cercanía de las 

crestas de los canales semicirculares, y en los nervios que inervan la mácula del utrículo (Figura 

32). Observamos además fluorescencia en muchas de las fibras que inervan a los epitelios 

sensoriales, y en las células que conforman las máculas (células de sostén y sensoriales), y un 

marcado puntilleo rodeando las células ciliadas de la región central del epitelio sensorial de las 

crestas de los canales semicirculares (Figura 32 B,D). Algunas células del ganglio del VIII par 

(ganglio de Scarpa) muestran una marca muy clara, a nivel del cuerpo celular y de la 
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prolongación periférica de las neuronas (Figura 33). Los controles con el anticuerpo 

preadsorbido o eliminando el primer anticuerpo fueron todos negativos. 

Figura 32. Fotografias de la inmunorreactividad a P-cndorfina. En A, cresta de un canal semicircular 
en el que se observa un puntilleo circundando la parte basolateral de las células ciliadas (flechas). En 
B, corte del nervio vestibular; cerca del canal semicircular se observa una célula y su ramificación 
claramente marcada (flecha). En C, corte del nervio que inerva la mácula utricular en el que se 
observan dos fibras marcadas (flechas). En D, marca fluorescente en cuerpos celulares (flechas) en la 
cercanía de las crestas de los canales semicirculares. 
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Figura 33. Fotografía de microscopía confocal de células a nivel del ganglio del VIII par 
(ganglio de Scarpa) que muestra una clara marca a ¡3-cndorfina, tanto en el cuerpo celular como 
en la prolongación periférica de las neuronas. Corte de 20 µm y análisis cada 1 µm. En A a D se 
muestran cortes ópticos seriados que van de 11 al 14 µm. Los controles con el anticuerpo 
preadsorbido fueron negativos. 
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Encefalinas 

Cuando probamos el anticuerpo a encefalinas encontramos una marca difusa poco intensa tanto 
= . _--_,- - ~~ i ='-;= 7 ;_- =---' . - .- . -

en los epitelios sensoriales como en las fibras nerviosas (Figura 34). La fluorescencia se observó 

tambiéri ~ii'e!epiteÚo no sensorial que conforma la estructura del sistema vestibular, lo que hace 

dificilla i~teI"pretación de los resultados; no obstante, el control con el anticuerpo preabsorvido 

no dio. ni~guna fluorescencia (Figura 34 D), lo que no nos indicaría la unión específica del 

anticuerpo a una substancia similar a las encefalinas que se encuentra en la mayoría de los tejidos 

que forman el sistema vestibular del ajolote. Estos resultados concuerdan con los reportados en 

otras especies tanto por inmunohistoquímica como por cromatografia, ya que las encefalinas se 

han localizado en el vestíbulo de varias especies animales (Fex y Altschuler, 1981, 1985; 

Hoffman y cols., 1983, 1984, 1985; Eybalin y cols., 1983, 1984, l 985a, l 985b; I-loffman, 1986). 

Figura 34. Inmunorreactividad a met-encefalina. Encontramos una marca difusa tenue, tanto en los 
epitelios sensoriales como en las fibras nerviosas. En A, microfotografia de la cresta del canal en el 
que se aprecia marca tanto en las células ciliadas como en las de sostén y en las estructuras que 
conforman el canal. En B,._ corte longitudinal del canal en el que aparece marca fluorescente en la 
zona sensorial, el nervio que lo inerva y las células estructurales. En C, microfotografia con menor 
aumento en la que se observa marca en todas las estructuras que conforman el canal. En D, control 
con el anticuerpo preadsorbido; en este caso no hay ninguna marca. 
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Dinorfinas 

En las pruebas re~Íizadas con el anticuerpo contra dinorfinas encontramos inmunorreactividad a 

este tipo de sustanbi~s.en:el ~istema.vestibular del ajolote. En nÜ6stros experimentos observamos 

un marc~do puntiiíe~,~~~,Í~·~;~~i~'~e los c~riales semicirculares, en la parte cercana al epitelio 
.· .: :,~;·: ·:,·1·.··i: .. ::,;c;·~i·¿:~~<~·~A\;:)t:~11r\:-F./~~2:.;.;:!:~:.;~,·-->··., -. ..··:.., .,· , .. '.= ·.· •. 

sensorial, Circimdando alas.céliiláS ciliadas (Figura 35 A y B). Observamos también marca en 

algunas de las fibras que inervan las crestas de !Os canales· semicirculares y las máculas del 

utrículo y del sáculo (Figura 35 C y D). Al igual que con los otros anticuerpos, en este caso los 

controles con el anticuerpo preadsorbido y omitiéndolo fueron negativos. 

Figura 35. Microfotografías de la inmunorrcactividad a dinorfina 1-8. En A y B, se observa un 
marcado puntilleo en las crestas de los canales semicirculares. En C, cresta de un canal en el que se 
observa marca fluorescente alrededor de las células sensoriales. En D, fibras que inervan la mácula 
utricular en la región cercana a las células ciliadas; se puede ver cómo se bifurca el nervio; al lado 
derecho del nervio se ve el epitelio. 
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Contenido de péptidos derivados de la proencefalina en el vestíbulo 

Para determinar la proporción entre precursores conteniendo met- y leu-encefalina y productos de 

bajo peso molecular, se usaron 40 ajolotes cuyos vestíbulos se dividieron en tres lotes. Los 

extractos de tejido fueron estudiados antes (met y leu libres) y después de la digestión enzimática 

secuencial con tripsina y carboxipeptidasa B (met- y leu- totales). Adicionalmente se uso un 

anticuerpo contra sinencefalina para caracterizar los precursores. 

·No se encontraron datos de que en el oído interno del ajolote exista leu-encefalina libre. El 

cromatograma mostró que toda la marca para la leu-encefalina esta ubicada en precursores de alto 

peso molecular y que no existe Jeu-encefalina libre (Figura 36). 

Vo 8.5 6.5 3.0 1.0 0.5 kDa 
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Figura 36. Perfil cromatográfico de materiales inmunorreactivos a leu-encefalina. Prácticamente toda la 
leu-encefalina se encuentra en forma no procesada en precursores de alto peso molecular (Vo). Las puntas 
de flecha indican la posición donde eluyen los marcadores de peso molecular. Los resultados de expresan 
en pmol /fracción. 

La met7encefálina fue claramente detectable en forma libre y representó el 14% del total (6.71 

±0.30 pmo)l mg proteína) (Figure 37), indicando que los tejidos que conforman el vestíbulo del 

ajolote son capaces de hacer el procesamiento post-translacional de la molécula de la 
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:prC>encefalina para dar origén a la met-encefaÚna libr~. El contenido de sinencef~lina total fue de 

· .0.31 ±0.01 pmol / mg proteina y esta molécula no se encontró en forma libre (Tabla 111). 

en el oído interno del ajolote. Los datos se 

Sinencefalina 
Total 
0.31 
0.31 
0.30. 

,; 

:<. . " . .. . • .. ,ir{t L : , . . 
La inmunorreactividad a los péptidos conteniendo méi"." y leu-encefalina en los tejidos del 

vestíbulo fue caracterizada mediante c;Jill~fa~/itt~ÚRpbf ,• fi'itración en gel. La cromatografia 

seguida del ~studio de la ·inmÚnori'ea2~j~~~c{;~::~eti y leu-encefalina mostró como ya 
·. '.. " - . . : :: :.·J. -'~ .... ,_';:. ' , . : 

mencionamos, que en el caso de Ia.ÍeÜ~enC:ef~Iiná'se detecta inmunorreactividad únicamente en 

precurs~res de alto peso molecular. ,En ~(Q~~ dela met-encefalina, se encontró la presencia de 

. precursores de alto peso molecular)' de pépfidos inmunorreactivos de 1.0 y 0.5 kDa (Figura 38). 

Los materiales que eluyen en la posición que corresponde al estandar de 0.5 kDa corresponden al 

peso molecular de la encefalina~ en tanto el pico a 1 kDa corresponde a algún péptido no 

identificado. 
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Figura 37. Péptidos conteniendo met-encefalina en el oído del ajolote. Los homogenados fueron 
sometidos a tratamiento enzimático para determinar los péptidos totales y libres. Los resultados 
representan la media± desviación estandar de 3 experimentos. 
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Figura 38. Perfil cromatográfico de materiales que resultaron inmunorreactivos a met-encefalina. La 
mayor parte de la inmunorreactividad a met-encefalina se encuentra en forma no procesada (Vo). Se 
detectan claramente dos peptidos de bajo peso molecular (1 y 0.5 kDa) que corresponden a un 
péptido no identificado y a la met-encefalina libre. Las puntas de flechas indican la posición en que 
eluyen los marcadores de peso molecular. 
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DISCUSIÓN 

Los resultadoS.de est6·trabajo demuestran que la actividad de las fibras aferentes·C}u~.inervan el·· 

sistema•vestibu1ar e~'regl11a<l~ iJor receptores ª opioides; 8~ttJsexp~rime~t6~ f~ércm r~alikdos en 
' . . -, . ' - . ~ . . . ' ". -, , . . ' -- .. / . : '· ' . . ' . "' . . -

•. , ·.: ·-··. -. ·-:, , .-: , • ·.-·: ; "'·- ." . -. .' .• . . :, e . ·' ,~-. ;,, _-._ .. , ,,_, _, .. · ~:!~: . , ., . . . ·- . ·. ·- , · .. 
el ajolote,·. el •. cual sólo posee .células;•tipodI,<pór;i'Jó Aüetlos. receptores a opioides iestarían 

~;::t~:m=~~:':~:d:~¡'~~~~~i:Li~fc::: ~11:: ~"l:"f::::::' ~: 
irununorreactividad a péptidos opi;ld;~:~~·,~¡\jf¡j()~~~¡~~~ del ajolote. 

Ncurofarmacología 

En las dos últimas décadas, los agonistas y antagonistas de los receptores a los péptidos opioides 

se han usado ampliamente como~ sondas para definir las funciones específicas de los distintos 

subtipos de receptores a opiáceos: En este trabajo hemos utilizado los agonistas y antagonistas 

que parecían más adecuados por sus características de relación potencia, selectividad,: estabilidad 
. ·:·._ .. : .' 

y disponibilidad.·· 

Cabe destacar . que) continuamente se están desarrollando nuevos fármacos, con diversas 

cualidades (Bryant' y -cols., · 1998), hecho que hace casi imposible estar al día eff el tipo de 

fármacos que se enipleán. Sin embargo pensarnos que, en este sentido, más vale mantener una 

actitud conservadora, ·y usar los fármacos que son más conocidos y para los cuales existen 

evidencias stificiérites 'de sus características. 
: .. '.· .--·'.·· ' 

:_:::~::::; ·: .- (f'i,:r-_;:/; ... -· 

Órgano ai;l~'ct()i" '.··<o;,,l 
El que la apÜcaC:iÓn· d~ naloxc.ina tenga un efecto per se sobre la actividad aferente indica que, en 

el órgan6 ai~~~clo, ~xi~té un'."tono encefalinérgico". Con base en nuestros experimentos pensamos 

.. que es muy probable que.receptores de tipo µ participen en la respuesta evocada por el DAGO . 

. El hechó de qu~ la.~alÓ~Jri,a/que es un antagonista inespecífico de los receptores opioides, tenga 

un efecto similar al d~I 'PAGO, agonista del receptor µ, de que el U-50488 produzca un efecto 

inhibitorio contrario ~Len~~ntr~do con las otras drogas (DAGO y naloxona), nos hacen pensar en 

que probablemente exista una doble modulación por receptores a opioides: una excitatoria 

mediada través de receptores de tipo µ y una inhibitoria mediada por receptores K. 
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En lcis sistemas'. m~úronales que usan neuropéptidos es común que exista esta doble 

moduli:i'c~ón~:~?.j~:qll~ l1~ grupo de receptores actúa como inhibidor y otro como excitador. Tal es 

el caso esbicífif~:ci~,Ía médula espinal, el núcleo acumbens y el hipocampo, sitios en donde los 

receptOreiµi~e' l<id~lizan típicamente sobre neuronas GABAérgicas y los K sobre otros elementos 
,, ·.--;· . "i~! 

neuronales eje,i·c:iendo acciones antagónicas (Pan, 1998) . 

.. ·. ·S~br~~'~t~l~ri;~~te trabajo el que hayamos logrado producir un fenómeno de sensibilización en 
- ' ' ... ,.,.,, ".-·. -· ·;· ~' 

el bídc/ai~l~cf&\ih"vitro. La sensibilización es uno de los procesos fundamentales en la adicción a 

I~~ o~i~i~~~:)'~ij:;echo de que se produzca en el órgano aislado es una evidencia fuerte en el 

senticÍd d~'qi.(e·~~Ísten receptores a opioides en el oído interno del ajolote. El experimento que 
- ': ,-· :.; ··,·"::"'.,:;··c-::.·:,~·>.'._,.,.:..;•.·.O.:..; 

realizáinos.;prodú'ce una forma de deprivación para el sistema, ya que la naloxona termina 
. . .y -, : , .: ~ »-_ -·.' .: , ': '.' ,• :!. ,._; .!"~ 

b~uscfilrie~te,;,$~K~ia acción del agonista. Un proceso de sensibilización similar -in vitro- se 

corio~¿·<lcifa~'.h~~~años en la preparación de músculo longitudinal y plexo mientérico del cobayo 
.'," ·- ' ~:~: . '-

(Martilly~cols;_l982). Al igual que en nuestra preparación, cuando esta preparación se somete a 
·-.-· ... ~.-" : .. : ':'.":, . ! 

· 'pel'fiisióri.;c~oritfoua con morfina (desde 1 hasta 24 horas), se produce un cambio significativo en 
- • .:._ , '.> • ·,\'.; ·¡ ~ ' . 

·. la ·rbspll~sta a un estímulo tetanizante. Este fenómeno pueden involucrar modificaciones en el 

;;núciiel"d_~~-rece¡Jtores o en la actividad de segundos mensajeros; no existe evidencia de que el 

in6~eaj~.~t8. 'e#Ia .respuesta del sistema a péptidos opioides pueda involucrar cambios en la 

·afinidad clk%ceptor. Como sea, este tipo de sucesos están en la base de muchos fenómenos 
•,••• ,' Ll' • ,!.'.,'~' ·e·,-.;~-: .:::c. ' :~ • 

ad~ptati~6~ ci<~1~úi 989) .. 
• • • - ·~ • ,r,; ___ -<-.. c;··,.,c;-,,__;,'· ::.-:·-,' • · 

E~ di~~~~Ó~'.t~~baj6s-~6 ha propuesto que la sensibilización de los receptores a opioides se 

relacio;!lá{6;C>~-~;~bi~s ,~ignificativos en el sistema que media la producción de AMP cíclico 

·. (Naka~~;a y ~~1{ i'9~9), ~sí como en la síntesis de los receptores a opioides (Vechiola y cols., 

1999)~,Se·.h~-d~;ribs~iado' que, en células en que se han transfectado y expresan genes para el 
.. ' . ·. -, ,·.> 

. receptor K~Y para proteínas G (quimeras con subunidades a;2 y aq), la sensibilización se produce 

únié:arrierlté en aquellas células que expresan los receptores a opioides y la subunidad a;2 de las 

proteinas G (Nakagawa y cols., 1999). Estos resultados indican que el proceso de sensibilización 

es altagiente específico. 

La dependencia del efecto de la naloxona de la concentración extracelular de Mg++, nos parece 
. . 

un '11allazg() ~igniflcativo, aunque fue estrictamente resultado de la serendipia,. No conocemos 

otros trabajos de tipo electrofisiológico o farmacológico en que se haya estudiado este fenómeno 

y no parece haber una explicación simple para el mismo. Las bajas concentraciones de Mg ++ en el 
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báñopueéien;·iilteiferircfrUi"l amplio espectro de reacciones eriziináticasf-procesosdependientes 

de fosforiláélÓt'l~~·y~~~ú¿;~stei~n es un importante cofactor. de varias'. fosforÜ~~ (El-Behery .y 
- -- ------_o_--_;-o..;,_.,--_...,._-_,!;. ~--·......-, __ ,_,-,-.,------- --. ---

Puil, 199o)::oe i::l'io:~e~üita qu~ una posibilidad obvia es que el mecánisino responsable de este 
... -. ,': ' ·-·.: ,.:- - .~< ;;:;_:,':. ·.;i,_:(., ·. ·, ' 

fenómeno'•esté.refadoníldo~con' Ia5 respuestas secundarias a la activación de los receptores a 

opioides/iya qu~: é~tos{~e• encuentran acoplados a proteínas G y a cascadas de segundos 

me~sajera's -~~é 11-e~in a'iiiliibición de la adenilato ciclasa. Por ello es, particularmente relevante 

· el hechcí ~ue Já aciet'lilato di~lasa es una enzima dependiente de Ja concentración de Mg ++ (Borasio 

y cols:; l 9S9): ., . -· .. ',,.·,,,:.,-.. 

Otras posibles explicacÚ:>ries de este hallazgo pueden relacionarse con los siguientes 

. mecanismos:::Í)·q~{.~J~rb;~j~~'.6cincentración de Mg++ extracelular favorezca un estado de alta 

afirild~d •dé :'.i;j~}r~~~~~~~~~f;·' opi~ides; ii) que la disminución en la concentración de Mg ++ .. . ,· ., - ' ' '. ·--,.. '-' .: "'~::<,·\,,· '-- ...... ·• 
exiracelulárip~eé:l~{C:runbiai.Ja expresión de receptores a opioides. En este sentido, se ha 

én~ontr~~~·tj~~;,¡~SGxl'IóJ·'de fMet-Leu-[3H]Phe aumenta en función de la concentración de Mg++ 

debidd'~ .~riH~i:(Jfu~~to .en el número total de receptores (Grierschik y cols., 1989); iii) los 

cambios e~ la ¿~~6'ériiración de Mg ++ pueden modificar de forma significativa diversos procesos 

dependientes '<l~.:t~~~ tales como la propia corriente de Ca++ relacionada con la liberación de 
. . . ~: . .. -· ' 

neurotransmisor .. :~,r¡::;• 

Se ha demostra'élo;que el Mg++ extracelular tiene un importante papel de regulación en la 

respuesta de ri~~t,6~~--.fieoco_rticales a la ACh y al GABA (El-Beheiry y Puil, 1990). En estos 
'.:,-,· -·~.~ "l_·,-.. -.;¡_;_5:.' 

sistemas,_fos efoctc?s".deACh_y GABA se deprimen de forma dependiente de la concentración 
"' .. ,. )' ::;.,:¡:_¡:<"' ' 

extracelular,;de:l\i1g><,de manera semejante a lo que hemos encontrado que sucede con las 

respuestas ~Ja'ri~I~xona en las aferentes vestibulares. 

El q~~Í~;~~lo~ona presente una curva dosis efecto compleja y no sigmoidal apoya la idea de 

que, ed"1a r~~puesta a los opioides, participan varios tipos de receptores con diferentes afinidades 

por,este.agerite y cada uno con efectos característicos sobre el sistema vestibular. Nuestros 
. ; >-:" ·. '.:.:-: 
resultadosiridican que los receptores de tipo K ejercen un fuerte efecto inhibidor en tanto que los 

·, .. , ,, 

µejercen.una influencia excitadora sobre el sistema. Cuando iniciamos este trabajo usamos dos 

agonist~s relativamente inespecíficos la [D-ala2]-metionina-encefalina (DAME) y la [D-ala2
]­

leucina-encefalin!l (DALE) ambos con mayor selectividad por los receptores o que para los otros 

tipos de receptores a opioides. Inicialmente los probamos a concentraciones en el rango de 

0.1 nM a 10 mM (DALE n = 43 y DAME n = 35); encontramos que ambos presentan efectos 
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bifásicos;~efD.Á.LEfiiihibidor.fa~bájas concentraciones y, excitador de mayores a 0.1 µM; en 
, ... '·· ··:_.:·:· .• ,/.:·.,.· :>. ·~:.>;•:'.<·f:,.,<· :~ .'·<.,, .• · :. 

cam!Ji_o ele Db-ME~és "~xcita<lór a bajas concentraciones y a concentraciones mayores de 1 o µM 

procluce~~'idi~~0ri~i<)~ ~e hast~ 50 % de la descarga basal de las fibras aferentes. Así entonces, 

cuandor~'l'i~:tci;~~i~~fecta mayormente a los receptores K SU efecto es inhibidor y a la inversa 

cuaridoaféC,t~ iios µ. Igualmente, la curva dosis efecto de la naloxona sugiere que a bajas dosis 

•- -- --~-- se liga áún;receptor que normalmente produce inhibición -probablemente el receptor K- y a altas 

·· dÓ~i;·j~~'.reheptor que normalmente produce excitación. De hecho, este tipo de curvas bifásicas 
.. ," - ," ,., __ . • ·.::_·'.?' ··:· ' .. -

füé uiiC>' '<lé los elementos que llevó a proponer la existencia de varios subtipos de receptores a 
o ,_-_. '-:-:.--··;·· 

opioides {Martin y cols., 1976; Martin, 1984) . 

. -· Recofd~fuos que la selectividad es siempre relativa a la concentración y que a altas 

concentraciones, por ejemplo la morfina, es capaz de ligarse a todos los subtipos de receptores a 

opioides. Pensamos que esto mismo sucede en el caso del DAGO, que tiene un claro efecto 

excitador-desde concentraciones de 0.1 nM hasta 100 µM, en tanto que para concentraciones 

mayores de 1 mM, su efecto disminuye indicando que, probablemente, a estas concentraciones 

afecta' tllmbién a' los réceptores tipo K, lo que determinaria una disminución de su acción 

e~ei;adora: Seha demostrado'qu'e~lreceptor µ hiperpolariza a las neuronas de las láminas 1y11 

de la méd~1~ espiii~i;-~i~g¡~ti~~{i~· ;~spuestas evocadas por glutamato en el núcleo supraóptico, 
:>., ... <. ·-"·?: ;i:--< __ ,> /:; __ ·_<;:. :<T~ ~:::~~i_::_::\!.~~~-<'-',i,·:\r··--:~~--·· ,_ ::< 

pero 'rio•modificá'~l}erecto (Iélj{GAB,A,:;.·Por otro lado, el DAGO es capaz de disminuir la 
-· . -. -.. :·· -· -· .:, .. ~. :;r~::---.. ~-::_;·,··>>_.-., ~.-, ... ::.:t-':·:./:::-·•:~-)._.. :.~,.-_-~:.·,¡<'.:. :;· . :<-·'· 

liberaéión'de'gIÜtamátoy'(}íffiAien·sináptosomas de la corteza cerebral y en el núcleo central de 
. -_ -. ", -, .. - -- : '·· -··. -· -.,--; -.-~ "':·'· ,,;1:: ·;-:;-:,:-··-";;;>-·. :-::--·. 

la amígcf~fa; debidó ii· ,la cÜ~tTiinu¿iÓkde Ía corriente de calcio en la neurona presináptica; además, 

el DAGO Ú1odifici:truh~iél1.',l~s1~éoirientes de calcio en el hipocampo y consecuentemente la 
_,_ -••• - • - ' •-:~-:·V r--- -- -

respuesta al NMDk Porotroff~cl() en el asta dorsal de la médula espinal, la morfina aumenta la 

secreción de CCK (Ligh~:;~!;'b~J~';/1999; Sbrenna y cols., 1999; Przewlocki y cols., 1999; 

Gustafsson y cols:, 1999; Pi~k'¿Jf Colago, 1999; Piepponen y cols., 1999), proponiendose en este 
. ·:. "''..,.,, - .-~ 

caso que el cambio "ell.' ik\;~¿;pU~sta se debe a modificaciones en segundos mensajeros que 

requieren de calcio inii-~célti1a:r: 
·.-·. ';.-;', 

Los resultados obtenidos usando agonistas y antagonistas de receptores 8 (D-Pen D-Pen­

encefalina y naltriridole), indican claramente que este tipo de receptores no se encuentra en la 

periferia vestibular o que, si existen, no tienen un papel relevante en la generación de la actividad 

basal ni en la respuesta a los estímulos mecánicos en las neuronas aferentes vestibulares. A nivel 

del sistema nervioso central,· se ha reportado que el receptor 8 incrementa la liberación en la 
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' .·:o; . .·· ; 

corteza; de colicistoqlliniria(CCK) previniendo la'Ciisminucióirde ésfa~éspués de la aplicación 

prolongada de·· mC>rtin~; Éh lbs ganglios basales IC>s' aili~~oiist~ de .;este r~ceptor aumentan la 
. : ':·< ·.· ··.·><:.:;,·: .·,··~··::·;·::--. ,·-~,-<· ··~.,_:~ _.: 

liberación de glutamato y aspartato,. se ha demostrado: que, el::glutamato y las encefalinas se 
< ,_,' ·'' '· 

encuentran en las mismas terminales y se. h~ ¡;ib¡)JestoiqJi5Gfr~~~ptóie~ éstanan interactuando. 
:_. ~!,:.·-.;~ .. --·; \:_;,;_.-<:_~--:-· ·:;·.~;· ,~-;{~:.-;:,_·:~i~-J~-~~·;\.1.:},~.<_;~,r=:;<!J·~·-·.\~;,'-;::(>-,;~ _::.:;:'..-::;· .- .-' : . 

Por otro lado, en rebanadas de:corteza'e~ ,deLreceptor.cS,·;p-ll?n-D-pen-encefalina disminuye la 

liberación de A Ch:( Becker y 6~i~ .• ::2ooo;Lri~~~~i{;~'~d,~·I~i?~i'9§~;;,ti~ ~~ckstaele y cols., 2000; 
. -~: _', _:· 

.·:.~.: ... _.'=Jfr·-.--·:· ~-.i-'·. ·:·-Yo u y col s., 1999; Feiierstein · t 998). 

Por atraparte, la acción de los agonistas y antagórÚstas del receptor K (U-50488 y la Nor­

binaltrofimina) indican claramente que este receptor e.súi relacionado con procesos que producen 

una fuerte inhibición de la descarga de las neuro~as aferentes vestibulares. Los estudios de los 

efectos de los agonistas y antagonistas del receptor µ (DAGO y funaltrexamina) indican que este 

receptor está acoplado a procesos que llevan a un·aumenfo en la excitabilidad de las neuronas 
·. ;,,;•x.:=·: -- . ... . . 

aferentes vestibulares. En conjunto, estos resultados'.apulltan ento~ces idm control dual por parte 
. <::·f (i:i~~;-:\:,i~;~~'.. ::.·<>:::·: ' .:_·_:, ~":....... . ~, . 

de los péptidos opioides sobre la actividad de las rieúrona5 aférentes vestibulares. En el sistema 
"'• ,•,• '.

0
!,• ,-.,. ', "' "' 

nervioso central, se ha demostrado que la. aritivá6fó~:-~~g¿¡;ú# Cl~I ~ por sus agonistas disminuye la 
. . » " . '" , ... - -- -· '~ 

corriente de calcio; en el hipotálamo<Ja.di~TBiriü·ción'.;(le esta corriente, afecta de manera 
j ' -~·;. ·.,,. . .: .. ,: .. ~~-=-.. · :::~ ~:~;- ;; / .~-~_:y~:;~~;~ .. tlo:~<·?--/:,:'.:'~\.';~it:~:'~-' '}:~;~·_;,;:::.;~:~::·-'~:-.;.~~/t~J~:~-~' -.~:-'-< .. ·._ : 

significativa la liberaciói:fdé ilorádrenaliria'(l'.'IA)y.dopainiria (DA). Además, en sinaptosomas del 
.. ,· -. _,, .:::·"'. ... ~:: ::·~'.':}H ~:-:--_:,~~i:~:;;·}i~-.~;.>~;-;<~f.';:::-~-:·;x~:-~s~~{:J.-.;¿~_>·.~;:i~2:~: ;Lt·,~ ··: :~--: 

estriado se ha erióonfradó'.'~qüe¡I:iay~un~decreiñen·to';·en la liberación de glutamato, y que la nor-
- -· · --._ · · · ----(~":·;,\.<:-~ ---'.~-~-<~~"-~ ;-~f~::~·:';:,L.fr:-~~:x~;/ \::t·:~.- iU:~i;.;·:~:::):!:~:-;:~~: . -

binaltorfimina antagonistá?del:.r.eC:~ept§r)k';aüíiie.~ta:· 1.a liberacion de DA y dinorfina B en los 

ganglos bas~les '(L~~.fi~~:~~'.~~¡~i~~:~~:?~~·~~~~JJlht'Y/~ls., 2000; Sbrenna y cols., 1999; McGinty 

1999; Rawls y cols:~·¡999;:y-oü:ycols:;J99~)'.' >' · 
:- ·~·., .:r_;\:·),.--~;,;~~:t:;~:t_:~~-:·:,:;~.· \'~-~: :~>:.·(-~;·'.:·:.··~::!<,;. ·,_-~.· --:_- , 

Para defiriif. el·.'sitio"y·•:irlééariismo(cle"faccióil'de los péptidos opioides en el vestíbulo, 

realizamós diversó~·~~~~~ii:TI~'dtos\l¿:¡n¡á't~dciÓÜ; farmacológica que nos permitieron precisar si 

su efecto ocurre' sobre'las ;neuron~s efererii~'s,'·~~bre las células ciliadas o sobre las neuronas 

aferentes. Pai-'a' lcí'prlmero, reaÚzamos u~~ s~rié~~ 'experimentos en donde estudiamos el efecto 

que tiene I~ 6stimulación de las vías efer~rÍtes'iobre la descarga aferente y, secundariamente, 

planeábamos análizar que agentes pudieraÍi modificar estos efectos. En este trabajo se realizaron 

experimentos de estimulación eferente y registro en las neuronas aferentes, sin embargo estos 

resultados fueron confusos y no nos pareció que el diseño experimental fuera confiable como 

para continuar con un análisis detallado que incluyera interacciones farmacológicas. Con base en 
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este ante~edent~ decidimos tomar un camino alternativo y estudiar entonces si el bloqueo de las 

vías eferentes por medios farmacológicos (en lugar de su activación por estimulación eléctrica), 

Ach 

• 

KA,AMPA,NM~+) 

Figura 39. Esquema de una célula ciliada, sus 
conexiones sinápticas y la posible ubicación de los 
receptores a péptidos opioides que hemos explorado 
en este trabajo. Nuestros resultados indican que los 
péptidos opioides no ejercen efectos que indiquen 
que modifican o están relacionados con la liberación 
de acetilcolina por la fibra eferente. En cuanto a la 
célula, ciliada no encontramos evidencias que 
indiquen que los receptores µ y 8 ejerzan efecto a 
este nivel. Sin embargo, parece bastante claro que los 
receptores tipo K están ubicados en las células 
ciliadas y ejercen un efecto inhibidor sobre la 
corriente de ca··. Por su parte, los efectos de los 
agonistas y antagonistas µ sugieren que este receptor 
se localiza a nivel postsináptico, donde ejerce un 
efecto excitador en las neuronas aferentes . 

modificaba la respuesta del sistema a los péptidos opioides. Estudiamos, por tanto, la influencia 

que tienen los antagonistas colinérgicos (d-tubocurarina y atropina) sobre la respuesta evocada 

por la naloxona. En principio, si el efecto de naloxona se ejerciera a nivel de las neuronas 

eferentes, ent~llces 1a. .ap~Íca~ió~' de los antagonistas colinérgicos eliminaría el efecto de la 

misma; ;a. ~Je·l·~;~ih~~~'¡~~f¿f~·~f~es.mediada principalmente acetilcolina (Figura 39). Nuestros 
' .. :, '', ,·,";,_·.·~~·~;, - ,_.·, :· .. ··--~ .2 

resultados indican cfaramente qu~· los antagonistas colinérgicos no modifican significativamente 
·--"-'-~~~-.::·_!/(-. ,::-•-.:¡-'-·.:··--·-·~ ·--···' '._ '~ -: __ ,: 

el ef~~to;.~c.!; l~ ri~loxcma, hecho que sugiere que este antagonista inespecífico de los receptores a 

opioidesno ~ctÚa modulando la liberación de acetilcolina por las vías eferentes (Figura 39) . 
. ,.· -··-'··· .· ·-· -· 

Como complemento a estos experimentos, hemos estudiado también la acción de agonistas 

y antagonistas opioides sobre la respuesta del sistema'.ala aplicación de agonistas de los AAE. 

Sabernos que la entrada sináptica a las neuronas afe;e~~e's ocurre a través de receptores a los AAE 
. . - . ' ; 

(Soto y Vega, 1988; E;ybalip~) 993; Soto y cols., 1994; Gut_h y cols., 1998). Encontramos que el 

· U-50488 produce una disminución de la respuesta e~citadora evocada por el ácido quiscualico en 

las neuronas aferentes vestibulares. Este resultado nos obliga a pensar en la posibilidad de que 
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·;.:.:: J,.: •. -:-.:...: ¡_ ~:::-.- Neuropéptidos en el ofdo interno 

"--

púdiéran'ex'istir t~~~,~;~eceptores' detipo'k ubicados a nivel de las neuronas aferentes, auqnue 
.. · ... -,.'··· · .. \ ' . 

no hemos réaniacici''ei~éí-i~~Atos,qüe ric>s~ermitan confirmar o descartar esta hipótesis. 

-.. C~b-~
0

~~st=~~;,~:~~~~;~- ~~~ro:nasd~ihipocampo se ha reportado que la unión de opioides con '. 

receptores p()st~in~pt'i~os'.modifica eLefec~C> del glutamato, mediado por el receptor NMDA 

(Przewlocki y'~~tf'~''1?9~):.-:. ' . 

-~-~---~- ~ '~-~-:,~~~-~:, .. :-it:~:·~~~~: ·._: --
·-, ' .. - 'i~: --~ 

células ciliadlisaTsi~'d(J;/ 
. Mecli~té .)!J.ité~ri-iC:k:'J~ flJaCiÓn dé voltaje en . las células ciliadas aisladas de los canales 

semigÍr~uJ~;~;,">tJ<l'i~~s ;demostrar que Ías'.C:C>rrientes dependientes de voltaje en estas células 

.· es~á; d~ri;i~~éíi;s'. ;6r corrientes saliente~ deK+ .. En.conirall1os que en todas las células estudiadas 

Se e~cu~'~t;fuh~ corriente de tipo rectm°~ádortl"~t'ardaaolK DR, la cual es claramente Ja de mayor 

aril~iitud e~'un ~úmero importante de célul~~·~·~C:Ótltr~mo~ también que en el 78% de las células 
..... ,., . ., . . .. ,. r .,. . . 

cist~cli.~d~~· ~e encuentra presente una corri6nt~ de K+ transitoria de salida del tipo de la IK.A 

(Con~or y Stevens, 1971a, b). Mediante'~) uso de Cd+f- como bloqueador de los canales de ca­

ericontramos que existe una corriente de K+' activada por Ca-. la cual es muy prominente enel 

, 9 ~y.i pe las células estudiadas. Según nuestros resultados, (!Sta corriente constituye hasta el 60% 

:. cl~I total de la corriente saliente en algunascélulas, a\lllque más comúnmente su magnitud es .· ., \ ·. ' \ : '.. . . .'· .. 

cercana:· ~I 40% de la. c~rriente saliente total. c.uartdo se bloquean las corrientes de K+ 
-. ·~-'- ', ~ ,·· ·::>·., {'.': .'._< ::!:J~=~ :._')\'. '::\:.~·t · · .. :-.~yi·~- .- '.·/ ~< ··-<·. __ :. :~:-~" -~·: ··" ,·.·: :~ -_·.:~·",~'.:,'· ~~-:~·; .. ·: <~?.'.-F·:.'.·;·· :: 

··sustitu~end():.:é.ste iól1'por Cs. y agregando TEA,y;4-A¡> en· el medio extracelular, pudimos 

id.e11~ib.c.~.yl1á,1t.HB~~~e;_~l1t.ra~·tI .1~0.;~;e(~e,i~;::F~;tlld. _<~. 200 pA), la cual desap~rece 
: completamente al perfundu: Ja preparac1on.con Cd ,. ;•lo que md1ca que se trata de una comente 

·. -º·~.:- ~ .. -~ .<·>~· "···:>- ~ -::.,_:--?:;·~~.~ ~-i.-t~:,.~. ~~.~'"\::·:~~"'>!/1 ~~:t:::._,'.'. :.--'.·.'-:·--~L .. ::~_.:.:.;~~-;\::::_"( ;"·.·r"!.'.'~:·::~ ''..~~- :~.:- . ·:::'-~_: --

.·. ,de:..c;a;+;,;En:ug~'.riú.Ü:ier?.1sigrii[icatiyg;~e),:c:él~las~(60%) encontramos también evidencias de la 
- . -;:º ' .. )(_,·. - ->-< >-~·;:\:-:/•:,~-,:::.;,,:~~~~-:·:.-::-:; .~-~;:;;: ~:-:::.-;J.:'-::-':·.::·:::.'.· ·~:t+::;:_ '_¡:-:.' ~·- ":.:.:·~-'"/ ,·-~·:" _., ' ,' : ,, 
presencia de~una .. ccírriente;rectifiéarité .'dé .·entrada probablemente de tipo IK IR· La corriente de 

'-. ; . ·:·:?·~:-;; (: /'..··~: ~-(:'.)' · (<;·/\'.-\\V~:.:/·~tf·,'r . . ~'-":·:::.",'. ~:~;:{;~-~ '. i',~i.-~.-:. ::_·_,·(:r·: Y:i/_;: ·< :;.~!; '.~· .. "·:!· ,· t 

Ca +i- en, ~stas ~ceiulas és\pequefia:' alred~dor.de ÍOO pA con una solución extracelular con Ba +i-

;. · :;:;:· ;·'::" 5·· -·,~ ~·· .. .-'<.<}·: :·:~~.:::>;~\.:· /~~.--~;<.'.: .. 'tlX:: ·· ···:<::',:-, '_:.~.:.<·~· .. '.:;-:::,_. ·~{<~:.;~:~·~~~( ,~: ,-· · · , . . 
· 5mM .. Es n?table eLhecho,.cie.que estac~mente, amen del ya bien conocido fenómeno de run-

;t:&ti~~:~.tif ~¡~¡\iii~1~!~i~~f~t¡ym:::.:º:nc~:::~:::;.::_:;:u::.~~::: 
. que la corriente. ér(;!zca,]uego,; dé,::k>s,; primeros registros. No está claro el mecanismo que 

~·~li~y~~eh,~~t~~t~.,f:~ó§~~ci~ ~~~~=";~~~iac~;. ~ue la pipeta lleva 2 mM de A TPMg y 0.1 mM de 

,>GTPN~; •'e~t6s ;~01n6~estos pudieran tener una influencia significativa sobre el estado de 
' ' '. -:. ; ~ ,. ,:;_,· ':. ¡ ..... ;.'-.· .• ·¡~ - ",··· , -: ' • . -·; : .. -

· fosforilación de diversas proteínas. Actualmente estamos trabajando para comparar el fenómeno 
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de run-up en células registradas con fijación de voltaje con el método de célula perforada con 

anfotericina, con aquellas registradas con el método de ruptura del parche de membrana para 

definir la influencia del contenido de la pipeta en estas corrientes. 

Tabla V. Propiedades pasivas de las células ciliadas tipo 11 de los canales semicirculares 

Resistencia Capacitancia Vmem n 

Norris y cols, 1992, rana - 5.3±0.2pF -50±2 mV 25 

Rennie y cols, 1996, gerbil 860±273 MQ 4.6±1.2 pF - 5 

Rennie y Ashmore, 1991, cuyo - 5.3±1.6 pF -48±11 mV 1.0· ,: ·' ~ ; ·. 

Vega y cols, 1998, ajolote 414±0.9MQ 16±0.6 pF -49±2 mV ·:,; 4T ;';·. 
·· .... ,_,.-_ 

Ricci y cols, 1994, rana ' :e· 386±151·MQ 10.4±0.7 pF -45±1 mY •f:",:,f; l~ii;-;í;p ' 
. 

Masetto y cols, 1994, periferia rana , 1 '.5±o:ts on 9.16±0.36 pF -46±1.3 tnV ' ' 2F 

Masetto y cols, 1994, central rana. L!'4±0.I GQ . 12.3±0.52 pF -57;8±1.8 mV 18 
·. ,, 

'' 
., 

· En l¡) general:eite éon}li~to <l~··~()'ciie~tes' coinciden con lo reportado por otros autores para las 
\: ·:;,-> ,.· .. ·:_.:. ,:, . _i·,.-;;..-.- :{~·:.;-:. :·,;:., :--- ,-.-·:~·:,: -;~<::-._ -~~,~--~:--/i·-=;-~~:¡ ~i~F' ''-;' - , 

corrient~s· iónicas enc'élulils 'ciliaélas'de tipo II (Ohmori, 1984; Hudspeth y Lewis, l 988a, 1988b; 

Correia y Lan1C 199o;'N~rii~'·~: ~g};.~<1992; P~igioni y cols., 1992; Ricci y col s., 1994; Masetto y 

cols. 1994; Holt y Eato6k,'Í99s;~li~~(,.~6o!s., 1996). 

Con base en las corrientes'·d~peJ<lieríigs de voltaje que hemos encontrado, podemos concluir 

que la respuesta de las cé!u'1ás"iüilJ;~;fuite la activación de la corriente de transducción es casi 

lineal, esto es, el cambiO'de ~¡}1faj~~"cÍii'1as células ciliadas que induce el desplazamiento de los 

cilios es un reflejo bastant~fi~I cl·~'¡~·f-orma de la corriente de transducción. Es sólo ante cambios 

significativos de voltaje en la dirección despolarizante que la célula ciliada presenta una 

rectificación del potencial receptor que limita el cambio de voltaje que puede producir la 

corriente de transducción. De hecho. algunas simulaciones que hemos realizado mediante 

computadora indican que la sola presencia de las corrientes li-:.oR e li-:.A es suficiente para 

reproducir la respuesta de las células ciliadas ante pulsos de corriente. 

Debido a que estas células tienen un tamaño pequeño, la capacitancia de las mismas es baja 

(alrededor de 16 pF); resulta entonces que un factor fundamental en su capacidad de seguir altas 
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. : :~<·. ~-.. : __ :· .. ,:,·;_::~ :; :·::':~. ·. -·. -· . ' 
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.>~e~~~l'~~tid~r~~ el oído ini~mo·, ' ' 23/0412002 •. 

. ;;··- ·«; . ···~;->·' :o:,_,~ ·,. :.:~,':· _,. i~·. ·: r; · 

... · :::~;a;;~~;~;~~~:~7~:,:,~:~i;:':~:.t:j:: ~:y~~~;~il~iii~[¡~~¡~Í¡~;cl:·. 
fundamental· para definir ·e1 'rango d~. respuesta a frecuencias: de' esiasVcélülas:J.1,¡}lordós·"datos 

obtenidos en este· tr8:baj?·.·,q~~iindican .. q ~e: ?U,~s~:~as .5~~~}.~si~i:e~e~,;~p·'.~~¡ft~fr5t~~·;s~~tf ~~i~~~hci~·· de· · 

entrada intermedia' ~nfre .·las ·célúlas.• ciliadas'(Y~r>:tabla}~,,f·alre(jedorCae g'l1,4;,rvfn),Fpodenios 

:~~:~:~d:i~:~~¡~~~íl~"~l~4'b~¡~~~~~t~i~~*J~l~\1f tr1:::~~~:=~: 
Hz- y preseritan:una'ganand~º'signÍficaÚya'coh'casi cero filti:ado de fa corriente de transducción. 

_ . . : .. _: : ·-;:·-~·~:,:_;·~r,';~;~~:-~~-~-:f:~\:: .. ~~~~:-¡.j_J;~~;~._;":}·::.:.'c ,, ;\ ::/)_:: -: 
Por ejemplo, podell1ós'espef~'qfüi~üriá'entrada de 250 pA con activación máxima de la corriente 

de transducción' prodh~c:~ ~~·;J~bl~;~·¡¡¿ volt~je de alrededor de 103 m V evidentemente, antes de 

alcanzarse dicho voltaje', se ; ~cti~arán significativamente los canales de la membrana 

dependientes de voltaje, Úmitandh con ello el desplazamiento de voltaje y disminuyendo la 

resistencia de entrada con lo que Ío; voltajes reales esperados serán mucho menores. 

Por todo lo anterior es de· particular importancia el hecho de que los agonistas de · los 

neuropéptidos que estudiamos puedan modificar significativamente la magnitud de las corrientes 

de K+, ya que ello puede ~f~~riír de forma significativa tanto la ganancia del sistema coIT1o su: 
capacidad para seguir frecll~il~Íá~,< · . .• 

Sobre las corrientes ~n c~Wí~ ~iliadas se estudiaron los agonistas de los receptores a ~plcíid~s 
DAGO, D-Pen-D~pi~ y•~1 :@5o48·8,:(¡l;· B y K respectivamente). Tanto el DAGO como el D-Pen-

. ·.. . •--~ ' - . •' ., ;- ·,- .. ~ .. ' : - ' , . 

D-Pen no tuvieron efecto sÍgniflca'.tivo sobre las corrientes iónicas dependientes de voltaje en lás 

·células aisladas. El único de loidármacos que tuvo efecto fue el U50488, mismo que disminuyó· 

. significativamente la corriente.de•ca+T y las corrientes salientes. Los resultados obtenidos·a1 

registrar la corriente de Ca++ dem~estran sin lugar a dudas que el U50488 ejerce un potente .. 

efecto inliibidor sobre dich~ corriente; los resultados en este sentido son muy claros y no dejan 

lugar a dudas. Para definir el tipC> ~~6~rriente saliente que modifica el U50488, y con la hipóte~is 
':· :');)'.'.;'. + ++ 

de que su efecto ·ocurre básicrun_e~te, sobre la corriente de K dependiente de Ca , como una 

consecuencia del bl6queo d~;í'a·d6;ri~nte de Ca++, estudiamos su acción en presencia de Cd++ 

extracelular. Ante.scabe'~6I~r~'.~t~;··~~bido a que para estudiar las corrientes de Ca++ de forma 

'aislada· es necesirc;··~Zit~·~~i~~~~:~~:~on modificaciones significativas en las concentraciones 

i8nicas d~ K': ·Y del propio Ca++, cuando no sustituirlo por Ba ++, decidimos usar a la corriente de 

K+ dependiente de Ca++ como testigo de los efectos de estas substancias sobre la corriente de 
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ca+f,~(con~ibiáe:en_.nu~stros experimentos, no podemos descartar que exista un efecto 

directamente sobre la corriente de K+ dependiente de Ca++, aunque consideramos esto como poco 

p~6b~bl;)c. Encontramos que el Cd++ elimina un componente importante de la corriente saliente 

en .,las; células ciliadas; componente que, hemos demostrado, se trata de la corriente de K+ 

activada por Ca++. Si antes de la aplicación del U50488 se perfunde la preparación con Cd++ 

desaparece completamente el efecto del U-50488 sobre las corrientes iónicas, indicando que esta 

substancia actúa sobre la corriente de K+ dependiente de Ca++ y que dicha acción es consecuencia 

dél bloqueo de la corriente de Ca++. Coincidentemente, a nivel del sistema nervioso central, se ha 

éricontrado que la disminución en la liberación de los neurotransmisores causada por los 

agonistas del receptor K se debe a la disminución de la corriente de calcio (Laorden y Milanes, 

200,0; Jeub y cols., 1999). 

' J=:;stos resultados demuestran que los receptores K se localizan en las células ciliadas y que 

producen un efecto de modulación negativa sobre las corrientes de calcio, como seguramente por 

la vía de segundos mensajeros. Tal acción sobre la corriente de Ca++ puede producir una 

importante influencia en la liberación del neurotransmisor aferente que se ha demostrado 

claramente, es dependiente de la entrada de Ca++ del medio extracelular. Ello permite explicar 

cabalmente el efecto de modulación negativa que sobre la descarga de las aferentes vestibulares 

tienen los agonistas K, en tanto que los antagonistas producen un aumento en la descarga 

aferente. Nuestros resultados indican, además, que los receptores µ y cS no se encuentran ubicados 

en las células ciliadas, o que sus mecanismos de acción no modifican de forma significativa las 

corrientes iónicas dependientes de voltaje en estas células (Figura 39). 

·Este tipo de modulación de la corriente de Ca++ en las terminales sinápticas por los péptidos 

opioides parece ser uno de los mecanismos de acción más comunes de estas substancias; es la 

forma en que las vías encefalinérgicas inhiben la liberación de sustancia P de las neuronas 

nociceptivas aferentes primarias hacia las neuronas de relevo en la médula espinal (Mcdonald y 

Nelson, 1978; Akil y cols., 1984; Carpenter y cols., 1996; Endoh y Suzuki, 1 998). 

Inmunohistoquímica. 

Nuestros resultados indican que diversos grupos celulares producen neuropéptidos en el vestíbulo 

del ajolote. Por las características del marcaje que hemos obtenido, pensamos que muy 

probablemente la dinorfina es producida por algunos grupos de fibras eferentes que hacen 
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• Ne~rd~~¡idos en el oído interno 

· ' ·contacto;·~iA~bift<t~ll··.~if~?lo·~~aJ•.•JJ·1~·~~;l1Iasciliadas 'Yli 'q\Je··fós•liiitiC:~eiP;J~ ·contra dinorfina 

.· pr~d~cen unf pu'lltiÚeo :~~·q~' ~egÍÓn. ~asÓlatgral ·cl¿]1ru.;-cél ~1as·;ciliadasj·;ade~ás • de que marcan 

--·--- .. aJgu~¡s :·tibias .--_clel;~~E·G~~~~e;¡~í~;~~;?;~!~~l·~.1\;~~r~.~~,\Je,.1.~¡~;i.~?,~'.~.z~i~ part~, los resultados 

obtenidos .cori los :ant1cuerjms •contra:en~orfinas•su~iere?,·que-;~~tas'son.produc1das por algunos 

:::º:~:;::::· ~:ji~lr~~j~1r~~t~1~~:1t~11~1~::·t~~~·p~:~~'. 
entonces, que estos péptidos puedan'ser\libei-ados;deifoñna'J"etr9gfádai.~01-;las células aferentes o 

por células del -sistem~ · sim~~tic;,:r~~~;~~i\~~~l~~i!'.ti~áli~~~~~~;,,i,\~ivel ·de los núcleos 

vestibulares La posibilidad· de' que i:xistanfsihapsis·retl'ógiadásjen~elf,véstíbulo se ha discutido 

desde hace varios años;•E~:!as.t~rminal~~~sl~á~~¡¿~·~u~.¡:{;~~Il;~~f~ -~éiulas ciliadas tipo I se 

han identificado la·sinapt()fisina,-sinapsi~a·ry ra~-3a \;ehhesney·col~.: 1997), las cuales son 

proteinas relacionadas· con la liberación de neurotransmisor,· y cuya presencia en las terminales 

aferentes sugi~re q~e liberan algún mensajero de forma retrógrada. s~ ha reportado también que 

las neuro~as af~~e~i:es son inmunorreactivas a colin-acetil-transferasa (ChA T), a glicina y a 

. glutamato !(Bau~I~' YJcols, :1999). Se piensa que el glutamato es el neurotransmisor que liberan 

estas cé1U1a~~a ~¡J~íf~erifral, pero que la glicina y la acetilcolina son Iibéradas de forma retrógrada 

sobre la~ 6éi~j~;6¡i¡·~d~. Midiendo la concentración de Ca°t+ intracel~Iar mediante el uso de 

Fura~2 ·com~:'.~~t~dór/radiométrico ·.en' células ciliadas• aisládas, ~e ·ha demostrado que la 
-· .·. '"·, .. ; ... ,·,,,·,." :-"' ,...., ,·. . . . .. .. . ·' ' 

aplicacióñ··'ci~fg!Ícii'.ii;t;~1 'Í~U~l que, Ia-d~, glut~~to,· iridüc~; tiri ·cambio significativo en la 

· conc~ntr~~ió~;i~j~as~~uf#!~~, ~;n.cpe~a~J.icf oo)>dat~ queindi~a la presencia de autorreceptores 

para· J\Affc¡~~; ~~'.~ab-~;,'~·i,·~~'~it~ tipo' eltransmisor aferente, así como receptores para glicina de 

tipo ionofib~i6Ci~;h~:~~ffeif:~<b~tíbÜl():del ajolote, hemos buscado este tipo de sinapsis recíprocas 

mediante eJ'.~so'·il:~¿I;~ ~iéioscopia electrónica. Hemos encontrado evidencias que sugieren que 
. < < ~ ,,·.~·-· -?:~.¡; .· ::'>!':: . .'. J 

pudieran: exisi.ír:i;~6ht~d'ó~ sinápticos entre las neuronas aferentes, de neuronas eferentes sobre 

neuronas:.afeé~~Jf~s~'yJ~inapsis recíprocas entre las células ciliadas y las neuronas aferentes . 

. L~meAta~i~~~~t~~.ri~}.~~mos podido obtener evidencia sólida·. que nos permita afirmar con un 

buen g~aci6:de,'c~rt"eia\1a existencia de tal tipo de conexiones.sinápticas (Guevara, 1992). 
' .. • . ·. :·. : ' . ;_;~ ¡' ' .. ·.~ ': . ' '' . . . . ' ' 

Finalrri~rit~;·'e!"u~b:de anticuerpos contra encefalinas produj~ ~n marcaje tenue y difuso, lo 

· cual sugierequeesiC::'Ú¡jo de neuropéptido en el oído interno pudiera tener acciones que no están 

relacionadas con la transmisión sináptica aferente, tal como lo sugiere el hecho de que los 
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agonistas y antagonistas del receptor o no producen ningún efecto significativo sobre la descarga 

de las neuronas aferentes vestibulares. 

Cabe destacar que los anticuerpos disponibles en el mercado para el marcaje de encefalinas, 

beta-endorfina y dinorfinas, son anticuerpos contra el péptido mismo o contra una porción de él. 

En principio, una mejor estrategia de trabajo sería la de utilizar anticuerpos contra los receptores 

a los péptidos opioides. Lamentablemente, cuando iniciamos este trabajo no existían aún este tipo 

· de anticuerpos, ni podemos asegurar que los receptores en mamíferos para los cuales están 

· diseñados estos anticuerpos, sean iguales a los de los anfibios. No obstante, parecería deseable 

probar los anticuerpos contra los subtipos de receptores a opioides cuando se encuentren 

disponibles en el mercado. Con ello, además de especificidad, ganaríamos en el hecho de que, 

marcando directamente los receptores, tendríamos información relativa al sitio en que se ubican 

éstos y no sólo acerca de los tipos de neuronas que sintetizan uno u otro péptido. 

Proencefalina y péptidos derivados 

En los anfibios, principalmente en anuros, se ha demostrado la existencia de las tres principales 

familias de péptidos opioides y de los receptores opioides (Cone y Goldstein, 1982; Simon y 

cols., 1984 y 1985; Martens y cols., 1985). 

El cerebro, hipófisis, retina, piel y sangre de la Rana pipiens poseen altas concentraciones de 

inmunorreactividad (IR) a met-encefalina (Jackson y cols., 1980). En tejidos de mamífero, el 

. heptapéptido y~~~, o~taP,éptido se encuentran en cantidades equimolares; sin embargo, en el 
. '·. ·' ,-,. ·.º='.- ::: .· .. ·. ".'',' :J'.-.'.' ~· . .. : .; ' 

. cerebro. ycélulai cromafines de anfibio, se ha detectado IR-heptapéptido pero no IR-octapéptido, 

loqueiriclic~·~<l~\~1~~~1~úrsór de estos péptidos en anfibios, difiere en algunos aspectos con el de 
~ •.•-, <>•-.',•.'._•,•': ,,,,1 '. < r,'-,' •' 

los mamí'rerb's; El,gen de'Ja proencefalina en Xenopus laevis, codifica para 5 secuencias de met­

enC:efalin~;:,ÚÍÍa·'.:<l~i\beptapéptido y en la posición correspondiente al octapéptido, muestra la 

siguiente!Secu~ncla:;'illet~encefalina-Arg-Gly-Tyr, que sólo difiere del octapeptido de mamífero 

en:e) últi~C>:-~i.Ao~cido que es Tyr y no Leu. Las secuencias de met-encefalina, heptapéptido y 

met-encerci1iJ~ .. Aii-01y-'Tyr, en la proencefalina de Xenopus /aevis, se encuentran en las mismas 
.- :· , .-·-·1 '···· -

posicÍ~nes; e~iánjÍl:riitados por pares de aminoácidos básicos al igual que en los mamíferos, y su 

propor~i6~ es~ Y5 :inet-encefalinas, l heptapéptido, 1 met-encefalina-Arg-Gly-Tyr (Martens y 

Herbert, 1984). · 
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. ~:.~~~~[~~;~~~~~~~~i~~~~:¿~~::::~::~:~::~::::;:~;:~ 
contiene riiet..:'enébfálinafguardando~üna'retació1Úmét~éncefalina:leu-encefalina en el cerebro de 

9:1y2:1 en la'hip¿fi:~i~'Ó\sai ;~bo18~~·{~~·~)~;}'.i'.%,~Ú7;·,·: •• 

León-.6le~'y,~bl:~·é199I)'dernostrfilbri\iJt~;l~'~Ücefalinas están presentes en algunas fibras de 
' ' . . - , ',. ., . ·~ . : ' .-: . .; .. -., -.. :.· -. ".) "' ' .. . . . -

la eminencia media, el lóbulo:neuraÍ~y~i~lf;1lótli1().anterior de la hipófisis de Ambystoma 

mexicanum. En los anfibios la exist~Íl~i~J~Q'ff~~~~B~~falina se ha demostrado en el cerebro de 

Bufo marinus, la retina de Ambyst~~fí1fitik*j~~§:i~é~d'~ncéfalo y la hipófisis de Ambystoma 

mexicanum así como en cerebro de x.in;_p~;·la~tis.·si~ ~mbargo, la proencefalina en el anfibio 

Xenopus /aevis no contiene leu-encefalina, por, lo c¡ue se plantea que en los anfibios la leu­

encefalina podría provenir de un precursor distinto a la proencefalina, probablemente la 

prodinorfina (Zamir y col., 1984). 

Los péptidos contenidos en el sistema vestibular del, ajolote fueron caracterizados 

cromatográficamente, la sinencefalina que es la región, no opioide de la proencefalina y un 

marcador de Ja misma, se detectó en péptidos de , alto, peso molecular principalmente en 
- ' . '· ·. -~-,- >;-/..:.<'' -

· moleculas que eluyen en Vo. La IR-met encefalina ni~dict~!después de una digestión enzimática 
: _:· -,-- -· . .);._;,·- ·,:'.:. ·-'.~T~S~::/!<'.· .. 

secuencial detectó la presencia de péptidos de ,bajo}yúi}~,diano peso molecular, donde la met-
: __ .- >'" - ... _--'---~,_:'.·/:. 0 :;:~'3;~~: __ 1~':f~~;~::~:: ... 

encefalina,se encuentra en menor proporción.,qü'éJ.lá,S}:molééulas precursoras que eluyen a Vo, 
.·, ,::_ -~ . :··,>- -· . >'-_:· >"~:~·r-':·_~-}~~;:_·~-~-1~~~:~;·t·:rflr>::-·=· .'. 

aunque también se observa procesamiento.haciapéptidos;~pequeños 1.0 kDa. Al contrario de la 
-,. - . . . :·:. ::_-,:-".>\_,-~;.:lf-·~~-~-:'.~).;_~,--~_H(:_::.y:t_c~·-'·,_~ 

met-encefülina, la leu-encefalirÍa no es'pfoces.adá·enéFoído del ajolote, conservando una elevada 

concentraciÓn.de péptidos que coritié~~ri-lcfü~g~·c~f~lr~~,d~·~lto peso molecular. La presencia de 

met-encefalina;y ~~~~~ciade le~-encefalina ¡¡~¡:(! h~;~f~~;~~ortada en el cerebro del ajolote por el 
0: -'"·<-_:.··=·- t·_:\ ~~·:-~:·:--:··,~;:t_:··:·~.:r - :-_- .:· ' .. :·. ;:; '_:~;--:~.t:'-'tT:z:-~~~í~?;:/;~-:;.~)J-~-

grupo del Dr. Yindrola (Rasete, 1999). " :<'' ,,·· . , 
. .. _ .. :_ ::-.:.-:_-'."· _..... ·. " .-.:·· ,,.«:~i.>:·:~i~';_~~-~<,-J~::i{f;: ,_·,:' 

, El conjunto de los resultados obtenidos en este ;trabajó, nos permite especular acerca de la 
'-__ -_;_ .,_ _ .· ·:-"_;·; ~>-\j --:.:.-:.«-: . i . . ··>_:?:Y -:!;::· -~-'._i?{:.~;-~ryti:t~,~:t~~u;::./: '· 

funeiónde los, péptidos opioides en el vestíbulo,, es ~b\rio que en el oído interno del axolotl, al 
.. -'.·~-:;,~ ; . . . . . .. _, ~-~ ¡}·'·r--;;~~-~~~-;--~;~:~'.-~::q~·~?~;: '.-'-: ¡ 

igual qu~ i:n,otras especies se encuentrrui p,re~~~tes !Os péptidos opioides, y que estos juegan un 

p~pel fundame11tal en la codificaci_Ón s~ü,~9rial de este sistema, podemos también afim1ar que 
• . . . , , . . . ,. , . ' ... ">'.•?t~ .· '. ' .. 

estas substaiicfas actuarían atraves de dos' Úpos de receptores, los 1C y los µ. Los receptores IC, se 

encuentran sobre las células ciliadas y su activación disminuye la corriente de Ca++, y 

consecuentemente la liberación del neurotransmisor aferente, esto nos permite pensar que el 
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sistema .vestibular es capaz de modificar la cantidad de información que llega al sistema nervioso 

central. Probablemente ante estimulación continua o ante estímulos intensos el sistema eferente 

libere dinorfinas y estas al unirse al receptor K presente en las región basal de las células ciliadas, 

disminuya la liberación del neurotransmisor aferente, que se sabe es un aminoácido excitador, de 

· tal . forma que la disminución de la liberación del transmisor aferente tendría un efecto 

·. neuroprotector. Existen reportes que indican que en la cóclea las encefalinas disminuyen la 

descarga espontánea de las fibras aferentes cocleares (Buerki y cols. 1993), la aplicación de 

(-) pentazocina agonista del receptor ic disminuyen la descarga de las fibras aferentes ante 

estímulos sonoros de intensidad elevada (Sahley y Nadar, 1994). Por otro lado, tendríamos a los 

receptores µ los cuales pensamos se encuentran ubicados en las fibras aferentes, ya que la 

aplicación de DAGO no modifica las corrientes iónicas de las células ciliadas, ni el efecto de 

agonistas y antagonistas colinérgicos. Los receptores µ tendrían un efecto antagónico a los 

receptores ic, la activación de los receptores µ aumenta la descarga de las fibras aferentes, 

prooablemente modulando las corrientes en estas fibras, lo que aumentaría sensibilidad del 

sistéma. Podemos especular que ante estímulos de baja intensidad, quizá sub-umbral, las fibras 

afei-entes serian capaces de generar potenciales de acción y de tal forma informar al sistema 

· · ne~iOso d: movimientos de muy baja amplitud. En conjunto, estos resultados apuntan entonces a 

un Control dual por parte de los péptidos opioides sobre la actividad de las aferentes vestibulares 

que repercutiría sobre la forma en que el sistema nervioso codifica los movimientos a los que es 

sometida la cabeza. 

Conclusiones 

Los péptidos opioides ejrecen una modulación compleja en el sistema vestibular del ajolote a 

través de diferentes tipos de receptores. En el vestíbulo existen los precursores de la 

proencefalina y los mecanismos de corte para llevarla a péptidos de bajo peso molecular como la 
. . - - . - ' ·~ .. _ . ) _, - -

met-encefalina. Existe también inmunorreactividad específica a dinorfina y C-endorfina 

Receptorµ; 

1) Este receptor posiblemente se encuentra presente en las fibras aferentes vestibulares ejerciendo un 

efecto excitador sobre la descarga de estas fibras. 
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La activación dél· receptcir'.ji no m~difica la liberación de Ach de las fibras eferentes vestibulares, ni 

los agonistas del r~céj)t~(~'sóri'capaces deaCtivár de forma directa receptores de tipo colinérgico. 

Nuestros resultado$ sugieren ·que en las células ciliadas no se encuentran presentes los receptores µ. 

Los anticuerpos· a dino~fin~ · 1 ~s ·marcan· fibras· en ·la base• de· 1os epitelios sensoriales, estas fibras 

pueden ser fibras' aferentes o· fibras del sistema simpático que liberan dinorfinas que se unen al 

receptorµ .. ·.· 

Receptor K. 

1) Este receptor se; encJ~rit~a '~n l~ superficie baso lateral de las células ciliadas e inhibe la frecuencia 
"u-•• ,'.•-• •• •':• -,,\•{'- ' 

de descarga de las ;fibras aferentes vestibulares; aunque, no podemos excluir que pudieran también 
.· - : - - .. -

existir recepfores ksobre las fibras aferentes ejerciendo también en ellas un efecto de tipo inhibidor. 
- .'' .'· ·" ,.'~ .... ; .,. .. 

2) En las células ciliadas aisladas la .activación de este receptor, disminuye la corriente de calcio, y 

consecuentemente la liberación del neurotransmisor aferente. 

3) Los anticuerpos contra f3~endorfina marcan fibras probablemente eferentes en la base del 

neuroepitelio sensorial, y en .la parte basolateral de las células sensoriales. Posiblemente estas 

endorfinas sean las responsables de la activación del receptor K presente en las células ciliadas. 

Receptor o. 
1) Los agon!stas.y;antagonist~~;d~~sforeceptor no modifican la frecuencia de descarga de las fibras 

aferenie~.·v~~ti6~i~t~~J~~·Er,:,f':2)>···t .. · ... •· .. ··. · 

2) Elagoni~ta J'fl~~te 7i~~;~;~~.~¡/m()difica las corrientes voltaje dependientes en las células ciliadas 

. áifªeª~.1 
• ·r.:r :;1n~.;1-'·~(~~~Q~if ?; ~·I;;<~~· :~~' : . . . . 

3) Los anticuer¡Jo.s_c~nfraellcefalina pr~d~jeron una, marca difusa de todas las estructuras vestibulares, 

lo que no~ i~~¡~f f ~,~~~?1~~~.f~~;i~¡~é~!frff !ón<inespedfica del anticue<po 

Conclusión final •; 1 ...... " .. ;,ce,:. .. :',:., ;:·.:: ., ·: · · 

.· · .• •.;~¡.;.;)'.5:,c,,~;,:i;.;~+ió:i·;.:i'i''°ti';i,; ;;:; •• ,/·· 
El estudio de la ne~ro:anriaC:ología d.e lo;S péptidos· opioides en el sistema vestibular aislado, su 

influencia sobre_ las co~l~~ri{~/ió~ifa~?-~n ~éI~las ciliadas y la inmunorreactividad de los órganos 
· · · ·.-. ,>_~.""~ :)\,\'..f-_,:~·;;¡,\,,:, -~~~::<F1t-:·.,·_,.-;±;+~·.~--~11,? ~,,> <· .. ,·-_ 

vestibulares a dinorfina<J;Ssy(a .. ;la•;beta~endorfina, la presencia en el radioinmunoensayo de 
-·:,.·"'>·j/-;~-~-~~~"--~-'.,>·~~ .. .;'__:_;_ -<:2-''. -~--': :~_,:.._._. --

sinencefalina y m~t~encefalin~ n-os -permiten concluir que los péptidos opioides tienen un 

importante papel en la determinación de la descarga de las aferentes vestibulares. Nuestros 

resultados de inmunohistoquímica indican que, tanto la dinorfina 1-8 como la beta-endorfina se 
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encuentran\jeny;~,bras q~e llegan a las zonas sensoriales del vestíbulo. Con base en los 

e~perime~t~s é1~'¿i:rofisiológicos concluimos que los receptores de tipo K se encuentran en las 

células ciliadas, donde ejercen un efecto inhibidor modulando la liberación del neurotransmisor 

aferente a través de modificaciones en la corriente de Ca++, en tanto que los receptores de tipoµ 

se localizan probablemente sobre las neuronas aferentes donde ejercen un efecto excitador. 
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