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RESUMEN

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

Se realizaron registros multiunitarios de la actividad eléctrica de las neuronas aferentes y de las
corrientes idnicas activadas por voltaje en las células ciliadas aisladas de los canales semicirculares. Con
técnicas inmunohistoquimicas se estudio la distribucién 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 receptor p, encontramos que el DAGO (D-Ala-N-Me-Phe-Gly-Ol-
Encefalina ) (1 pM a 10 uM), que es un agonista, incrementd en 190% la descarga basal de las neuronas
aferentes con una CEjsp de 1.3 nM. Por su parte, el antagonista funaltrexamina (1 nM a 100 uM),
produjo una inhibicidn de la descarga de las aferentes vestibulares reduciéndola hasta en un 90% (Clso
de 3.7 uM). Para el receptor k encontramos que el agonista U-50488 (trans+3,4-Dicloro-N-Metil-N-(2-
~(1-pirrolidinil)ciclohexil)benceacetamida) (InM a 10 puM), produjo una potente inhibicion de la

descarga de las aferentes hasta del 95% con una Clso de 40 nM, y el antagonista k, Nor-binaltorfimina

(10 nM a 100 uM), incrementd hasta en un 200% la frecuencia de descarga de las fibras aferentes
vestibulares con una CEsp de 5 uM. La D-Pen-D-Pen encefalina (Tyr-p-Pen-Gly-Phe-Pen)-(Puente
. dilsulfuro 2-5) (1 nM a 10 mM) y el naltrindole (1 nM a 10 mM), agonista y antagonista del receptor 8
respectivamente, no produjeron cambios sobre la descarga de las aferentes vestibulares.

Mediante la técnica de fijacién de voltaje encontramos que las células ciliadas aisladas del vestibulo
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 Ixa, 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 inmunohistoquimica, encontramos que los anticuerpos a dinorfina 1-8
marcan fibras en la base de los epitelios sensoriales. Los anticuerpos contra B-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 especificos para sinencefalina, leu-encefalina y met-encefalina y cromatografia en gel. Para
determinar la proporcion entre precursores y moléculas libres de bajo peso molecular, los extractos de
tejido fueron estudiados antes y despues de digestion enzimatica. No se encontrd leu-encefalina libre en
el vestibulo, aunque si precursores de alto peso molecular. La met-encefalina libre represento el 14% del
total de las muestras (= 6.71 £0.30 pmol / mg proteina). El contenido total de sinencefalina fue de 0.31
+0.01 pmol / mg proteina.

Estos resultados nos permiten concluir que péptidos opioides como dinorfina 1-8 y B-endorfina se
encuentran presentes en las fibras que inervan los epitelios vestibulares y que estos péptidos tienen un
importante papel en la determinacién 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 liberacion del neurotransmisor, en
tanto que los receptores de tipo p se localizan probablemente sobre las neuronas aferentes, donde
ejercen un efecto excitador.
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INTRODUCCION

Generalldades. :

Las células sensona]es del 01do interno se encuentran formando’ parte de un neuroepltello

complejo compuesto por varlas capas de células. Las células sensonales, a las que en la nomina

anatomica se les denomma cellulas sensorzales pzlasas, en este trabajo las denommamos “células

L e
cxhadas 51gu1endo lo que es el uso més, frecuente en; el 1dloma espanol Estas células presentan

en su reglon basolateral una rlca mervac16n compuesta por ﬁbras nervmsas que llevan (aferentes)

'1974 Mountcastle -

n las células de

elulas ciliadas (C) se

' de ‘prolongaciones

ceed rAL At ST

\MB/

Las aceleraciones angulares, luego ~un comple_]o proceso de acoplamiento mecénico
producen un deflexion del haz de cnhos en las células sensoriales, con la subsequente alteracion
del potencial eléctrico de la célula. El desplazamlento del haz de cilios de una célula determina
que se dispare una cascada de eventos que ﬁnalmeme en funcidn del estado previo del sistema y
de la actividad del conjunto de las ce]ulas sensorlales que componen una unidad funcional,
delermma que se active o mhlba una via nerv1osa. Las células ciliadas detectan las deflexiones

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

mriees
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»

“procesos que ‘'son: movimiento de los cilios, transduccién mecanoeléctrica, generacion del

de
potencial receptorial en la célula sensorial, liberacién de un transmisor quimico y activacién o

" inhibicién de las neuronas aferentes (potencial generador) (Figura 2).

Aceleraciones lineales

l Acoplamicnto l -

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

Movimientos de cilios

-sistema -auditivo y vestibular. El proceso de
Transduccion ‘acoplamiento  mecanico  convierte  las
mecanoeléctrica aceleraciones en desplazamientos de los cilios,

los cuales, determinan la activacién del proceso
de transduccién mecanoeléctrica y, en
interacciéon con canales idnicos, el potencial
receptor. En funcién de este ultimo se modifica
la concentracién de Ca*™" i

Potencial de receptor

Transmision ¢ ul and
sindptica ! : mtracelu gr, regulando
la liberacién de neurotransmisor y la

subsecuente activacion de la via aferente.

Excitacion subsindptica

Integracidn
sinaptodendritica

Potencial generador

Mecanismo
generador
de espigas

'

Espigas

Transduccién mecanoeléctrica

El proceso de transduccidn en las células ciliadas ha sido objeto de un analisis intensivo en los
ultimos afios (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

transduccion mecanoeléctrica se basa en el descubrimiento que en 1984 realizaron, Comis y

[ TESIS Cow
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; (Glllesple ;1995) Al desplazarse los c1hos, las: umo 1t¢nsan, induciendo asi un

: rearreglo molecular que lleva a la apertura de canales ii6nicosacopl: os a ellas (Assad y Corey,
1992 Jaramxllo, 1995)

Los canales ‘i6nicos que participan en la mecanotransduccnén son de tipo catidnico

i mespecxﬁco Utllxzando marcadores fluorescentes del tipo del Fura-2 se ha logrado demostrar que

‘n canales _que permiten el paso de Ca y de Mn' (Ohmori, 1988). Por estimulacién

mecamca de células ciliadas aisladas del vestibulo del pollo se ha podido demostrar que éstas
muestran una mayor permeabilidad para cationes divalentes que para los monovalentes y que el
C‘a++ es el catién para el cual es mds permeable el canal (Ohmori, 1985). Asi, aunque la
concentraciéon de calcio es muy baja en la endolinfa (Sauer, Richter y Klinke, 1999), se ha

g actina

unién de
pun’rc

canal

Figura 3. Uniones apicales (1ip links) en las células ciliadas. En A, fotomicrografia electrénica de
barrido de la unién apical (flechas) (Pickles y cols., 1984; Pickles y cols., 1989). En B, esquema que
muestra el patrén caracteristico de las uniones apicales de los estereocilios. La unién apical liga los
canales idnicos mecanotransductores de la region apical con aquellos que se localizan en la pared
lateral del siguiente cilio. Estos canales estin acoplados a un motor molecular que les permite
desplazarse.
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século Y. umculo) ¥ audmvas obtenidas de cultivos organotipicos de ratones neonatos, han
permmdo conclulr que ambos tipos celulares tienen curvas similares de corriente contra rotacién
de los cilios (Géléoc.y cols., 1997). Es importante destacar que en estudios en células ciliadas
aisladas del oido tanto del pollo como de la tortuga, se ha encontrado que ante estimulacién
" mecdnica, la corriente de transduccién tiene un decaimiento temporal (Figura 4) (Crawford y
~-.cols., 1989; Ricci y Fettiplace, 1998). Este proceso de adaptacion se presenta con una constante
de tiempo de 3-5ms y es fuertcn_ignte dependiente de voltaje (Crawford y cols., 1989). La
adaptacién disminuye al cargar“las “é‘élu'las con 10 mM de BAPTA, que es un quelante de CaH, lo
cual sugiere que el proceso de adaptacién es dependiente de la entrada de Ca'" por los canales

mecanosensibles que participan en la transduccién (Ricei y cols., 1998).

Corrientes i6nicas dependicntes de voltaje descritas hasta ahora en células ciliadas.

Las células ciliadas del sistema vestibular presentan en su parte basolateral multiples
conductancias i6nicas dependientes de voltaje, entre las cuales dominan las de K™y Ca™ (Figura
5). Hudspeth y Lewis fueron los primeros en reportar las corrientes ionicas en células ciliadas
aisladas mediante la técnica de fijacion de voltaje (Lewis y Hudspeth, 1983). Posteriormente,
Ohmori (1984, 1985y 1989) y lés mismos Hudspeth y Lewis (1988a, b) ampliaron y difundieron

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

Anterlormente se habla encontrado en estudios con microelectrodos, que los canales que
_delermman la transducclén en las células ciliadas se ubican en la regién apical de las células
Y cxlladas 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
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de K* dependiente de Ca' " y una corriente transxtona +;’,(kHil\lucf:»,;lA98.4).

Desplazamiento ~ ————

Corriente de
Transduccion Y
s “s.
K H \ 3

4 A i \
Movimiento  / ’ \\ \

de los Cilios / K*,co™, \

Figura 4. Adaptacion del sistema de transduccién. Los canales mecanotransductores estin acoplados
a un motor molecular cuya activacion es dependiente de Ca**. Dicho motor molecular puede
descender por la pared del cilio cuando aumenta el Ca*™ intracelular. Cuando la concentracién de
Ca*™ intracelular decrece, el motor tiende a desplazarse a la parte superior del cilio debido a un
sistema de tension generado por un conjunto de proteinas que lo mantienen unido al citoesqueleto
celular. En el esquema se muestra cdmo un desplazamiento produce la apertura de los canales
mecanotransductores, lo cual aparece como un aumento en la corriente de transduccion.
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 posicion, el motor molecular
asciende nuevamente en el cilio porque ex:ste un elemento elastico que lo tira hacia arriba.
(Modificado de Gillespie, 1997).

.,

Motor
¢~ Conadl ionico
Unidn de

ta
\ pun
Actina

I}
L

Rectificador retardado ggpg: el r_ectiﬁcador rétardado fué descrito en las células del saculo de la

rana por Lewis y Hudspeth en 1983' ‘Esta corriente. se encuentra presente practicamente en todos *

los tipos de células ciliadas-hééia hi V(Le'\i\}is y Hudspeth, 1983). La activacion de

cerca de 50-60 ms a 20°C en el saculo de la -

gkpr tiene una forma mgmondea relativamente enté,
Rana esculema (Russd ‘ nte, que clasicamente se ha descrito como-no-
. 1naqt|vante; pr_escnl a ihactivacién para pulsos largos de alrededor
] por dos exponenciales, una con T=291.3 ms.~
; El estudio de la inactivacion de estado estable de -

;lé'corriénté"dembstré ’que"s ] ajust A’ a‘una' écdéci'c")hde Boltzman con una V2=-86 mVy S=7.4.

'Todos estos resultados mdxcan un proceso de inactivaciéon lento de tipo C. La idea es, entonces.”

que ex1ste una parte de gkpr que se inactiva muy lentamente y otra que no se inactiva.

TESIS CON
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44 mV (Rusch y cols., 1998) Estos mismos

" autores reportan que Ia £KDR,11 €S Mas sen51ble a la 4-ammo piridina (4-AP) con una Kp de 80 uM,

" er tanto gkpr, tiene una Kpde 1 mM'. Igualmente, en el saculo de la rana, se ha encontrado que:

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

Corriente transitoria de salida gka: se trata de una corriente andloga a la co'rrie'rit'e‘ztlpqz;A'f

descrita por Connors y Stevens en las neuronas de molusco (Connors y Stevens 19717a; |

las células del siculo de la Rana catesbiana esta corriente se activa por pulsos de voltaje que
llevan el potencial a valores positivos mayores de -50 mV a partir de potenciales c_icﬂretencnon de
-70 mV (Hudspeth y Lewis, 1988a). Desde el punto de vista farmacolégico, es méé"’sens‘ib]e ala
4-AP que al tetraetilamonio (TEA). gka es muy prominente en algunas células ciliadas en las
" cuales domina cOmﬁletarhente la corriente total. Su bloqueo farmacoldgico no parece influir

sobre la resonancna electnca de las células aisladas (Hudspeth y Lewis, 1988b). Se ha encontrado

en las celulas c111adas de; peces anﬁblos, aves y mamiferos (Steinacker y cols., 1997; Lewis y
Hudspeth 1983 8 Noms y cols ., 1992; Masetto y colls., 2000; Rennie y Ashmore, 1991). Su

’ act1vac1on 1a 1qétlca bastante rapida; se ha propuesto un modelo de dos estados

‘g‘:jp,or Ca™ para bloquearlas, razéon por la cual, aunque muestran
y 'pqupiedades farmacoldgicas semejantes a la I, quedan dudas acerca

orrientes (ver tabla I).

' En relaci6n a los valores de la Kp para la 4-AP en las corrientes gypr, Yy gxora [0S autores reportan unidades

L ’er'r‘onea's en la tabla I, donde valores micromolares fueron sustituidos por valores milimolares (Rusch y cols., 1998).
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Corriente de K* dependiente de Ca’ g ca: esta‘co-r“x"iéhtjewf(lm

entre 140 a 200 pS y en celulas cﬂxadas

(Ohmori, 1984). Su actlvamon es sum imen|

a Ul'l mvel estacmnano tan en

Figura 5. Corrientes ionicas en células ciliadas.
Este tipo de células estin dominadas por
corrientes de K' que. son las de mayor
magnitud. En su polo basal presentan también
una corriente de Ca™ asi como transportadores
de Ca"™" (Tomado de Hudspeth, 1983.

k’c)"!) {se'éic'ti\}a a potenciales mas

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 sintonizacion eléctrica de las células

TESIS CON
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= cxlladas de la coclea (Crawford y Fettlplace 1980» Fettlplace y Fuchs, 1999). La subunidad o de

_estos canales es codificada por genes de la familia sIo, y parece que gracias a la ocurrencia de

corte alternativo, se pueden modificar significativamente la cinética y la sensibilidad al Ca'™* de

esta corriente, Por otra pme;’ la presencia de diferentes tipos de subunidades § también puede

modificar la cinética y la sensibilidad al Ca** de la Ix c.. Estas diferencias cinéticas de la corriente

- parecen tener un importante papel funcional en la frecuencia de resonancia eléctrica de las células

ciliadas. En l}a‘ coclea de las aves en términos generales, se encuentra que una cinética mas lenta

‘ bsgyz asocia donrﬁn"avmayor sensibilidad al Ca*" intracelular (Ramanathan y cols., 2000; Fettiplace y

Fuchs, 1999). "

La corriente I k.ca € €l século de la rana, es particularmente sensible a la iberiotoxina en el

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

Exlsten ev1dencxas.en las células ciliadas alsladas ‘del vestibulo de la tortuga (Tucker y

Fettlplace 1996); ens‘las celulas cﬂxadas sacular d, la rana (Armstrong y Roberts, 1998), que

anales de K activados por Ca*™" del tipo SK (Small K), los cuales
: éueadps con Cs" intracelular y aparecen como una pequefia corriente
Qlf;iénfe entrante de Ca*™ (unica evidente cuando se sustituye el K*
uﬁhdo el K* se sustituye por otro catién de mayor tamafio como la N-
,(NMDG) el pico inicial de la corriente desaparece, indicando que es
: Vacarreado por ela Cs que fluye por los canales de K* tipo SK (Tucker y Fettiplace, 1996;
o : "Armstrong y Roberts, 1998) (ver tabla I).

Corriente de Ca’ ' activada por voltaje gc,: esta corriente de Ca™ en células ciliadas fué
originalmente registrada en el siculo de la rana por Hudspeth y Lewis (1988a, b), quienes
encontraron que se activa a potenciales mayores a -50 mV, alcanzando su méaximo 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
inactivacién. La corriente tiene una cinética de tercer orden:
l¢u = 8cum *Vmem = Eca)
en donde gco©s la maxima conductancia al Ca*™"y m es el pardmetro de activacion dependiente

de tiempo (Hudspeth y Lewis, 1988a, b).



Estudlos posterlores demostraron que los canales de Ca™ en las celulas ciliadas de la paplla o

_l mas‘negatwos (-40 mV

que se trata de canales de i

: 1995) XSe.ha encontrado tamblen que existe una corriente de Ca"™ sensible a (®-conotoxina en las : .
1998) "En: la} ;

actualldad no se conoce con precision el papel funcional de esta corriente no L sm em argo.

oS celulas c111adas de la paplla audltlva y del vestibulo de la rana (Perin y cols )

10
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estudios en los  canales”semicirculares de la rana demuestran que las conotoxinas s6lo son

' "ici:zipa,c'e‘s 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 I).

Corriente rectificante de entrada gy: esta corriente tiene una importante permeabilidad a los
iones de Na*, lo cual se refleja en su potencial de inversién de alrededor de -43.5+1.8 mV; la
relacién de permeabilidad Py, /Pk es de 0.14, calculada a partir del potencial de inversion. Tiene
una Vi de -101 +=5 mV 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 utriculo del ratén (Riisch, Lysakowski y Eatock,
1998).‘ Se ha encontrado que su activacion y deactivacion son de tipo sigmoidal. Con base en el

= “:poienc'ial de equilibrio reportado (saculo de rana) por Holt y Eatock (1995) para la g, (=-45 mV)

~“ycon bésé en la ecuacién de Goldman se obtiene que Py, / P, =~ 0.16 cuando las concentraciones

e f.fsox"ly:cd‘xﬁo las reportadas por Riisch y Eatock (1996a) en el ratén (5.8 mM de K* externo). La gy

Uk se ‘bloquea con Cd** 2 mM en tanto que el Cd™ no parece afectar a gx; el Cs* extracelular

‘también la bloquea eficazmente (Holt y Eatock, 1995). En la rata, la activacion de gy, fue ajustada
con una ecuacién de Boltzman con Vip =-90 mV, s =9.6 , Gmax= 7.3 nS y Gumin = 1.0 nS (ver
tabla I).

Corricnte rectificante de entrada ggi: es una corriente altamente selectiva al K*. Tiene una
activacion de tipo monoexponencial cuyat depende de voltaje (entre 1 y 6 ms) y una
deactivacion monoexponencial para voltajes inferiores al de inversién y biexponencial para
voltajes mayores. La activacién de esta corriente ajusta con una ecuaciéon de Boltzman con

G
Olf)= St 1 G,
los siguientes pardmetros Vip =-86 mV, S = 5.2, Gnax = 25.9 nS y Gmin = 5.7 nS validos para [K]
,exiracelular de 5’mM La V,n de esta corriente se desplaza a valores mds positivos con el
'aumento de la: concentrac10n extracelular de K*. La gk se bloquea en forma dependiente de

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

Tamblen ;q'n’Ba“: 500 pM a 1 mM se bloquea casi en su totalidad; el uso de Cd*™* o de Ba™
: pehnite ;v'er‘»i selectivamente gg; o gn. Ambas corrientes son bloqueadas por Cs* (Riisch,

L&sékowski y Eatock, 1998) (ver tabla I).

1
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‘ Corrlentc rectlf cadora lenta de bajo umbral gk .. se ha encontrado exclusnvamente en células -

cxhadas tlpo 1. Fue descrita originalmente en las células ciliadas de los canales semlclrculares del; o

: plchon’ como ‘una corriente parecxda a la tipo M (Correla y Lang 1990) Yy postenormente se ,' '

rbxl]o 5 mM de 4-AP bloquean la
"7103 mM y por Ni*" 5 mM

: fcxlladas ‘:‘en—‘ la generacxénﬂ "él4potenc1al receptor, ya que debido al hecho de que a. potencnales :

L muy neganvos el 50% de l: ;comente est ,actlva entonces determinan una notable dlsmmucxon ;

_en‘la: rcsxstenma de entrada y.e

ila anancla global de_la célula. (Soto y cols 2001) Tabla L

T Comemes 1omcas dependlentes de voltaje en; células cllladas
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Tabla |
Corricente Tipo de Animal
célula Organo
I CcSC Paloma'?®, jerbillo®
It Utriculo. Ratén:’, rata?
Utriculo Ratén™*®
Ik.pR L II CSC Poll07, ranas, paloma"’, cobayo'o, axolotl"’
Saculo Pez dorado'? Rana2®?!
Saculo Rana'"?, pez dorado'
Ik LIl P. Amph. Rana'*
CSC Pollo’, rana®!516
Século Rana'?, pez dorado'?
i LI P. Amph. Rana'?
csc Polio’
Ika L1I CSC Rana®'"''%% paloma'?, cobayo'’, pollo’,
P. Amph. axolotl'"
Saculo Rana'?
Rana'®
Ik,.ca LII Saculo Rana'®*" pez dorado"?
CSsC Paloma'’, cobayo'’
Ica LI Saculo Rana'®!"?, pez dorado'?
P. Amph. Pollo’, rana'!

'Correia y Lang, 1990; *Rennie y cols., 1996; *Rish y cols., 1998; *Eatock y Hutzler, 1992; *Rennie y Correia, 1994;
SHolt y cols., 1999; "Masetto y cols., 1998; *Masetto y cols., 1994; "Masetto y Correia, 1997; '"Rennie y Ashmore,
1991; ' Vega, 2000; '?Sugihara y Furukawa, 1989; *Holt y Eatock, 1995; '*Smotherman y Narins, 1999; '*"Marcotti
y cols., 1999; "®Masetto y cols., 1999; '"Ricci y cols., 1994; *Hudspeth y Lewis, 1988 a,b; "Lewis y Hudspeth,
1983, ®Russo y cols., 1996, 2! Armstrong y Roberts, 1998, 2Norris 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
direccion excitadora (es decir, en direccion a los estereocilios de mayor tamafio), aumenta la
tension de las uniones apicales y, consecuentemente, se abren los canales mecanotransductores,
despolarizando a la célula. En el caso contrario, se produce una hiperpolarizacidn, esto es, una
inhibicion de la célula. La capacidad de las células ciliadas para responder diferencialmente a los

desplazamientos de los cilios en una u otra direccién ha dado origen al concepto de polarizacion
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Rusch y Eatock, 1996b; Riisch y cols.,

1998) Asumiendo; que

[Na] (P +’bP )'+[1<],(1 04 ‘P.- +P )y

donde Pp P}\L + PD' +‘P11( s la permeabilidad basolateral total al potasio: P. es la

,permeablhdad deil ansductores al K*; P, es la permeabilidad perilimfitica al
I\ P;,Nu, es. la permeabllldad al-Na* del canal rectificante de entrada Iy, y, b es la relacién de
permeabilidades a K* y Na* en la. membrana basolateral de la célula. Mediante algunas

simplificaciones y consideraciones adicionales, esta ecuacién nos da una relacién implicita entre

14
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“ '\2:{704/200g :

;"wel potencxal de: membrana W) y la posiciéon de los cilios en las células ciliadas. Hemos

. ,Ldesarrollado ”ama iterativo en Matlab™ que calcula esta funcion.

Con‘b' e el esta ccuacxon y usando los datos obtenidos por Géléoc y cols. (1997) y Riisch y

'Eatock 996a) “en' ratas neonatas, hemos construido las curvas teéricas de movimiento de los

- ’cxhos ersus ot‘enc1al receptor para las células ciliadas cuando se encuentran ubicadas en el
) ves lbular y enfrentan dos medios de diferente composicién idnica, Ia endolinfa y la
: , acuerdo con esto encontramos que las células ciliadas tipo II producen potenciales
“ ’::d:é hasta30 mV ante desplazamientos maximos del haz de cilios. Estos cambios de voltaje son

“‘claramente suficientes para activar la liberacién de neurotransmisor que, se ha demostrado, es

L dependiente de Ca™

Potencial generador en la neurona aferente
En su forma mds general, la informacién que llega a la neurona aferente en forma de potenciales
sindpticos, es igual a la conductancia de la sinapsis, que es una conductancia que varia con el

tiempo, de donde (Yamada, Koch y Adams, 1989):
I.tyn = g.\'yn (’) : (V - E.ryn )
La variacién en el tiempo de la conductancia sinaptica se puede modelar por la siguiente funcidn:
, gw(t)— const -t -exp™''

: donde la tp.co es de alrededor de 2.5 ms, tiempo al cual la conductancia sindptica alcanza su
" mgx1mo valor. Esta conductancia sindptica debida a la activacién de corrientes iénicas activadas

- por ligandos, en interaccién con las corrientes idnicas dependientes de voltaje de la terminal de la
ke neurona aférente, determina las propiedades del potencial generador. En las neuronas aferentes
\?éstibulares del ajoloté se han encontrado las siguientes conductancias: una corriente de Na*
k dependlente de voltaje (gN,,) una corriente saliente de K* de tipo transitorio (gk.a), una corriente

saliente de K* que no se inactiva (g pr) (Soto y cols., 1998).
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Endolinfa

Perilinfa

Transmision sinAptica en el sistema vestibular

Figura 6. Células ciliadas tipos 1 y II. Puede observarse que las
células ciliadas tipo I tienen forma de anfora y estin rodeadas
completamente por el cédliz de una:terminal aferente. Las
células ciliadas tipo II son mas cilindricas y reciben terminales
aferentes (ba) y eferentes (be) en botén. Ambos tipos de
terminales aferentes presentan un cuerpo sindptico, cuya
funcién se desconoce (tomado de Eatock y Rush, 1997).

Desde el punto de vista morfoldgico se distinguen dos tipos de células ciliadas en el vestibulo de

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

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

inferiores, las de tipo I aparecen en los vertebrados superiores, especificamente en los amniotes

(Figﬁ;a 6). En la actualidad se puede afirmar que la sinapsis entre las células ciliadas tipo II y las

- ‘neuronas-aferentes es de tipo quimico, ya que existen todos los elementos morfolégicos como

son la existencia de un espacio sindptico de al menos 70 A, el engrosamiento postsinaptico, la

presencia de un cuerpo sinaptico rodeado de vesiculas en la célula ciliada; aunado a estos

TESIS COA
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Figura 7. Fotografia de microscopia
electronica de transmisidn de una sinapsis
aferente en el oido interno del ajolote. Se
observan dos sinapsis aferentes,
caracterizadas por el cuerpo sinaptico
(flechas). Esta es una estructura
electrodensa, rodeada de vesiculas. Se
observa también el engrosamiento
postsinaptico y una terminal eferente (E),
que posiblemente hace sinapsis con una
terminal aferente (flecha corta). Af,
neurona aferente; m, mitocondrias; mt,
microtibulos (Foto Soto y Cols., 1994).
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g : ulas tlpo II en ausencia de calcio extracelular (Wersall, 1956; Smith y
S_;bstrand “961 Ades y Engstrbm, 1965 '1974; Wersall y Bagger-Sjoback, 1974; Del Castillo y

?lKatz, 1954 Furukawaycols 1972 1982 Rossi y cols., 1980; Pérez y cols., 1991; Fuchs, 1996).

" Por otro lado, ,la" "napsns en ‘célula tipo' I no corresponde a los criterios morfologicos que

..definen‘una: smap51s qu1m1ca Aunque existen vesiculas en la region presinaptica de las células
tipoLy una barra sindptica ;pfho a la cual se agrupan las vesiculas, no existe engrosamiento
postsmaptlco, y e] espacio mtersihéﬁtico es en algunas ocasiones menor a 10 A (Hamilton, 1968;
Gulley y Bagger—Sjbback‘ ‘1979) Llama también la atencién el extenso contacto entre la célula
ciliada-y la: termmal aferente, ya que esta ultima cubre pricticamente toda la superficie
basolateral de la célula ciliada (Gulley y Reese, 1977; Gulley y Bagger-Sjoback, 1979; Engstrém
y Engstrém, 1981). En los anfibios, y en particular en el ajolote (Ambystoma tigrinum), que es el
animal en que realizamos nuestro trabajo de investigacion, existen tinicamente células de tipo II.
La sinapsis aferente en estas células muestra un cuerpo presindptico rodeado por vesiculas y un
-engrosamiento de la terminal postsindptica (Figura 7). La sinapsis eferente se caracteriza por
“tener multiples vesiculas en la dendrita presindptica, un claro engrosamiento y una cisterna
-postsindptica (Figura 8).
Las ﬁbras, tanto aferentes como eferentes, forman la porcién vestibular del VIII par craneal.

uLas ﬁbras aferentes vestlbulares son dendritas de las células que forman el gangllo de Scarpa y su

En los humanos, el nervio vestibular estd constituido por 14,200-24,000 fibras de las cuales
.88. 5% tlenen un grosor de 2-9 um, 7.2% de 8-13 pm y 4.2% menos de 2 pum (Wersill y Bagger-
' '(Sjoback 1974) En el mono arafia, el ganglio vestibular cuenta con 12,412 cuerpos neuronales

‘f:,cuya area se encuentran entre 200-650 pum?, el nervio vestibular esta constituido por 12,005 fibras

g ""mllmlzadas con un area de secci6n de 3-11 um, y un 0.7% de las fibras amielinicas (Fermin y

S Igaxjashlg;l 98‘7).”En,eVl .sapo el nervio vestibular estd formado por 5815 £765 fibras mielinizadas;

S ,S‘.‘s, ‘dié.rhetrps se encuentran entre 1-11um. De estas fibras, 2059 £330 inervan al utriculo, 1263
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+321 al século y'2317 £349 a los canales semicirculares (Honrubia y cols., 1984). En el ajolote,

el ner‘v/idf"Vev'étibular estd formado por 2392 540 axones, de los cuales 943 +373 inervan al
utriiéulb,’ch 1:443 inervan al canal anterior, 289 +19 al canal lateral, 236 +19 al canal posterior,
452 ':i: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 mamiferos y en la
formacién reticular del romboencéfalo en los urodelos. Las fibras eferentes de la paloma, el
ajolote, la salamandra y algunos peces, pueden inervar a los dos vestibulos en forma ipsilateral o
contralateral (Fritzsch, 1981 y 1996; Fritzsch y Crapon de Caprona, 1984). Su funcién 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 II asi como con las aferentes que inervan a las células tipo I. El efecto
producido por la activacidn de las vias eferentes es muy distinto en uno y otro caso, ya que en las
células tipo II las vias eferentes producen un efecto presinaptico, modulando la liberacién 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 postsiniptica (Goldberg y Fernindez, 1984; Soto,
1988; Anniko, 1988;).

Figura 8. Micrografia de la sinapsis
eferente cn el oido interno del ajolote.
La terminal eferente (E) presenta
numerosas vesiculas (V). En la célula
* ciliada (CC) que forma la terminal
postsindptica se observa una cisterna
subsinaptica (flechas). En una neurona
aferente (AD), se distinguen
microtubulos (Mt) y mitocondrias (m)
(Foto Soto y Cols., 1994).

Acoplamiento potencial receptor - liberacién de neurotransmisor

La sinapsis aferente tiene propiedades peculiares, ya que la liberacién del neurotransmisor se
produce de forma continua. y la estimulacion 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 espontdnea). La capacidad de las células ciliadas para

| mSIscon |
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> ﬂt:'vdlstmtos smos de liberacién tienen diferente sensibilidad al voltaje (Furukawa y cols., 1972;

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

,,veswulas, las cuales se sabe que se reciclan a velocidades extraordinariamente rapidas, ya que

. medlcxones del cambio de la capacitancia de la membrana sugieren que se pueden fusionar hasta
000 veswulas por segundo (Roberts, 1993 y 1994; Lenzi y cols, 1999).

: La‘_lvlberacmn de neurotransmisor en las aferentes vestibulares es un proceso dependiente de

»;j‘ca%z ‘extracelular (Roberts, Jacobs y Hudspeth, 1990; Issa y Hudspeth, 1994; Fuchs, 1996;

,Maixjtl'nez Dunst y cols., 1997; Perin y cols., 2000). Tanto la actividad basal “espontdnea” de las
‘ heurdnas aferentes como la evocada mecénicamente desaparecen cuando el Ca™ del medio
extracelular se sustituye por Mg*? (Pérez y cols., 1991).
El Ca puede ingresar a la células ciliadas por tres vias: i) los canales mecanotransductores;
if) los receptores colmérglcos relacionados con las neuronas eferentes (ver adelante) y iii) canales
.de Ca dependlentes de voltaje localizados en la membrana basolateral de la célula (Figura 9).
'Debldo a la baJa concentracién de Ca™ en la endolinfa, es muy poco probable que por los canales

mecanotransductores ingrese una cantidad significativa de Ca™ a la célula; mas aun, el poco Ca™"

i ) ‘que; pugda entrar por esta via dificilmente alcanza la regidn sindptica, ya que existen evidencias
‘de'A'qi;e:ﬁnicamente produce cambios locales en la concentracion de Ca*™ (Tucker y Fettiplace,
. 1 995, ‘Apicella y cols., 1997; Yamoah y cols., 1998; Boyer y cols, 2001). La entrada de Ca™ por

: ‘1f~lé'éctiVaci6n de receptores colinérgicos seguramente es muy pobre y depende de la activacion del

. ~sistema eferente. Queda entonces como uUnica 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

electrofisiolégico destacan las siguientes: 1) adaptacién del sistema de transduccién, 2)

resonancia y sintonizacion eléctrica, 3) inhibicion eferente y 4) exocitosis del neurotransmisor.
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L ~11bera“c16nvd'é‘neurotransmisor depende de la concentraci6n intracelular de Ca™. En este

'Jeta a una compleja regulacién y depende del balance entre el Ca’™ que entra, su
liberaéiénfvpor organelos -mitocondrias, por ejemplo-, la unién a proteinas y la actividad de

. diversos ‘si“stemas de transporte (Figura 9).

Figura 9. Esquema que muestra las posibles fuentes
y mecanismos de eliminacién 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

. ++ A Reticulo_Endopldsmico
citoplasma es bombeado por una ATPasa de Ca — [, co ]
que, se ha demostrado, se localiza en la membrana =p—QD s

s ATP ADP

basolateral.
Union_ o / Clnosos de
Proteinas Proteinas

Mitocondria

En las celulas cllladas se ha descrxto la existencia de altas concentraciones de proteinas

movxles que hgan Ca™ 'gmo“ la calbindina-D28k, con 6 a 8§ sitios de unién a Ca™, y la

calmoduhna 4 sitios de uni6n a Ca™* (Roberts, 1993 y 1994). Estas proteinas determinan, en
e lar : e Ca"™ en la vecindad de su fuente, y se ha estimado que su
células ciliadas equivale a = 1 a 2 mM de BAPTA (en el extremo, se ha
e émoniguar hasta 5§ mM de Ca™). Estudios teéricos han demostrado
Ca*™ cerca de un conjunto de canales en la membrana alcanza
stambnario determinado basicamente por dos propiedades de las proteinas
‘ 1 f_]an Ca™rel tlempo medio (1) antes de que la proteina se una a un ion de Ca™ y un
"~‘:"‘factor de llenado (R), relacionados ambos con la movilidad difusional del amortiguador (Dgy), ¥

o tamblen con la constante de asociacion (Kon) y la concentracion del buffer (Roberts, 1994).
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Neurotransmisores

Sinapsis aferente

Las fibras aferentes de los 6rganos del sistema acustico lateral (coclea, sistema vestibular y la
linea lateral) alin en ausencia de estimulacién, poseen una descarga basal; la cual es causada por
la liberacién espontinea de neurotransmisor. Se ha demostrado que, en el sistema vestibular y en
la coclea, la liberacién de neurotransmisor es dependiente del calcio extracelular (Valli y Zucca,
1976; Sxege] "ly:_Relkin, 1987; Pérez y cols., 1991; Perin y cols., 2000), ademas de que la presencia

) de COb 'Ifd5y_ ‘otfos iones divalentes elimina la descarga basal en los receptores de la linea lateral

Con referencna a la naturaleza quimica del transmisor aferente, en la década de los 80
S ‘vse reahzaron diversos trabajos, algunos de ellos con resultados contradictorios (Guth y Melamed,
"1982) El dcido gamma amino-butirico (GABA), las catecolaminas, el glutamato, el aspartato, la
histamina e incluso un factor activador del nervio auditivo (ANAS), han sido propuestos como
transmisores de las vias aferentes vestibulo-cocleares y de la linea lateral (Flock y Lam, 1974; w
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 colé., ‘1995;
VAkoev 1991 Cochran, 1992; Lopez y cols., 1992; Soto, y cols., 1993).

Dos son "las moleculas que han permanecido como transmisores putativos y acerca de los

ualesz e han reahzado diversos trabajos: el GABA y el glutamato.

En relacion’ al GABA, fue propuesto como neurotransmisor originalmente por Flock y Lam en

:Lgm, 1974). Diversos estudios bioquimicos y de inmunohistoquimica apoyan la

hlpote51s ¢ 'el’ GABA como neurotransmisor en la sinapsis vestibular (Meza, 1984). Se ha
demostrado la presencia de las enzimas de degradacion y sintesis en los canales semicirculares
"del cobayo, que la glutamato descarboxilasa (GAD) se encuentra presente exclusivamente en
las celulas c1hadas Por otro lado se ha demostrado en canales semicirculares de rata la presencia
, 'de GAD durante el desarrollo, enzima que a los 15 dias postnatales alcanza los niveles de la edad
adulta, a51 mlsmo se ha demostrado que la GAD desaparece del oido cuando el animal es tratado
con estreptomlcma que destruye las células ciliadas y reaparece junto con el reflejo de nistagmo

5 720 dlas despues de suspender el tratamiento (Meza, 1984; Lopéz y cols.1992, Meza y cols 1992,

: Meza v co]s 1994; Usami y cols., 1989). En el vestibulo del gato, la aplicacién iontoforética de

21



23/04/2002 Rosario Vega

Figura 10 . Diagrama de una célula
ciliada y sus relaciones sinapticas
con una neurona aferente. En la
dendrita aferente se localizan re-
ceptores para aminoacidos excita-
dores (AAE). Esta via involucra
principalmente receptores ionotrd-
picos tipo AMPA (4cido a-amino-
isoxasole-propidnico) y NMDA
(acido N-metil-D-spartico); evi-
dencia menos sdélida sugiere
también la presencia de receptores
metabotrépicos. La activacion de
receptores NMDA genera trenes de
potenciales, en tanto que |la
activaciéon de receptores AMPA
genera respuestas mas lentas.

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

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

f.vmejs"yt;ibuIO aislado de pollo provoca un incremento en la frecuencia de descarga de las fibras

v~z’1ferréntes de los canales semicirculares, y este aumento es dependiente de la dosis. Sin embargo el

"eféEtO‘del GABA es mucho menor al provocado por la aplicacién del glutamato y agonistas
bespeciﬁcos de los receptores a aminoacidos excitadores (comunicacion personal Amira Flores
AUr'bina). 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, atin no corroborada
de que el glutamato sea'el neurotransmisor en las sinapsis aferentes de las celulas ciliadas tipo 11
y el GABA en las up‘* "(G th y cols., 1998).

En nuestro.,labo,r,atono;se_han'estudlado los efectos de agonistas y antagonistas del GABA y de

los amiﬁdécid’os excitadores (AAE) sobre la actividad eléctrica de las aferentes vestibulares del

mwm). En el caso del GABA y sus analogos, hemos reportado que no

ue 1nd1quen que este pudiera ser el neurotransmisor aferente de las células

»c1lladas (1 ega y cols 1987). Por otra parte, las drogas relacionadas con los AAE cumplen con

: los crltenos fisxologlcos que permiten proponerlas como transmisores de la sinapsis aferente.

Esto es: mlmetlzan la activacion producida por la estimulacién fisioldgica; sus antagonistas
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i bloquean tanto la“activac _mvgiucldaipor Ia estimulacién fisiolégica, como la inducida por los

’el' postsméptlco (Soto, 1988; Soto y Vega 1988; Pérez y cols.,
ot y cols 1993 -Soto y cols., 1994; Flores, 1997) Actualmente

: iagomstas, y e

ega, 1988; Zucca y cols., 1992 y1993; Panzanelli P.y cols., 1994;

'de~ vié.)‘s"styi‘btlpos ctli}ados por N-metil-D-aspartico (NMDA), los activados por a-amino-3-

hldroxx-S-met11-4-1soxasolprop1omco (AMPA) y receptores de tipo metabotropico (Eybalin,
1993 _Puel y cols., 1995; Kataoka y Ohmori, 1996; Sewell, 1996; Guth y cols., 1998). Queda

e 'l, pendlente, sin embargo, definir el papel exacto que tienen los diferentes tipos de receptores a los

AAE en la transmision aferente en esta via (Figura 10).
. Se ha estudiado también la presencia de receptores a AAE de tipo metabotrépico (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 (Garcia Andrade, 1996). Guth y colaboradores (1999) han
reportado-la presencia de receptores tipo mGluR en el oido interno de la rana. Ellos proponen que
dichos receptores se encuentran localizados presinapticamente en las células ciliadas y que harian
una retroallmentamén positiva regulando la liberacién del neurotransmisor aferente.

En una sene expenmental excepcionalmente elegante, Kataoka y Ohmori (1996) demostraron

vla llberamén de glutamato por las células ciliadas. Ellos hicieron fijacion de voltaje en una célula

“cxlxada alslada del oido del pollo y la colocaron en la vecindad de una célula granular del cerebelo

fen cultlvo Cuando se despolariza la célula ciliada, la célula granular -que se sabe tiene receptores
jglutamaterglcos- responde con una depolarizacion. Estos autores demostraron, ademas, que este

v_‘efecto es sensxble a los antagonistas de los receptores NMDA como el 2-amino-5-fosfonovalérico

(Kataoka y Ohmorl 1996 ). Sin embargo, este experimento no descarta la liberacion de otros
i neurotansmlsores
Por otra parte, se ha encontrado inmunorreactividad a una sustancia del tipo del glutamato en

B las celulas 0111adas del sistema vestibular de la rana (Panzanelli y cols., 1994); Harper y su grupo
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: ;Smapszs’ 'éﬁzreme

L 1nervaclon eferente vestibular en los mamiferos tiene su origen primordialmente a nivel del

; plso del cuarto ventriculo y alrededor de las raices del nervio entre el nticleo abducens y el nucleo

v thbular rostral. En el gato un grupo importante de neuronas eferentes se localiza en la

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

, neui‘dhas eferentes se agupan en el tallo cerebral, préximos a los nticleos vestibulares (Goldberg

':v}"t’y Femandez, 1980, Warr, 1975), Perachio y Kerevetter (1989) han sefialado en el gerbillo dos

4 »grupos distintos de neuronas eferentes en base al tamafio de sus somas neuronales, uno de ellos

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

"'i“jal nucleo vestlbu]ar' y el ‘grupo-de somas pequefios se encuentra hacia la parte ventral de la

‘T‘ffjrodxlla? del” nervio ‘facial.’ En el cobayo los cuerpos de las neuronas eferentes que inervan los

-,cuepos de las neuronas eferentes se encuentran a nivel de los nicleos de la

el bulbo raqu1deo (al menos los nicleos prmcxpales pero no los tinicos)

‘ademads en todos los vertebrados existe el niicleo eferente octavolateralis, localizado en la zona

‘rombencefilica del tegmentum, con la excepcion de que en los mamiferos no se concentra en un
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'éb\s er Ay“'c:ols.', 1992). Las fibras eferentes son fibras amielinicas que terminan

] "611 las neuronas aferentes o directamente sobre las células ciliadas. En el caso

i de-la eferentes que ‘'se dirigen a células ciliadas tipo I, el contacto sinaptico es sobre el caliz

aferente En camblo, en las células ciliadas tipo II, la sinapsis se realiza directamente sobre el

i cuerpo de las células ciliadas. El segundo caso es €l que resulta relevante para este proyecto, ya

‘ que traba_]amos en ‘el ajolote (dmbystoma tigrinum) que, tiene unicamente células tipo I1.

Desde os ‘afios 60 se descnbxé a la acetilcolina como el neurotransmisor entre las fibras

{':eferenies elu as cﬂladas (stselsson, 1960; Amaro y cols., 1966); sin embargo, el

‘f"des'i’:ubrihi_ie VGABA se smtetlza y almacena en las fibras eferentes de la céclea (Fex

y cols 1986 Eybalm y:cols 1988), asi como la presencia de neuropéptidos activos en estas
ﬁbras, sugxeren que tanto la acetilcolina como el GABA y algunos neuropéptidos actian como
neurotransmisores o ‘neuromoduladores entre las fibras eferentes y las células ciliadas en la
céclea.

No es claro el papel que juega la activacidn de las fibras eferentes, se ha reportado que su
estimulacién produce un incremento en la frecuencia de descarga de las neuronas aferentes. En el
mono arafia la estimulacidn eferente ademas de aumentar la descarga basal, disminuye la evocada
ante estimulos rotatorios; el aumento en la frecuencia de descarga basal fue fundamentalmente
debido a un aumento de la actividad de las fibras irregulares (Goldberg y Fernandez, 1980). En el
gato se encontr6 que la estimulacion de las fibras eferentes produce una inhibiciéon de la descarga
de las fibras aferentes (Dieringer y cols., 1977). En el gato la estimulacién eferente produce un
incremento de ruido sindptico en las neuronas aferentes (McCue y Guinan, 1994).

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

‘estimulacién de ‘las fibras eferentes del canal semicircular aislado de la rana produce tanto
 , aumento como disminucién de la frecuencia de descarga de las neuronas aferentes. Se ha
’j‘propuesto que ambas respuestas se deben a la relacién que guarda el potencial de membrana de la
célula respecto del potencial de inversion del ion K en el momento en que se aplica el estimulo
eléctrico (Rossi y cols., 1977; 1980).

En la linea lateral, se ha reportado que la estimulacion eferente inhibe la descarga de las
neuronas aferentes del Xenopus laevis (Russell, 1971), el pez perro (Roberts y Russell, 1972) y
del mutelo (Lora lota) (Flock y Russell, 1976).

Uno de los elementos que podria contribuir a entender los diferentes resultados que se han
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e “'»'obteni'do"al'estlmular as eferentes," és~la presencia de células tipo I en los mamiferos, en las que

la smap81s ferente es sobre la ﬁbra aferente cosa que no ocurre en los vertebrados inferiores que

Boyle y nghstem en 1990, estimulando las fibras eferentes en el pez sapo, registran un
mcremento en la frecuencia de descarga de las aferentes vestibulares, y una disminucion de la
. f'~'respuestav provocada por estimulos rotatorios, estos resultados son similares a los reportados por
o I:: Go]dberg y Ferndndez en el mono arafia (Boyle y Highstein, 1990; Goldberg y Fernandez, 1980).
~~En conjunto estos resultados indican que las diferencias en la inervacion entre células ciliadas
i l‘ thpo I y II no expllcan las diferentes respuestas que se han registrado con la estimulacion eferente;

'queda como expllcacwn mads aceptable la que se relaciona con el potencial de inversién del ion

e ha v'r_“ic‘ontrado que la aplicacién de acetilcolina (ACh) activa una corriente de K* en la
, 5n: léé:sblateral de las células ciliadas. La aplicacién de ACh y ATP en células ciliadas
‘ais édays,débl‘oido del pollo y cargadas con fura-2, ha permitido detectar un aumento intracelular
vodesCain

H .
‘Este aumento en la concentracién intracelular de Ca activa la corriente de K*

'de‘pén'diehte- deb CaH, con lo que se produce una hiperpolarizacién de las células (Shigemoto y

g ‘kahmOI‘l, 1990) La muscarma 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 altamenle permeables a Ca representa un importante problema, ya que
tradicionalmente’ se ha aceptado que la ACh es neurotransmisor en vias mhlbntonas eferentes que

llegan a las células' cxlladas Sin embargo, la activacion de corrientes de ca” por estas vias

es la lnperpolanzacxon debida a la salida de K*. En células ciliadas aisladas de los canales

: semlclrculares de la rana se ha encontrado que la Ach activa una corriente de salida que tiende a
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y cols 1994). Funcionalmente son agonistas de este receptor la

‘. :mcotlmco (estrlcnma > d-tubocurarma > bicuculina > a-bungarotoxma > tlmetafan), y por altas

o ’cocleares se ha descnto que el receptor colinérgico es antagonizado por enzimas como la

.papa;na, y‘las proteasas VIII y XXIV (Holt y cols., 2001), y que la morfina es capaz de inhibir a
i -'eété receptor, esta inhibicion no es a través de receptores a opioides (Lioudyno y cols., 2000).

El receptor responsable, ha sido Ilamado a9, por la subunidad del receptor nicotinico
a9AchR. Este receptor fue clonado de células del epitelio olfatorio de la rata y se encuentra

presente en’ las celul* 111adas cocleares y vestibulares (Elgoyhen y cols., 1994; Anderson y

cols., 1997). La cax_‘actensucas de este receptor nicotinico con su inusual farmacologia son

similares ‘a ‘las’ descritas' para los receptores homoméricos constituidos por subunidades o9

nAChR, 'q'uéke’)kcpr;é‘§ad6's en oocitos de Xenopus laevis, presentan una farmacologia similar a la
del receptor nati\};i"'dé‘ las células ciliadas. En cuanto a la corriente idnica que se produce al
activar el rc}:cepiox"‘%"déf"riAChR la aplicacién de acetilcolina produce una corriente menor a las
provocadas /eri‘el ré'(‘:!éyptor nativo, ademas de no presentar una desensibilizacién tan marcada

como' la registrada

;'vlas‘”células cocleares (Elgoyhen y cols., 1994; Rothlin y cols., 1999). En

células ciliadas cocleares externas in situ por medio de técnicas inmunohistoquimicas se han

encontrado la Vub'unidad a9 como, recientemente, la 10. Al transfectar ambas subunidades

~en oocitos se forman heterémeros 9010 nAChRs, las corrientes evocadas por la aplicacion de

~ acetilcolina, en este caso, tienen una magnitud mayor que los receptores constituidos unicamente
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‘,encontro ‘una sustancia que, en el ileon de co
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: »por subumdades a9 el a9a10 nAChRs presenta desensibilizacién, y una mas rapida apertura y
_CICITC del canal Estas caracteristicas son similares a las reportadas en células cocleares externas

k ‘alsladas y el receptor heterémero a9a10nAchRs mantienen la peculiar farmacologia descrita en

las células cocleares, asi que actualmente se piensa que los receptores nativos son heterémeros

a9a.10 nAChRs (Elgoyhen y cols., 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 unién. Estos resultados fueron corroborados cuando
se demostro la presencia de receptores opiaceos en el ileon del cobayo y en el conducto deferente
del ratén (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 administracion

d,? nalbxona (Akil y cols. 1976) y que la estimulacion de la sustancia gris periacueductal producia

- analgesia, resultados que llevaron a pensar en 1 'e/xistencia de una sustancia endogena similar a la

= mbrﬁna (Mayer y Liebeskind, 1974). En expenmentos con homogenados de cerebro de cerdo, se

producxa efectos similares a los de la morfina;

ue por encontrarse en el cerebro fueron

falina (Hughes y cols., 1975); actualmente se
v Richter, 1999).

6rifq‘skin4tetizados a partir de grandes moléculas;
o! peptidos opioides: proopiomelanocortina
cbls 1982; Grubler y cols., 1982; Noda y
oldste ‘m y cols., 1971; Bradbury y cols. 1976;

Adé ligahdos' y. e’1 éstﬂdio de sus propiedades llevé a la conclusion
ipos de. receptores a:opioides (Pert y Snyder, 1973; Pert y cols., 1975;
sterlltz y Waterfield, 1975; Paterson y cols., 1983). Se han propuesto tres

L upos le receptores alos opioides: y, para los receptores a los que se unen compuestos similares a

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

. los receptores a los que se unen drogas como la N’alilnormetazocina. Ademas de estos
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- re‘ceptofeé5f Kosterlitz' y colaboradores (1979) aportaron evidencias de un cuarto receptor al que
" gq‘ntqminarqn"’& ‘Estudios posteriores corroboraron que los receptores t, 8 y k eran sitios de
' unién especificos y que se encontraban ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central

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

de su existencia y han quedado desechados de la clasificacion principal (Chang y cols., 1979;
Chang y Cuatrecasas, 1979; Pert y cols., 1974; Bonner y cols., 1981; Martin, 1984; Lewis, y
cols., 1982; y Ninkowic y cols., 1981).

Tabla II

.| Dermorfina Ffin ER R 2 i Dinorfina
Morfina fcefalin | US0488, U69593,C1977
1 Morficeptina? :

DAGO o DAMGO
endorfina
Naloxona
Flunaltrexamina
CTOP

Naloxona
:{ Nor-binaltorfimina

En negritas las sustancias utilizadas en este trabajo. .
! H-Tyr-D-Ala-Phe-Gly, 2 H-Tyr-Pro-Phe-Pro-NH, *Acido 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 § (Bryant y cols., 1998). Los dos que sefialamos son los que mantienen una buena relacién entre potencia
y selectividad.

* 2°,6'-dimetiltirosina (Dmt), DAMGO: Tyr-DAla-Gly-[NMetPhe]-NH(CH,);-OH mismo que [D-Ala2,N-Me-
Phe4,Gly-ol5]-Enkephalina -DAGO, CTOP: DPhe-Cys-Tyr-DTrp-_lys-Thr-Pen-Thr-NH,, U50488: trans-(+)-3,4-
dicloro-N-Methyl-N-[2(1-pyrrol-idinyl)-ciclohexil-benzeneacetamida, U69593:5a,7a,B-(-)-N-Metil-N-[7-
(pirrolidinil-1-oxaspiro(4,5)dec-8-yllbenzeno acetamida, C1977: (5R)-(5a,70,8B)-N-Mthyl-N(7-[1-pirrolidinil]-1-
oxaspirol[4,5]dec-8-yl)-4-benzofuranacetamida mono hydrocloruro

El receptor p se define operacionalmente como el sitio de alta afinidad en que los opioides
producen analgesia, aumento del tono muscular, constipacién, oliguria, fuerte depresion
respiratoria e intensa dependencia fisica. La morfina se une principalmente al receptor p y es

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

. receptores p: el p;, de alta afinidad a la morfina y a los opioides, y que se encuentra

o prihCIpalfnente en el sistema nervioso central; y el 1>, de baja afinidad a la morfina, este receptor
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ha 51do “descrito en’el s1stema nervioso periférico (Pastemak y Wood, 1986)

de calcio dependientes de voltaje y un incremento de la corriente de K" dependiente de
estos ‘efectos se demostré que eran mediados por el receptor u. (Twitchell y Rane, 1993).
., _Estudlos in vitro utilizando DAGO (D-Ala2-,N-me-Phe4-Gly-ol5-encefalina) han demostrado

que los receptores |t inhiben tanto la corriente de calcio, expresada en oocitos de Xenopus laevis,
ovla corriente de calcio sensible a la w-conotoxina en las neuronas intracardiacas de la rata

(Ott" na y cols., 1998, Adams y Terquettrini, 1998).

Ev receptor § 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
; aﬁmdad por el receptor p, y finalmente la dinorfina 1-8 (Akil y cols., 1984). Los primeros
,]» Lan}agqnls}as ‘reportados con una alta afinidad por este receptor fueron las encefalinas (Shaw y

-»\;‘.198‘2), y la naltrexona, derivada del natrindole, fue realmente el primer antagonista

ter y cols., 1990).

‘ la potencia de los agonistas se ha sugerido la existencia de dos subtipos de
rt h ;:‘y’ épls.‘, 1992). El receptor §,, al que se une con alta afinidad la [D-pen,
5P ) y el 8, que tiene como agonista preferencial a la [D-Ser,

ina (DSLET) (Portoghese y cols., 1992). Los receptores & juegan un papel

: y no parecen'pammpar en la produccién de analgesxa

En las celulas del ganglio submandibular del hamster, los receptores 8 modulan los canales de
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P/Q de ‘manera dependiente de la dosis, y este: efecto ‘es bloqueado por

naloxona,(Endoh'y Suzukl, 1998).

Los receptores K se han postulado para drogas del tipo de la ketazocma, su accion analgésica

Ces pobre (Martm vy cols., 1976). El primer agonista para el receptor k fue descrito por el grupo de

Kosterlitz en- 1981. Ellos encontraron que cuando un péptido crece en longitud hacia el carboxilo
_terminal de la ieu—encefalina va perdiendo selectividad por el receptor & e incrementandola hacia

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

o ‘Posterlormente se han descrito tres tipos de receptores k: el k), al que se une el U50488 y los

‘ receptores K2 ¥ K3, que ligan preferencialmente el benzomorfin.
'v ilv.os‘ receptores k participan en funciones como la diuresis, la nocicepcion, la alimentacion y
las secreciones endécrinas (Hansen y Morgan, 1984). E1 U50488, que es un agonista del receptor
ylc, modula en forma inhibitoria a los canales de calcio tipo N de las neuronas del ganglio de la
raiz do:rsalvc:ie la rata (King y cols., 1999) y en las células NG108-15, resultando las corrientes de

K* dependxentes de volta_;e insensibles a este agonista (Carpenter y cols., 1996). En las neuronas

aferentes d ‘la ralz dorsal la dinorfina también disminuye las corrientes de calcio tipo N y tipo P,

o sm afectar las de tipo L (Wiley y cols., 1997).

La clqnaqlén de los genes que codifican los péptidos opioides ha proporcionado pruebas claras
de la é){istgncia de los receptores p, 8, y k. La clonacién del receptor § dio como resultado la
identificacién de las subfamilias de genes de los diferentes receptores. Los subtipos de cDNAs de
las bibliotecas de expresidn celular en las células NG108-15 manifiestan tipos de unién similares
a las encontrados en cerebro, pero los niveles de mRNA son 100 veces mads elevados. Los
cDNAs despliegan secuencias casi iguales a las encontradas en cerebro, estas secuencias del
receptor & codifican proteinas con siete dominios hidrofobicos transmembranales similares a los
encontrados en otros receptores acoplados a proteinas G (Kiefer y cols., 1992; Evans y cols.,

1993).

Neuropéptidos en el oido interno
La existencia de péptidos neuroactivos en la coclea fue descrita por primera vez por Fex y
Altschuler (1981). Ellos demostraron la presencia de inmunorreactividad del tipo de la encefalina

en el organo de Corti del cobayo, asociada exclusivamente a las fibras cocleares eferentes. Estos
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estudlos eron postenormente confirmados por la 1dent|ﬁcacxon, mediante  HPLC, de

: ',Lsubstancxas del tlpo de las encefalinas en la céclea (Fex y Altschuler, 1981, 1985; Hoffman y
. cols 1983 1984 1985; Eybalin y cols., 1983, 1984, 1985a, 1985b; Hoffman, 1986). Estudios
mmunohlstoléglcos ulteriores han permitido demostrar un efecto diferencial en el grado en que se
“_ marcan ]as eferentes que establecen contacto con las células cocleares internas y externas,
;.,,suglrlendo ‘la.existencia de subsistemas de fibras eferentes (Eybalin y cols., 1983; Eybalin y

Pu_]ol ‘1984) La inmunorreactividad a encefalinas en el érgano de Corti en el cobayo desaparece

le ' ammales en los que se han seccxonado las fibras eferentes, indicando la asociacion de estas

J{substahclas con el sistema eferente (Altschu]er y cols,, 1984 a, b; Altschuler y Fex, 1986; Gil-

X"";'Loyzaga Y cols 1988) La 1nvest1gac1én realizada por Scholtz y su grupo, en 1998, muestra

5 mmunorreactlwdad posmva para las éncefalmas en la céclea de humanos, pero no en los drganos
‘ vestxbulares (Scholtz y cols.; 1998)

“También se ha encontrado 1nmmunorreact1v1dad asociada a péptidos derivados de la

encefalina B (prodmorﬁna), glucagon, insulina, colecistocinina y prolactina en la céclea de

cobayos (Hoffman y cols., 1985"' Nowak y cols., 1986 a, b). Marcajes triples han demostrado que,

en fibras eferentes de la céclea 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),

acetilcolina en las fibras eferente dela lmea lateral de la anguila (Roberts y Ryan 1971) y se ha

<ha encontrado por inmunorreactividad la coexistencia de CGRP y

: cols .o 1984) Trabajos ulte encontrado inmunorreactividad a substancia P y a:‘
; coleclstocmma enel cuerpo de as. células ciliadas (Nowak y cols., 1986a, b). En la linea lateral
de la rana, se ha encontrado que el CGRP produce un aumento de la descarga de las aferentes

vestibulares (Adams y cols., 1987 Balley y Sewell, 2000). Estudios de hibridizacién y marcaje

con mmunorreactlwdad lﬂdlC e’ en el tallo cerebral de la rata, en las células que dan origen a

las eferentes vestlbulares, 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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neu o ransmlsores asocxados al sistema eferente. Las evidencias experimentales sugieren que, al

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

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

~Para’el sistema vestibular y la linea lateral el cuadro es mucho més confuso, y podemos afirmar

~con certeza que lo tinico que conocemos es que los neuropéptidos se encuentran involucrados en
lé transmision de informacion proveniente de estos mecanorreceptores, pero desconocemos si son
liberados por las células sensoriales o por las fibras aferentes o eferentes, asi como el tipo de
receptores involucrados en la respuesta a estas substancias (Martin, 1984; Simon y Hiller, 1989;
Hruby y Gehrig, 1989).

" Planteamicnto del problema
_Los antecedentes que hemos presentado indican que existen ain importantes interrogantes en
relacidn con la neurotransmision 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 la informacién sensorial en el sistema vestibular es complejo y que tanto a
nivel de'la siﬁapsis eferente como de la aferente existen procesos susceptibles de influencias

neuromédt_j‘laddré‘s"Se ha demostrado que en estos procesos pudieran participar receptores

iversos subtipos de receptores colinérgicos, 6xido nitrico y neuropéptidos del

’;'tlpo del péptldo relacnonado con el gen de la calcitonina (CGRP) y péptidos opioides (Guth y
- ;,f’cols 1998 Balley y Sewell, 2000 a y b; Flores y cols., 2001; Soto y cols., 2001).

En‘ relac;én con los péptidos opioides, se sabe que células “peptidérgicas™ constituyen parte
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: ‘i:"d U | s1stema]d control’ d la-entrada sensorial por medio del cual el sistema nervioso central

V’ejercerla u estado, una modificacién de la informacién proveniente de los
ns rlales Esto ha quedado ampliamente demostrado para el caso de las neuronas
»,aferentes prlmanas de las vias de dolor.

,_Engel .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 ubicacidn, su papel funcional y sus
potenciales ligandos enddgenos.
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.
HIPOTESIS

Los neuropéptidos del tipo de las encefalinas son liberados a nivel periférico en el vestibulo, e
inducen un efecto de modulacion en la generacién del potencial receptor y en la liberacién del
neurotransmisor aferente por parte de las células ciliadas. Especificamente, proponemos que la
accién de estos neuropéptidos se ejerce modificando la liberacion del neurotransmisor aferente y

la excitabilidad de las neuronas aferentes.
OBJETIVO PRINCIPAL

Determmar la presencxa de péptidos opioides en el sistema vestibular, los subtipos de receptores
que se expresan y su papel fisioldgico en el procesamiento postransduccional de la infromacién

wvestibular en el ajolote.

OBJETIVOS PARTICULARES
1.. Determinar el efecto farmacoldgico de los agonistas y antagonistas de los receptores a los

-péptidos opioides (u, 8 y k) sobre la descarga de las neuronas aferentes en la preparacién del

‘oido interno aislado del ajolote.

2. Con base en las interacciones farmacoldgicas de los diferentes agonistas y antagonistas a los
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""péptidos%bp;ol ras substancias como acetilcolina y antagonistas de aminoécidos

rfolégica y funcionalmente.

A 6.,;'Determmar las acciones’ de los agonistas de los péptidos opioides sobre las corrientes ionicas

o en células cxhadas aisladas.
7. Determinar si en el vestibulo del ajolote existen precursores de péptidos opioides del tipo de
" la proencefalina.

MATERIAL Y METODOS

El ammal utlllzado en:los experlmentos fue el ajolote (Ambystoma tigrinum). Se usaron animales

-en estado neote _ peso de 30 a 60 grs y una longitud de 15 a 20 cm. Se eligi6 el ajolote
. ,.xcomo modelo xpenmental debldo al facil manejo de estos animales en el laboratorio, ademas de

_que_son ‘de sangre fria; por.lo que no se requieren sistemas de control de temperatura durante el

experimento.'v,ILOS ajoylfc')fes‘ poseen un sistema vestibular relativamente grande que solo posee
células ciliadas ti'po IT (que se ha demostrado establecen sinapsis quimicas con las fibras que las

inervan).

Diseccién
Tanto para el registro de la actividad de las fibras aferentes vestibulares, como para la realizacién
de experimentos de fijaciéon de voltaje en células aisladas, los animales se decapitaron sin

anestesia, separando luego el maxilar inferior del resto de la cabeza. Posteriormente, se eliminé
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la mucosa que recubre.‘.el‘paladar Yy la region del oido interno se identificé visualmente, ya que
aparece como una zona blanquecma bilateral en la parte posterior del paladar que corresponde al
otolito sacular. Inmediatamente se procedlé a sumergir la preparacién en solucién de Ringer para
,anﬁbio:fc’o‘n' la siguiente composicién (en mM): NaCl 111, KCl 2.5, CaCly 1.8, MgCl> 1, Hepes
5, glucosé 5; se utilizo NaOH para llevar la solucién a pH 7.4 (Bracho y Budelli, 1978).
Postériormente, bajo microscopio estereoscdpico y en el bafio de Ringer se diseco la capsula
dtica hasta identificar claramente el saculo, el utriculo, la lagena y las ampulas 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
déscrito anferiormente en Vega, 1987; Soto y Vega, 1988), liberandolas hasta su entrada al tallo
cerebral Posterxormente se secciondé el VIII par justo en su entrada al tallo cerebral. Se procedi6

entonces a alslar la cdpsula 6tica del craneo, obteniendo asi la preparacién del vestibulo aislado.
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Registro de la actividad aferente en el sistema vestibular aislado

La preparacion se mont6 en una cdmara 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 VI par craneal. A la parte anterior se
aproximé un electrodo de~succi6n (A-M Systems), previamente lleno con solucién Ringer, que
,permmo hacer.un: reglstro de actividad multiunitaria. Esta técnica tiene la ventaja de que permite

yreglstrar baj p

'tante (Valli y cols., 1984) y estimular mecdnicamente la preparacion.
La ‘ct1v1dad pr vemente‘ del electrodo se derivd a un amplificador convencional de AC (P-15
: r6 con corte de frecuencias por arriba de 3,000 Hz y por abajo de 100 Hz.

':La sahda de amphﬁcador se conectd a un osciloscopio (Tektronix 2216), a un amplificador de

CONECIOR i
ROTATORIO
DISCRIMINADOR
AMPLIFICADOR DE VENTANA
P CONVERSOR A-D
GENERADOR DE
ONDAS
T
== O
z
q b conmol
MOTOR -
o]
f o }

Figura 11. Montaje de la preparacion del vestibulo aislado para la estimulacién mecanica en una
plataforma rotatoria. La preparacion se sometié a aceleraciones sinusoidales por medio de un
motor con servomecanismo cuya velocidad y caracteristicas de giro fueron controladas por un
generador de ondas. En la plataforma se mont6 el amplificador, los manipuladores, el electrodo
de succion y el sistema de aplicacion de drogas. Una vez amplificada, la sefial fue llevada por un
conector rotatorio a un osciloscopio, a un discriminador de ventana y a una computadora para su
analisis,
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"audlo, a un 1stema de r glstro en’ cmta magnetxca (Dagan Unitrade) y a un discriminador de

ventana WPI mod» ‘lo 121 ‘cuya sefial se envi6 a una microcomputadora. El analisis de la actividad
neuronal : generalmente ‘se realiz6 en linea con el experimento mediante procedimientos
desarroll'adosben nuestro laboratorio (Soto y Vega, 1987; Soto y cols., 1997).

En algufn'os experimentos se estudiaron las interacciones de las drogas de interés con la

‘ ,reSpuesta del sistema a aceleraciones angulares, Para ello se monto la preparacion junto con los

o mlcroelectrodos y el amplificador en una platina giratoria, la cual es comandada en su

*mov1m1ento por un sistema de servomecanismos que permiten imprimir aceleraciones

,smusmdales y estudiar la respuesta del sistema ante estimulos mecanicos (Figura 11). Esto

'~~",,perrnlt16 .détermmar el efecto que producen las drogas y las manipulaciones experimentales
: ultvili‘za'das tanto en la actividad basal como en la actividad provocada por estimulos naturales en
: él sistema vestibular.

La preparacion se perfundié de manera constante con solucién Ringer normal a razén de 2
mI/mm Para la aplicacion de drogas se utilizaron jeringas Hamilton, a las cuales se acopl6 una
manguera flexible con un microelectrodo de vidrio en la punta. La punta del electrodo se colocéd

aprox‘lmvadamente a 0.5 mm del origen de las aferentes de las crestas de los canales anterior y

L lateral Las‘drogas se aplicaron por presién y en cada ocasién se administraron 20 pl. Esta técnica

o 5 'd051s-efecto

. de nncroperfusnén tiene la ventaja de que permite producir aumentos momentdneos de la

‘ﬂ'concentrac n de la sustancna enla vecindad de la sinapsis (Waud, 1968). Por mediciones electro-

7 qulmxcas abemos-que la droga se dlluye de uno a dos 6rdenes de magnitud en un periodo muy
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Figura 12, Células aisladas
usando papaina. En A, una
célula en forma de matraz. En
B, célula de forma cilindrica.
En ambos casos se pueden
apreciar los cilios que
emergen de la parte apical de
la célula (flechas).

Fijacion de voltaje en células ciliadas aisladas

Para aislar las células del neuroepitelio del oido interno utilizamos enzimas que producen una
digestién parcial del tejido, especialmente de las uniones intercelulares. Para ello se procedié a
sacrificar al animal por decapitacion; posteriormente, mediante una diseccion fina bajo
microscopio se extrajeron las porciones sensoriales del oido interno y se identificaron las
ampulas de los canales semicirculares desechando el resto del tejido. En los primeros
experimentos el tejido se corté en segmentos, mismos que se incubaron con papaina
(0.25 mg/ml), lo cual nos permitié obtener un alto nimero de células aisladas en buenas
condiciones, a juzgar por su apariencia en el microscopio (Figura 12), ademas 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 aplicacién de agonistas y
antagonistas de aminoécidos excitadores, nos han permitido demostrar que el tratamiento de esa
_preparacidon con papaina en las mismas concentraciones que usamos para disociar las células
:‘ c"’i'liadas, hace desaparecer completamente tanto la actividad basal como la evocada por

estimulacién mecanica del sistema y elimina completamente la respuesta a los agonistas de los

-réceptores a aminoicidos 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 30°C en Ringer con la siguiente composicién
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"en mM vNaCl 11Al‘ KCl 5; CaCl; 1.8; MgCl,1; HEPES 5, ajustado a pH 7.4 con NaOH y una
"i»osmolarldad dev 240 mOsm posteriormente pasandolos a un Ringer de anfibio libre de ca y
_ cel.cua le agregamos tripsina (1 mg/ml). Por tltimo, se pone al tejido en Ringer normal con
vgy;‘ail umma (lmg/ml) a 4°C durante 5 minutos. Posteriormente se traslado el tejido a la camara de
kij'e”g‘i_s!tr‘(')’ la cual tiene una capacidad de 0.5 ml y estd 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 aplicacién de calor ligero, se separaron las células ciliadas del

resto del epitelio mediante traccién mecdnica. Esta metodologia nos ha permitido aislar de forma
sistematica células ciliadas en buenas condiciones (Figura 13). Una vez aisladas las células, se

dejaron durante diez minutos en una solucién de Ringer sin flujo a fin de que se adhirieran al

vidrio de la cAmara de registro.

Figura 13. Células
aisladas usando la
combinacion de colagena-
sa y tripsina. El cuerpo de
las células es refringente
y no se ven los organelos
intracelulares, sefiales am-
bas de que se trata de
células en buenas
condiciones, las flechas
sefialan los cilios.

Las células aisladas se perfundieron de manera constante con un flujo de 0.5 ml por minuto
mediante el uso de una bomba peristaltica (LKB, Microperpex). La camara de registro
(construida en acrilico) tiene el fondo de vidrio optico. De esta manera se puede observar
individualmente a la célula que se elija para el registro de fijacién de voltaje. A un lado del

~ microscopio se montaron dos manipuladores; uno de ellos es un manipulador piezo-eléctrico con

b \;‘Ca'p:a‘cidad de desplazamiento en tres direcciones (Burleigh PCS-250); este manipulador se utiliza

. .paré aproximar el electrodo de registro a la célula. El otro manipulador, también con movimiento
‘en los tres ejes, pero menos preciso, s¢ usd para aproximar una pipeta que permite perfundir
difgrentes drogas. Para la perfusion de los farmacos utilizamos un sistema de eyeccién por
o p're's.ién del tipo de los que se utilizan en la microdialisis (BAS Bebe Bee) que permite perfundir
con flujo constante; en nuestro caso, utilizamos 20 pl/min. -
Para la fijacion de voltaje usamos la técnica de cla.rAP de voltaje en la configuracion de

t
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de'célula ompleta (Ham1l y cols :1981; Neher y Sakmann, 1976 y 1983). El registro de
itié'deﬂnir'las corrientes i6nicas que determinan la respuesta de una célula

excnable ante un estlmulo determinado. - Utilizamos micropipetas de vidrio de borosilicato de

pared :delgada Y didmetro externo de -1.2 mm, las cuales se fabricaron usando un estirador

f~>1110rlzontal (PC -87, Sutter Inst.). Las pipetas, una vez llenas con la solucidn intracelular, tuvieron

” una resxstencxa ‘eléctrica de 3 a 5 MQ. Estas se llenaron con una solucién que semeja al liquido

S mtrac ular (Tabla III). Con el fin de mantener sin dializar el medio intracelular, inmediatamente

‘f antes de iniciar el registro se agregd anfotericina 1 mM (Sigma) a la solucién intracelular con que

‘ iUse llenaron las pipetas para utilizar la técnica de patch-perforado (Rae y cols., 1991). Esta técnica

" ofrece la ventaja de que se evita la dialisis de los componentes intracelulares y un conjunto

;ifnportante de metabolitos intracelulares permanecen en la célula durante el registro,
manteniendo con ello condiciones que semejan en mayor medida la condicion fisiologica de la
§ é:élula. Esto es especialmente importante sobre todo si pretendemos estudiar modulacién de
" corrientes o efectos mediados por segundos mensajeros. La técnica tiene las desventajas de que la
;i‘:,resistencia de acceso es mucho mayor que en la técnica con ruptura completa del parche de

: membrana, algunas veces resulta mas dificil establecer los sellos de membrana, y debe uno
esperar un tiempo algunas veces considerable —hasta 10 min— para que se abra adecuadamente la
membrana. Para el registro, la pipeta de clamp se conect6 a la sonda de un amplificador de
fijacién de voltaje (Axopatch 2A o Axopatch 200B) y de éste se derivaron los registros de la
corriente y los comandos de voltaje. La informacion asi obtenida se llevé a un osciloscopio, a un

‘ siste@a de grabacién y a una microcomputadora. En todos los registros la capacitancia y la

. resistencia en serie (al 80%) se compensaron electrénicamente. Para obtener los datos acerca de

‘.f la Lapéimtanma y de la resistencia en serie se aplicaron pequefios pulsos de voltaje desde -70 a -80
: chV para su ulterior andlisis. Cuando usamos el programa pClamp 8.0, las mediciones se
» T'~;;real;zaron de forma automatizada. Todas las mediciones de capacitancia y resistencia en serie se
”r'éaliz'aron con los filtros abiertos al maximo. Para los registros de corrientes se impuso un

'f'ﬂltrado‘ con corte de frecuencias por arriba de 5 KHz. El potencial de union se midié

expenmentalmente en varios ensayos y dio un valor menor a 1 mV (el valor tedrico esperado era
,fdc 2. 5 mV) En los datos que se presentan en la seccion de resultados no se restd el potencial de

: 'umon m se realiz correccidn alguna por el efecto de la resistencia en serie no compensada.

Para el estudio de la corriente de potasio dependiente de calcio I ¢, se agregé al Ringer CdCl,
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0. SmM En,el estudlo de la‘corriente de calcio Ica se utlhzaron soluciones modificadas con la

) “ﬁnalldad de bloquear las demas corrientes (Tabla III).

Para a genéramén de los pulsos de comando de voltaje y la adquisicion de datos se us6é un

’sxstema computarlzado basado en una computadora tipo PC con un conversor analdgico digital

E YiLabmaster de ‘1‘2 blts'(Sc1ent1ﬁc Solutions) o una tarjeta Digidata 1200B (Axon Instruments) y el

cxén .comercial Pclamp (version 5.0 u 8.0, de Axon Instruments). Los
'una frecuencia de muestreo variable segin el protocolo experimental;

en términos generales se usaron frecuencias de muestreo de alrededor de 2 KHz.

Tabla III Soluciones utflizadas

Soluciones KCi NaCl :MgCla CaCl, CdClz BaCl, CsCl TEACI | EGTA Hepes
Extracclulares R -
normal | a2 286* 3.5 1t 1 1.8
normal 287 a 312¢ 5 11 1 1.8
sin Ca** 5 11 i e
con Cd** ] 11 1 1.8 S : :
para estudio Ca** 63 - 0.9 L -4.5::: }:22.5 18
Intracelulares s ; R . .
Soluclén KCit NaCl MgCly | CaCly | ATPMg .| EGTA .| Hepes. | Anfo.
lllll - « . sl P - -
normal 1 286* 110 2 0.134 e 2500 10 1
normal 287 a 312° 100 10 2 0.134 2 . 2. 110 vl
CsCl TEACI | ATPMg | EGTA | Hepes GTPNa; | NMDG
para estudio Ca** 49.5 27 1.8 9 9 0.09 63 - :
Concentraciones en mM. *Nimero de esperil las soluci extracelul se aj on a pH 7.4 con NaOH y las intracleulares pH 7.2 con

KOH. Osmotaridad de 240 mOsm
El analisis de los datos se realizé de forma computacional mediante el programa Clampfit

version 6. O u 8 0 (Axon Instruments) Se usaron algunas herramientas de computo adicionales
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Morfometria de las células aisladas

Asociado al sistema para fijacion de voltaje, se monté en el microscopio invertido una cdmara de
video de alta resolucién (Nec TI-24 CCD) la cual se acoplé a una tarjeta digitalizadora de video
(Data Translation DT2867 LC). La adquisicion y el andlisis de imagenes se realizaron mediante
el programa GlobalLab Image (Data Translation). Esto permitié adquirir la imagen de cada una

.. de las celulas que’ fueron sometidas a los procedimientos de fijacién de voltaje. Se estudi6 la

' clhada Y 'se'midié su perimetro para calcular su superficie y capacitancia. La

capacxtan_ a c culada se comparé con la obtenida en los registros de clamp de voltaje. Se
hlZO un analnsls de correlacxon 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: cilindricas y en

forma de anfora.

Farmacos

En el registro multiunitario extracelular se estudié él 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 modulacion de estas corrientes por agonistas de los receptores a
: oploxdes Entre los agonistas probamos la [D-Ala]-Leucina encefalina’, [D-Ala]-Metionina
: fencefalma D Pen, D-Pen-encefalina (agonistas del receptor §), [D- -Ala2, N-Met-Phe4,Gly-Ol]-

Encefalma (DAGO agonista de los receptores tipo p), Naloxona' (antagonista inespecifico),

: agomsta receptor k). Como antagonistas utilizamos la Flunaltrexamina (antagonista

n'reversxble del receptor p.) y la Nor-Binaltorfina dihidrocloruro (antagonista del receptor k). *

Procedentes de Slgm ‘hemlcal Co., el resto fueron adquiridos a Research Biochemicals

Intematxonal Para el.uso e estos firmacos en los experimentos se prepararon soluciones madre,
las cuales se divic élf@uotas y se almacenaron a -20°C.

: Adicionalﬁl 1 jn'_bvt‘r()s farmacos: CdCl; (bloqueador de los canales de calcio), cloruro
- de tetraetllam , A ),yk4'-aminopiridina (4-AP) (bloqueadores de los canales de K*). todos

o provementes de Sigma Chemlcal Co.

ara la ,dlsocxacxkon_sc‘utlllzaron las siguientes enzimas: papaina (Calbiochem-Novabiochem

, ation) o tripsina y colagenasa (ambas de Sigma Chemical Co.).
En todos los experimentos en que se aplicaron fdrmacos, se realizaron controles tales como

estudiar el efecto de aplicar solucién de Ringer, o aplicar el vehiculo en que esta disuelto el
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'asegurar que no habia respuestas mecdnicas. En los experimentos de fijacion de voltaje en células

aisladas se realizaron también controles microperfundiendo solucion salina.

Inmunohistoquimica.
Se decidi6 estudiar la presencia y distribucion de péptidos opioides en el oido mediante el uso de
técnicas inmunohistoquimicas. Para estos experimentos se usaron 18 ajolotes con un peso
aproximado de 40 £10g. Se trabajé con lotes de tres ajolotes. Los ajolotes se anestesiaron por
inmersién en una solucién al 0.1% de acido etil-ester 3 aminobenzoico durante aproximadamente
15 minutos, comprobando que hubieran perdido el reflejo de enderezamiento como indice del
nivel de anestesia. Posteriormente se les perfundié por via intracardiaca con Ringer normal de
anfibio hasta pasar 200 ml de soluci6én. A continuacién se procedi6 a fijar los animales, para lo
que se perfundieron con una solucién de paraformaldehido al 4% disuelto en solucién
amortiguadora de fosfatos 0.1M con un pH de 7.4.

La diseccion se reahzo en una campana de extraccion, en la forma ya descrita para obtener la

2 s

preparacxon de vestlbulo alslad m bigen‘i_éndo la preparacion en la solucion de paraformaldehido

con concentracmn creciente de sacarosa al 12%, 16% y 18%

obf el portamuestras de un mlcrotomq. Una vez congelada la muestra, los tejidos se cortaron
~.usando un criéstato (Leica Frigocut 2800). La temperatura de la cdmara se mantuvo a -20° C; los

tejidos se orientaron sobre la platina del micrétomo y se cortaron con un grosor de 15 a 20 pm.
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f?kFueron reco dos en’portaobjetos ‘cubiertos con gelatina cromoalimina. Los portaobjetos para el

‘montaJe de lo n limpi4ndolos primeramente con alcohol, sumergiéndolos en

‘tremo los cortes del tercer ajolote: las diferentes laminillas fueron asignadas

e con el"antlcuerpo primario preadsorbido e incubaci6én inicamente con el segundo anticuerpo.

o Las reaccxones 1nmunohlstoqulmncas se desarrollaron de acuerdo con el siguiente protocolo:

ve avé el te_]ldO 3 veces por 10 min con buffer fosfato salino con Tritén 100 0.3%.
c)v 'Se secaron los cortes. '
d) fSe' bloquearon sitios de unidn inespecificos con 20 ul de suero fetal de caprino con Trit6n
X=100 al-0. 3>% por 30 min. a 37° C en camara humeda.
nte se secaron los cortes.
i) Se apllcaronv200 pl del antisuero primario hidratado con buffer fosfato adicionado con Tritén
3 ff‘X-lOO al 0.3% obteniendo una dilucion final de 1:400. Se realizaron los controles negativos
~ descritos, por.lo que en algunos portaobjetos se omitié uno u otro anticuerpo.
¢) Los cortes fueron incubados a 40C por 24 horas en la camara himeda.
a) Los cortes se lavaron 3 veces por 10 min con buffer fosfato con Tritén X-100.
b) Se eliminé el exceso de buffer fosfato de los cortes con papel absorbente.

¢) Se aplicaron 200 pl del anticuerpo secundario, en una concentracién de 1:100 diluido en buffer
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 fosfato con

nm. Las preparacxones se fotograﬁaron usando el sistema de microfotografia del microscopio y

pelxcula positiva de alta sensibilidad (Kodak Ekiachrome 400). Para fines de impresién, las
j«k‘_~’d'iépositivas se digitalizaron usando un scanner de alta resolucion de 36 bits (Expression 836 XL,
» . Epson). Las imédgenes asi adquiridas fueron convertidas a escala de grises usando el programa

: 1  ;Adqbe Photoshop 5.0. Para la impresién final de las imagenes se ajustaron el brillo y contraste y

no se realiz6 ningiin otro tipo de manipulacion digital. Las imdgenes fueron impresas usando una

impresora con resolucién 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)?, haciendo

.~ cortes épticos de 1 um y las imagenes respectivas fueron digitalizadas mediante el sistema de
P adquisicién de datos Metafluor (Nikon Imaging) en forma de archivos con formato TIF, los
cuales fueron posteriormente manejados en el laboratorio de la misma forma que se describio

anteriormente;

Determinacién de péptidos derivados de la proencefalina por radioinmunoensayo (RIA)

Estas determinaciones se realizaron en el Laboratorio de Bioquimica del Instituto de Fisiologia

de :la. BUAP en colaboraciéon con el Dr. Osvaldo Vindrola y siguiendo procedimientos
preyiamente establecidos en su laboratorio.?

Se usaron ajolotes en estado larvario que se sacrificaron y se disecaron como previamente

-* Agradecemos el apoyo de Técnica en Laboratorios SA de CV, representante en México de Nikon, quicnes nos
?emlitieron usar un microscopio de demostracién para el andlisis de estas muestras.
Cabe esta aclaracion particularmente por el hecho de que tanto el director de la tesis como el estudiante tenemos
ambos una formacién esencialmente como electrofisiélogos, por ende la colaboracién y direccién del trabajo
bioquimico estuvo esencialmente a cargo del Dr. Osvaldo Vindrola quien cuenta con experiencia en este campo.
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1 otes fue suspendldo en 5 volimenes de acido acético 1 M

_]ldOS se hirvieron durante 15 miny se homogenexzaron por 3

_columna e luyo a una velocidad de 0.2 ml/min a temperatura ambiente. Se recolectaron
_":fraccxo esfde 3 ml las cuales fueron monitoreadas con un detector UV. En la cromatografia se
:jyusaron los ‘siguientes marcadores de peso molecular: hemocianina (Vo), proencefalina
-»Zbovma 1 -57'7 (8.5 kDa), aprotinina (6,5 kDa), amidorfina (3.0 kDa), [Tir’*]sinencefalina 63-70
o ;(l 0 kDa) y encefalina (0.5 kDa).

‘Después de la separacién de los péptidos presentes en el tejido, cada una de las fracciones

. fue sorh_étida a digestién enzimatica secuencial con la finalidad de romper los sitios dibasicos que
delimitan a los péptidos activos y cuantificar la encefalina total (Padros et al., 1989; Saravia et
}711., 1993; Saravia et al., 1998). La digestion enzimatica se realizé de forma secuencial con
tripsina 20 ng/ml durante 16 hrs a 37 °C al término de las cuales se inactivé la enzima por calor.

Pdsteriorménte' ‘coh el fin de fremover el carboxi terminal de los péptidos, se agrego

'carbox1pept1d a B 0 l mg/ml y se mcubo durante 1hr a 37 °C. Finalmente la enzima se inactivo

; por calor

s i'“»éddfbiii)}zz:nbe)1sayo (RIA)

: La ’i‘nmunorreactividad 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 51gulentes caracterlstlcas el antisuero para met-encefalina
reacciona 100% con met-encefalina ox1dada 0 3% con leu-encefalina y menos del 0.01% con la
dinorfina met-encefalina-Arg (1-13), aq, 'yk y B-endorfina. La sensibilidad del ensayo fue 0.06
pmol, el ICso* fue de 0.24 pmol y el IC}OS de 1.24 pmol (Rosete, 1999). El antisuero para

4 leo cantidad de antigeno marcado que desplaza el 50% de antigeno no marcado.
% 1C4 cantidad de antigeno marcado que desplaza el 20% de antigeno no marcado.
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‘no“mostrd reactividad cruzada con met-encefalina, met-encefalina-

‘n‘;“fmet-encefalina-Arg-Gli-Leu, leu-encefalina, peptido E y F,

‘-]Lps“;x':és&ltados de"las -concentraciones en pg de la met-, leu-encefalina y sinencefalina
‘iﬁmunorr'eactiVas ‘(IR-leu, IR-met:y . IR-sinencefalina) obtenidos de la lectura en el contador
gamma, fueron calculados en 'pmol/fraccién. Los datos fueron graficados contra el niimero de

fraccién del corrimiento cromatografico.
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RESULTADOS

Modulacion de la descarga de neuronas aferentes vestibulares por agonistas y antagonistas

de los receptores a opioides

Al estudiar los efectos de la naloxona en concentraciones de 10 nM a 1 mM, se encontré que

produce un incremento de la frecuencia de descarga de las fibras aferentes vestibulares (n = 54),

teniendo su méximo efecto a la concentracién de 1 pM. La descarga basal de las neuronas

aumenta hasta en 130% con respecto al control (Figura 14). Como se muestra en la figura 14 el

efecto excitador de la naloxona es lento, llegando a su maximo aproximadamente 30 segundos

.. después -de aplicada la droga y con una duracién mayor a los 8 minutos. A concentraciones

‘ F;épu{en(‘:iaz(ips’)
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supéi'ibfes de 10 uM a 1 mM el aumento en la frecuencia de descarga basal fue menor, siendo en
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Figura 14. En estas grificas se muestra el efecto de la naloxona sobre la frecuencia de descarga basal
de las fibras aferentes vestibulares. En A y B, graficas de frecuencia contra tiempo en las que luego de
:2 min de registro control sc aplicé por microperfusiéon 20 pl de naloxona 1uM. En A, la naloxona
produjo un incremento de 130% en la descarga de las aferentes. En B, se elimind el magnesio de la
--solucién Ringer con que se perfundi6 la preparacion. En este caso, la naloxona no produjo ningin
efecto significativo. En C, curva dosis efecto de la accién 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 inespecifico, con afinidad por los diversos tipos de receptores opioides (cada punto
representa la media DS con una n mayor a 5 para cada punto). *=p>0.01, **=p>0.001.
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- i este caso solo del 50% La curva d051s efecto para naloxona no most;é un efecto dependiente de
“':'la d051s probablemente debido a que este antagomsta se une a los:.tres tipos de receptores a
opioides con diferente afinidad. e

Por razones ajenas a este trabajo, en algunos experimentés fe_lrmécblégicos relacionados con el

efecto de agonistas y antagonistas del glutamato, decidimos utilizar un Ringer que tenia como
_amortiguador fosfatos y bicarbonato y en el cual se excluy6 el Mg™. En esa serie experimental se

: -’e"s'tu\dié el efecto de naloxona observando que esta no tenia efecto. Esta observacién nos llevé a
L estudiar la-influencia de varios amortiguadores -HEPES, TRIS y fosfatos-bicarbonato- sobre la

‘ respuesta de las aferentes vestibulares. Encontramos que los diversos amortiguadores no ejercen

) nmgun efecto significativo sobre la actividad basal y la respuesta de las aferentes vestibulares a
los: estlmulos mecanicos. Sin embargo, el andlisis de los resultados nos sugirié la posibilidad de

Mg estuviera influyendo significativamente tanto la actividad basal como la evocada de

aferentes vestibulares. Es asi como decidimos estudiar la influencia que, sobre las respuestas

o "evo.cadas por aminodcidos excitadores (Vega y cols., 1990) y sobre la respuesta a la naloxona,

' ,te’rﬂnargl anadir este ion al Ringer. Se prob6 la naloxona en Ringer sin Mg*™"; en la figura 14 se

muestran dos histogramas de frecuencia contra tiempo en los que se probé naloxona 1 uM, con y
g‘ff; en el primer caso, se observé incremento sobre la frecuencia de descarga basal

; causado por la naloxona; sin embargo al ehmmar el Mg"™ del Ringer no encontramos efecto ante

b la aplxcacxon de naloxona. Esta ausencxa de efecto de la naloxona sobre las preparaciones, que se

o perfundleron en nger sin Mg™ fue un. Yfenomeno -consistente y reproducible a todas las

'encefalma DALE) que son péptidos con una c1erta selectividad por el receptor 3. Con la DALE

(n" 43 e ‘concentraciones de 0.1 nM a 10 mM se encontré un efecto bifasico muy débil: en

) cemrac1ones menores de 0.1 pM se produjé una disminucién de hasta el 25% de la descarga

basal en concentraciones mayores a 0.1 uM el DALE aumentd la frecuencia de descarga en un

25%. En contraste, el DAME (n = 35) produjo el efecto contrario: a bajas dosis, menores 0.1 uM,
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¢ las aferentes vestibulares hasta un 50%, y a concentraciones mayores a
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Figura 15. Efecto de D-pen D-pen-encefalina y naltrindole. En A y B, graficas 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 aplicacidn de D-pen D-pen-encefalina 0.1 uM. En B, la aplicacién de
naltrindole 0.1 pM. En ambos casos se puede observar que no hubo un cambio significativo de la
frecuencia de descarga control. En C, grificas dosis-efecto para ambos firmacos. Sc puede observar
que a ninguna de las concentraciones utilizadas los agonistas y antagonistas del receptor 8 producen
cambios significativos sobre la descarga de las aferentes vestibulares (cada punto representa la media

+SD con una n mayor a 5 para cada punto).
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‘Receptor /1 . G

El [D-Ala2 N- Met-Phe4 Gly-Ol] Encefalina (DAGO agonista del receptor p) se estudié en un
total de 42 preparacmnes en copcentracxones de 0.1 nM a 0.10 pM. El DAGO increment6 la
frecuencia ‘de. desCarga ; de las  [ aferéhtes vestibulares, alcanzando el maximo efecto a una
concentracién de 10 pll\.A,' quciprﬁdujo hasta un 190% de incremento de la frecuencia con respecto
al control. E1 DAGO fpvps,ﬁn ¢fécto excitatorio que fue significativo desde 0.1 nM. La CEsg para

esta sustancia ﬁxe de "1"3 nM El efecto excitador del DAGO alcanzé su maximo alrededor de un

minuto después de su ap ica lon y fue de larga duracion alcanzando en algunas preparaciones la

hasta mas de 10 mmutos (Flgura '16).
La funaltrexamina (funa) que es un antagonista especifico no reversible del receptor p, se

probd en concentraciones de 10 nM a 10 uM (n = 23), el efecto de este antagonista se estudio
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Figura 16. Accion del DAGO sobre la descarga de las aferentes vestibulares. En A y B, gréificas de
frecuencia contra tiempo que muestran el efecto tipico del DAGO sobre la descarga de las aferentes
vestibulares. Se puede observar que el efecto excitador del DAGO alcanzé su maximo alrededor de un
minuto después de su aplicacion y fue de larga duracion, llegando en algunas preparaciones hasta mas
de 10 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 CEsp de 1.3 nM. Para concentraciones mayores a | uM el
efecto excitador del DAGO decrece (cada punto representa la media +SD con una n mayor a 5 para
cada punto). *=p>0.01, **=p>0.001.
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Figura 17. Accion de la funaltrexamina (funa) sobre la descarga de las aferentes vestibulares. En A,
efecto producido por la aplicacion de un pulso de 20 pl de DAGO 10pM. En B, se perfundié la
preparacién con funa I pM, la cual produjo una ligera disminuciéon ~10% de la descarga basal.
Luego de dos minutos se aplicaron 20 ul de DAGO. En C, se repitié una maniobra semejante, pero
en este caso se perfundié funa 10 pM. En ambos casos se observa que la aplicacién previa de funa
en el bafio disminuye claramente la respuesta inducida por el DAGO. En D, curva dosis-efecto para
funa tanto sobre la descarga espontanea como sobre el efecto evocado por DAGO. Funa fue capaz
de disminuir hasta en un 75% la descarga espontanea de las fibras aferentes vestibulares, con una
Clso= 3.7 uM, y el incremento sobre la descarga basal causado por la aplicacién de DAGO 10 uM
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Figura 18. Accion del agonista k US0488 sobre la actividad eléctrica de las aferentes vestibulares. En
Ay B, gréficas de frecuencia contra tiempo que muestran el efecto inhibidor tipico del U50488 en
concentraciones de 0.1 y 1 uM sobre la actividad basal. El efecto maximo de este agonista se alcanza
después de 10 minutos y dura mas de 20 minutos. En C, graficas de frecuencia contra tiempo que
muestran el efecto del US0488 en concentraciones de 0.1 pM sobre la actividad basal y la evocada por
estimulos sinusoidales (linea gris bajo la grafica). En D, curva dosis-efecto para el U50488. Puede
observarse la notable potencia inhibitoria de este farmaco que, a concentracion de 10 nM, produjo ya
un efecto significativo (cada punto representa la media £SD n>5 para cada punto). ** = p > 0.001
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de ,10 iﬁinutos de administrada esta droga y duré mas de 20 minutos; en algunos
‘ péré‘ la-descarga basal aun después de una hora de lavado (Figura 18). La accién
ue estadisticamente significativa desde concentraciones de 10 nM. El U50488 no
: solame e mhlbe la‘actividad basal de las aferentes vestibulares, sino que igualmente bloquea la
5 respuesta a estlmulos mecanicos (Figura 18D).
: “La Ngr-rbrmgltorﬁmma (antagonista del receptor k) se probd en concentraciones de 10 nM a
100 QM (n'="32); esta droga increment6 hasta en un 200% la frecuencia de descarga de las fibras

aferentes vestlbulares con respecto al control con una CEso = 5 uM. El efecto méaximo se logré

con una concentra ci 'de 100 UM; el incremento en la descarga basal se alcanzé en los primeros

segundos despues de admmlstrada ladrogay per51st10 por lo menos 8 minutos (Figura 19).
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Figura 19. La accién de la Nor-binaltorfimina (Nor-bin) se probd en concentraciones de 10 nM a
100 uM (n=32). Esta droga produjo un efecto excitador potente, tal como se muestra en A y B. A
concentraciéon de 10 pM, Nor-bin produjo un incremento con respecto al control de 250% en la
frecuencia de descarga de las fibras aferentes vestibulares. Su efecto alcanzé el maximo alrededor de
I min luego de la microaplicacién y tuvo una duracion cercana a los 8 min. En C, curva dosis-efecto
para la Nor-bin. Se encontrd una relacion ligeramente sigmoidea que no muestra saturacion del efecto
a las concentraciones maximas usadas en este trabajo (cada punto representa la media +SD con una n
mayor a 5 para cada punto). *=p>0.01, **=p>0.001.
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Sensibilizacién 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 preparaciéon del oido interno aislado fuera
sensibilizada a»lois;péptvidos‘“opioides por la administracidn sostenida de un antagonista durante

un periodo:de 30 min."Se ha demostrado que estos fenémenos de sensibilizacion son un

confiable de la . participacion de receptores opioides en diversas

ue el.fendmeno de sensibilizacion constituye uno de los mecanismos

e originan la de'pendencia~ﬁ§ica ‘(Adahibs?iyiHbl‘vtgmgq,‘_1‘99(*) a, b).

O ontra q 2 " DALE a 0.1 uM por 30 minutos redujo la

gnificativamente su respuesta ante los estimulos
rﬁyxsné_n'c’oyvn elehAL'E“a 0.1 uM se aplica naloxona, se ‘

altima: presenta un-incremento del 300% sobre la respuesta

rfusion del agp'his"té"opioide produce una sensibilizacidn del sistema

igura 20).
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Figura 20. Estudio de la sensibilizacion de los receptores a opiodes. En A, la aplicacién de 20 pl de
naloxona 1uM incrementd en un 75% la frecuencia de descarga basal, posteriormente se perfundié la
_preparacion. durante 30 minutos con D-ala Leu-encefalina. En B, se puede observar un decremento del
20% de la descarga basal durante la perfusion con DALE; inmediatamente después del lavado se probé
nuevamente la naloxona 1uM y se observo que el efecto sobre la frecuencia de descarga evocado por la
“aplicacién de naloxona se incrementd 300% en amplitud y aument6 significativamente su duracion.
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Interacciones con antagonistas colinérgicos.

A fin de definir si los péptidos opioides actian a nivel de las neuronas eferentes modificando la
liberacién del neurotransmisor, se estudié el efecto que tiene la perfusién de antagonistas
colinérgicos sobre la respuesta evocada por la naloxona. Para ésto se hizo un control inicial en el
que se observé el efecto de la aplicacion de 20 pl de naloxona 100 uM; posteriormente se
perfundieron la d-tubocurarina y la atropina como antagonistas colinérgicos nicotinico y
muscarinico respectivamente. La aplicacién de atropina en el bafio en concentracion de 100 uM y
"de d-tubocurarina en concentracién 100 pM (n 4) no modificé significativamente la accioén
. excnadora de la naloxona (Figura 21). Debxdo a que ambas drogas anticolinérgicas no tuvieron

conjuntamente efecto significativo, no se ‘e_styudlaron de manera individual.

S Experimentos de fijacién de voltaje :

Con el fin de tratar de definir el sitio de’ accxén de los péptidos opioides, decidimos analizar sus
’efectos sobre las corrientes idnicas en células cxhadas aisladas. Para ello hemos realizado
experimentos de fijacion de voltaje en 310, qelulas ciliadas aisladas de las crestas de los canales
semicirculares del oido interno del ajolote. Para aislar las células del neuroepitelio del oido
interno utilizamos enzimas que producen una digestion parcial del tejido. Las primeras 200
c€lulas se obtuvieron utilizando papaina 0.25 mg/ml, lo cual nos permiti6 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 disociacion de estas células ha sido cuestionado por otros
grupos de investigacién, y en nuestro laboratorio hemos encontrado que la papaina hace
desaparecer completamente la actividad basal y la evocada por estimulacién mecanica del
sistema. Por lo que decidimos cambiar la enzima 'por colagenasa 0.1 mg/ml y tripsina 1 mg/ml
metodologla que. nos ha pemntldo aislar  de fom'na sistematica células ciliadas en buenas

: condlclones ‘

s electrof isiolégicas y morfologia de las células ciliadas

B En nuestros experlmentos encontramos que a pesar de existir en nuestra preparacion solo células

o iqlllardqﬂsrtlpo II, morfol6gicamente se pueden diferenciar claramente dos tipos de células ciliadas:
.'~éri ;for:rtna de 4nfora y cilindricas. El tamafio de estas células vario desde 757 hasta 1787 pm?, con

' una media de 1275 + 240 um?.
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Figura 21. Estudio de las interacciones de los péptidos opioides y agonistas colinérgicos. En A, efecto
de la naloxona (20 pl) sobre la descarga basal y la provocada por estimulos mecanicos (barra negra).
Luego de la aplicacion de naloxona 100pM se observa un incremento de la frecuencia basal y un
ligero aumento de la respuesta a los estimulos mecénicos. En B, luego de 10 minutos de perfusién con
atropina 100uM en el bafio (puede observarse que la atropina per se no produce ningin efecto
significativo), se aplican nuevamente 20ul de naloxona 100uM. En C, se perfundio la preparacién con
atropina 100 uM y d-tubocurarina 100 pM y nuevamente se probé el efecto de naloxona 100puM.
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Figu}a 22. Valores de la capacitancia medida en 50 células. En la parte superior los resultados
corresponden a células con forma de anfora y en la inferior a las cilindricas. En ambos casos los
puntos negros corresponden al célculo de la capacitancia con base en el area de la célula, y los puntos
blancos al valor obtenido al abrir la célula y pasar a la configuracién de célula completa en la fijacién
de voltaje. Las lineas representan un ajuste de regresion lineal a los valores. Para las grificas los datos
se ordenaron de menor a mayor usando como criterio su capacitancia morfologica.

La capacitancia de las células ciliadas medida eléctricamente vari6 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 drea de
membrana de las células (Figura 22). Es claro que por la medicién morfologica estamos

i

subestimando la capacitdancia:enun: valor constante, pensamos que este valor corresponde a la

capacitancia que contribuy. az'de cilios y que no estamos evaluando en las microfotografias.

En relacién con ticas de las corrientes i6nicas no encontramos ninguna
correlacién significativa'y sistematica entre el tipo de corrientes 0 su magnitud, y la forma de las
células ciliadas. Por esta razén, las corrientes i6nicas 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 idnicas 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

g - . . . . . . +
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 tardia tipo Ixpgr, la corriente transitoria de salida tipo Ik a, la corriente de K*

dependlente de Ca*™ s IkCa.
Respecto a las corrientes, entrantes hemos encontrado una corriente de Ca™ tipo IcaL, de

alto umbral que no se inactiva una corriente de Ca™ de bajo umbral con inactivacién

" (probablemente de tipo R o T, aunque no hemos realizado atin una caracterizacion que nos

permita definirlo) y, en el 60% de las células, hemos identificado un rectificador de entrada con

activacién rapida Ik r

Ixpr: Esta corriente se encuentra presente en todas las células registradas hasta ahora por

nosotros. Para estudiar el rectificador retardado se utilizaron métodos farmacolégicos y

electrofisiolégicos con resta de corrientes. En el primer caso, se usaron datos provenientes de
, preparaciones en las que se perfundié con 4-AP y Cd™ o Cd™ y TEA. En el segundo caso, las
”'rcomentes obtenidas con protocolos de fijacién de voltaje con un potencial de retencion de -30

' 'mV y pulsos crecxentes de 10 mV desde 100 hasta 40 mV con una duracién de 400 ms, se

«,evocaron las corrientes de la misma manera, pero con

stosrprocedlmlentos permitieron distinguir la Ix 4 de la Ix pr

ctlvacxon’ de la Ik.pr - es mas rapida que lo descrito para la rana

(Russo VMarcot y ngxom : 996) y la corriente llega al maximo de amplitud de entre 3 y 7 ms

con und 'cm : 1 ms (n = 50), medida desde -40 a 50 mYV, ya que la Ty, activacion para

Ik DR no’ mostro dependencla de voltaje. La Ix pr se activa entre los 50 y 60 mV y su amplitud es
dependlente del voltaje. Tal como se ha descrito para la rana (Russo, Marcotti y Prigioni, 1996),
en el ajolote esta corriente presenta también una inactivacién muy lenta cuya cinética se ajusta a

una T > 250 ms. La corriente puede ajustarse adecuadamente con una ecuacion de Hodgkin y
Huxley (1952 a,b), en la que

60:
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Figura 23. Corrientes salientes en células ciliadas aisladas. En A, la Ixpr se obtuvo como la
diferencia entre la corriente control menos la corriente que permanece luego de la aplicacion de
TEA 1 mM en el baiio. Esta corriente se activa lentamente con una T=1.03 a 0.81 ms (n =50) y no
presenta inactivacion o ésta es muy lenta (> 250 ms). La corriente transitoria de salida Ixa es la
corriente que permanece ante la aplicacién de TEA en presencia de Cd*", Esta corriente tiene una
activacion rapida (t= 0.91 a 0.67 ms entre 10 y 50 mV) y su inactivacién puede ser ripida o lenta
(tTm <60 ms 0> 100 ms). En B y C, curva corriente-voltaje para la Ixpr € Ig o al valor maximo de la
corriente y al final (350 ms) del pulso de prueba.

Ipg =gppn*(V - E¢); en el ajolote g, =32.5 nS. Similar a la conductancia descrita en células

ciliadas tipo II aisladas del utriculo '}delﬁ ratén (Riisch y cols. 1998). En nuestras condiciones

_.experimentales

{[—"f.]z]; en el ajolote [K]o = 3.5 mMy [K]; = 140 mM Ex=-90 mV

RT
~In
zF.

L Ej=
' [x]:

_ﬁLa ;IK‘bR .env.: eI»jfajélé ‘es ~altarhente sensible a tetraetilamonio (TEA), se bloquea

completamente por TEA'1 mM.

Ik.a: Para eStudiVaLf‘-lalcorrlente'transitoria de salida se utilizaron protocolos de fijacién de voltaje
con un potencial de retencién de -100 mV y se dieron pulsos crecientes similares a los aplicados

para el estudio de Ix pr; a las corrientes evocadas con este protocolo se les resté en una misma
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rma;’ la corriente restante es Ix 4 y la sustraccion de la corriente control

rriente restante corresponde a Ix pr (Figura 23).

B
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Figura 24. Corriente transitoria de salida’Ig'a. Si bien’esta corriente fue muy prominente en algunas
células, en el 22% no se encontrd. En A, registro de corriente en una célula que muestra una I 4 tipica
en una célula en que se aplicé Cd™ y TEA, con lo cual se obtiene Ix.a. En el recuadro se muestra la
secuencia de pulsos de voltaje que evoca la corriente. En B, curvas de activacién e inactivacion en
funcién del voltaje. En C, se grafica la T de activacién; Ix 4 tuvo una activacién rapida con una t=
0.91 a 0.67 ms- (de 20 a 50 mV). En D, se grafica la 1 de inactivacion, en el 80% de las células se
observé una inactivacion rapida con una Tpromedio = 33.5 % 2.8 ms; en el 20% de las células la
inactivacién fue lenta con una 'rpm}.,,d;;,= 130.9 & 8.1 ms.

En nuestros experimentos encontramos que la corriente Ix o €s 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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ambas tienen una activacién

,_rapxda o nf» na ,r'— 0.91'a0.67 ms (entre 10 y- 50mV> La cnnética de activacién de esta corriente-

muestra una ‘clara dependenc1a de voltaJe, como puede aprecxarse en la figura 24 C. La diferencia
i entre estas ‘Corrientes es su inactivacién ya que una es raplda €on una Tprgmedio= 33.5 £2.8 mV con
A B
4

1.0

1 e
-3 3
3 8
= ;
£, control E
[ o
(= < 05
E £
&) ; con Cd**
IKCa
0 L
, . Q 50
o 100 200 300 400 Voltai ( V)
oltaje’'(m
Voltaje (mV) )
C 10 1 ACTIVACION D 704 T INACTIVACION

’ f(x) = a . exp(-b x)
N a=0.7,b=0.013
I { l

T

- 05 35
@ ) I
E g V,p=46mv %
= = $=18" l
& £ ‘ :
. » & .
20 0 . 20 40 20 o 2040
Voltaje (mV) Voltaje (mV)

Figura 25. Corriente de potasio dependiente de calcio, Ixc.. Para obtener datos acerca de esta
corriente se perfundié la preparacién con un Ringer con CdCl; 0.5 mM. En A, se muestra la lxca
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 caracteristicas, influye de forma casi
lineal en la apariencia de Iy c.. En B, curva corriente-voltaje, al pico (circulos lenos) y a los 350 ms
(circulos vacios) para l1a Iy c.. En C y D, gréfica la T de activacion e inactivacion de la corriente

contra el voltaje para la lyc. , se observa una dependencia compleja del voltaje para ambas
contantes de tiempo.
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un rango‘ ‘de 58 2a 21 8 y una conductanc1a de 32 nS; (medlda para pulsos que van de -100 mV a

c 'intra enel 80% de la células que tanIK A; y el otro tipo tiene una

a vaclén lenta con Tpromedio: = 130 9 s y un valor de 100.6 ms para pulsos

mV se- encuentra en un 20% de las» célu]as Ambas corrientes tienen una

‘d‘épendencl‘ de voltaje semejante (Figura 24 B), se activan entre -70 y -60 mV, por lo que

presentan una activacioén a potenciales mas negatxvos que los descritos para la Ixa en las

: neuronas de moluscos (Connor y Stevens 1971 a,b) Desde el punto de vista farmacoldgico, esta

>

0.0 4

-0.2

Corriente (nA)

0 100 i 200 300 400
Tiempo (ms)

0.30 1@
f(x) =a.exp(-b.x)

0.25 {

0.20

¢{ms)

0.15

Corriente normalizada

0.10

120 -100 -80 -120 -100 -80
Voltaje (mV) Voltaje (mV)

Flgura 26: Corrlente rectificante de entrada. En A, registro en la configuracién de célula completa de una
célula C|||ada ‘proveniente de los canales semicirculares del axolotl. El registro fue obtenido con un
Vyp=:60mV’ y.pulsos hiperpolarizantes de -130 a -70 mV. Se puede identificar claramente un componente
- -de corriente entrante (gg,r) que se activa muy rapidamente y que presenta una inactivacion parcial también
" rapida, En B, grafca de la 1t de activacién 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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k':‘orriéhté:'es;s‘eﬂsible‘a 4-amino-piridina 44}§P):éﬁ:’ﬁﬁe$tro caso la corriente Ig o se bloqueé con
ImMdosAP. Ll

“+La corriente Iga, con una cinética de:inactivacién répida puede modelarse con la siguiente

;= §umh(y —E); en el ajolote g, =44.59 nS.

A
B
. ¢ Voltaje (mV)
g
2
3
-2 -50 —
: g
© o
c
@
-100 5
(&)
50 __ 100 150 200
Tiempo (ms)
c o,D
50 __ 20
< )
Q. ~—
o 0 @ -40
[3 -
= c
S @
g8 2
5 -s0 s %0
5.
'S O
-80
-100
- -100 1 —
50 100 150 200 1 A 11 16

Tiempo (ms) Tiempo (min)

Figura 27. Corriente de Ca*™ I,. 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 Ic,. En B,
grafica corriente-voltaje para I, en nuestros experimentos encontramos que esta corriente se activa a
un potencial cercano a los -40 mV llegando al médximo entre -20 y -10mV, y no presenta inactivacion
a lo largo del pulso de prueba. En C, registro de la corriente a diferentes tiempos ésta mostré un
incremento durante los primeros minutos. después de 10 minutos de registro disminuye su tamafio
hasta que desaparece. En D, grifica de la amplitud maxima de la corriente a diferentes tiempos.
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éjolbt¢ ‘la constante macroscopica tm = 0.91 a

‘ O mV) La tdela mactxvacnén de IA depende de voltaje (Figura 24 D); sin

o embargo para‘la corriente con inactivacién répxda varié en un rango estrecho, por lo que puede

,fmuy bxen con51derarse independiente del voltaje La inactivacion lenta en estado estable es
: ';;;dependlente de voltaje, en el ajolote se a_)usta con una ecuacién de Boltzman (entre -100 a 50

- mV) con una Vi, = -66.5 mV. (Figura 24).

““Ik,cat Para el estudio de esta corriente se utilizé un protocolo de pulsos que partiendo de un

.. potencial de retencién de -85 mV aplica pulsos de -100 a +50 mV con incrementos de 10 mV por

_pulso y con duracién de 400 ms. Para distinguir la Ix ca se bloqueé la corriente de Ca** utilizando
':CdClz 0.5mM vy se efectud la resta de la corriente control menos la corriente evocada en
: “presenma de CdCl,. El resultado de la resta corresponde a la Iy ¢, (figura 25 A). Esta corriente se

_’actlva a potenciales mas positivos que -60 mV, tiene una activacién ripida con una

.'c'cpmmcd.o— 0.67 £0.06, rango de 0.87 a 0.33 y se inactiva parcialmente a un nivel estacionario con

= 'j una r,,,o,,,cd,o =46.7%5.1 ms, rango de 85.8 a 22.9 ms (Figura 25).

':'células La comente se activa a potenciales mas negativos que el potencial de membrana, su
- ‘.actlvaclén es muy rapida con una tpromedio = 0.19 £0.02 ms, con un rango de 0.25 a 0.12; en el
809 % de las células en que se registrd esta corriente no presenté inactivacion, y en el 20 % de las

'células registradas encontramos que, para pulsos de voltaje que van de -60 a -130 mV, tuvo una

L _mactwacnén lenta con una 1, = 59.3 ms (Figura 26).

VIC,:‘ Para el estudio de la corriente de calcio, se bloquearon las corrientes salientes mediante laso
_sustxtucxén 'de potasio por cesio, asi como el uso de TEA 18 mM y sodio 63 mM en la solucién

* extracelular para incrementar la corriente de calcio se agregaron 4.5 mM de bario (ver tabla II).

El protocolo de estimulaciéon tuvo un potencial de retenciéon de -60 mV, y se dieron pulsos

crecientes desde -70 a 50 mV, con una duraciéon de 200 ms. En estas condiciones encontramos
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L "En el caso de las celulas cxlladas alsladas solo se probaron los agonistas de los receptores a

A B
5 Naloxona 0.01mM 5 D-pen-D-pen 0.01mM
4
— 4 ——
g s
g3 o
5 5,
E 2 E
S 8
1 1
0 d . . . . 0 . — .
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
C Tiempo (ms) D Tiempo (ms)
5
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4 [ 100
_— =4
€3 €
X} 8
& 2 o)
E © 50 —e— DAGO
S . S —o0— D-pen-D-pen
0 —_— . ; 0 . : -
0 100 - 200 300 400 -8 -7 - 5
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Figura 28. Registros de las corrientes evocadas en tres células diferentes, con un V,=-80mV y un
pulso a 30 mV con duracién‘de 400 ms. En A, se observa el registro de la corriente en condiciones
control y ante la aplicaciéon de naloxona 0.01 mM. En B, registro control y la aplicaciéon de D-pen-
D-pen 0.01 mM. En C, control y aplicacion de DAGO 0.01 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 obtuvimos cambios significativos en las corrientes con los agonistas de los

recentores u v &
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D_—pqnfD-peri),‘ya que los antagonistas por si solos no tendrian

pli‘éar._naloxona y no encontrar cambios en las corrientes de estas

’,ev,d'éada por: oltéje, en concentraciones de 10 pm a 10 nM (n= 3, para cada punto). No se
encontré ningtin cambio significativo en la corriente de retencién ni en las corrientes dependiente
,j’dé'?bltéj >’'con ninguna de las concentraciones (Figura 28 B, D).

"En los experimentos realizados para probar la presencia del receptor it en las membranas de

A4 C o,
— 3]
ié, Control
P ,
& .80
g
[=]
Q. .
‘ § s
860
8.
o
=4
Q2
=
3
40
B a4, =
—e— U50488 10°7M =
—=— Control -2 3 1
- 4~ Lavado ]
5 20
&)
. ol- . ey .
-100 -50 50 11 -10- -9+ -8 -7 6 -5
Volitaje (mV) _4 |

Log [US0488] M

Figura 29. El U50488, agonista del receptor x, disminuyé significativamente la magnitud de las
_corrientes evocadas por voltaje en las células ciliadas aisladas. En A, registro de la corriente evocada
con V,=-80 mV, y un pulso hasta 30 mV durante 400 ms, en condiciones control, durante la
aplicacién de U50488 0.1 uM y luego del lavado. En B, grifica de la corriente al pico contra el
voltaje en las condiciones antes mencionadas. En C, curva del efecto de la aplicacién de U50488 en
concentraciones de 10 pM a 10 uM (n > 3 excepto 10 pM, n = 2).
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e B T .8
E 3 . * Control con paloxona 10 pM §
L. — > Control con naloxona 10 pM
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Figura 30. Se muestran registros en dos células en las que se bloquearon los receptores a opioides con
naloxona 1uM en la perfusion, y se microperfundié el U50488 a la maxima concentracién (10 uM,
n =4). En A, se muestra que la naloxona bloque6 completamente la accién inhibidora del U50488. En
B, unico caso en que persistié un ligero efecto inhibidor no significativo del U5S0488.
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”,»'.»IK ca (Flgur‘ A).;En ‘estas. condxcxones estudiamos el efecto del U50488 10 uM (n = 6) y

o encontramos ‘que su ‘efecto sobre las corrientes salientes se anula totalmente a pesar de que, en

A B

U-50488 10 nM

- 60

Control 50 ms - 160
C D
1.0 |
_é 0.8 |
B _ 0.5
_E
=~ 0.3
. ; : T 0.0 . . . -
50 100 150 200 -11-10 -9 -8 -7 -6
Tiempo (ms) Log [U-50488] M

. Figura 31 En A, se muestra el registro control de la I¢,, y la disminucién causada por la microperfusién de
+.U50488, 1nM; 'y, la recuperacién después del lavado (n = 4). En B, gréfica de la corriente I, contra el voltaje
en condlcnones control y en presencia del agonista k, 1 nM. En C, curso temporal del efecto del U50488
-, 10nM" ‘sobre ‘la corriente de calcio (microperfusion de U50488 indicada por la barra gris). En D, curva

" *‘ concentracidn efecto para el U50488 sobre la corriente de calcio.
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o d'l U50488 se debe a la inhibicion de la comente de Ca y-ala dlsmmucxon secundaria

observamos a la comente de calcno y agregamos por microperfusion el agonista x. Encontramos

que a concentracion de 0. l pM (n=3) el U50488 bloquea completamente la Ic, (Figura 31 B, C).

Inmunohistoquimica

Para estos experimentos se usaron 18 ajolotes con un peso aproximado de 40 £20g. En los
primeros seis ajolotes se utilizé el anticuerpo primario diluido 1:200; ésto nos dio sin embargo,
mucha fluorescencia de fondo, lo que no nos permitié interpretar los resultados. En el resto de
experimentos se diluyé al anticuerpo primario 1:400; esta tltima concentracion dio mejores
resultados; con esta concentracién no encontramos fluorescencia en los controles cuando se

probd un solo antlcuerpo (el prlmarlo o el secundario), ni cuando se utilizaron con el anticuerpo

preadsorbldo. P

lxgandos endégenos de los receptores u, 3, K,

S respectlvameme Encontramos nmunorreactnvxdad a una substancia del tipo de la 3—endorfina en

las fi bras que nervan:los’ epltehos sensorlales del sistema vestibular del ajolote. Observamos

~marca’en’ cuerpos celulares' con ramlﬁcacmnes que parecerian ser neuronas en la cercania de las
‘crestas de los canales semxcxrculares, y en los nervios que inervan la méacula del utriculo (Figura
32). Observamos ademés fluorescencia en muchas de las fibras que inervan a los epitelios
sensoriales, y en las células que conforman las méculas (células de sostén y sensoriales), y un
marcado puntilleo rodeando las células ciliadas de la region 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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prolongacién 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 B-endorfina. En A, cresta de un canal semicircular
en cl 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 ramificacion
claramente marcada (flecha). En C, corte del nervio que inerva la mdacula utricular en el que se
observan dos fibras marcadas (flechas). En D, marca fluorescente en cuerpos celulares (flechas) en la

cercania de las crestas de los canales semicirculares.
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Figura 33. Fotografia de microscopia confocal dec células a nivel del ganglio del VIII par
(ganglio de Scarpa) que muestra una clara marca a B-—endorfina, tanto en el cuerpo celular como
en la prolongacion periférica de las neuronas. Corte de 20 um y andlisis cada 1 um. En A a D se
muestran cortes Opticos scriados que van de 11 al 14 um. Los controles con el anticuerpo
preadsorbido fueron negativos.
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Encefalinas
Cuando probamos el antlcuerpo a encefalmas encontramos una marca difusa poco intensa tanto

en los epltellos S nsorlales como en las fibras nerviosas (Figura 34). La fluorescencia se observé

tamblén el eplteho no sensorial que conforma la estructura del sistema vestibular, lo que hace

‘;dlf'Cll la mterpretacnon de los resultados; no obstante, el control con el anticuerpo preabsorvido

‘,_novl io’ nmguna fluorescencia (Figura 34 D), lo que no nos indicaria la union especifica del

Vf"antlcuerpo a una substancia similar a las encefalinas que se encuentra en la mayoria de los tejidos
”que forman el sistema vestibular del ajolote. Estos resultados concuerdan con los reportados en
Votras especies tanto por inmunohistoquimica como por cromatografia, ya que las encefalinas se
han localizado en el vestibulo de varias especies animales (Fex y Altschuler, 1981, 1985;

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

10 pm

Figura 34. Inmunorreactividad a met-encefalina. Encontramos una marca difusa tenue, tanto en los
cpitelios 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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Dmory" inas

En las pruebas reahzadas con el antlcuerpo contra dmorﬁnas encontramos inmunorreactividad a

‘ este tlpo de sustancxa enels stema estlbular del ajolote En nuestros experimentos observamos

un marcado puntllleo er e los canales semncnrculares, en la parte cercana al epitelio

,sensona] curcundando élulas cxhadas (Flgura 35 A y’i"B) ‘Observamos también marca en

"algunas de las ﬁbras que mervan las crestas de los cana]es semicirculares y las miéculas del
utriculo y del saculo (Flgura 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. Microfotografias de la inmunorreactividad 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 mécula
utricular en la regién cercana a las células ciliadas; se puede ver como se bifurca el nervio; al lado

derecho del nervio se ve el epitelio.

TESIS CON
| ¥ALLA DE ORIGEN
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Contenido de péptidos derivados de la proencefalina en el vestibulo

Para determinar la proporcion entre precursores conteniendo met- y leu-encefalina 'y prbductors_rc;ié:'
bajo peso molecular, se usaron 40 ajolotes cuyos vestibulos se dividieron en tres lotes. Los
extfactos de tejido fueron estudiados antes (met y leu libres) y después de la digestion enzimatica
Vsecuenc1a] con tripsina y carboxipeptidasa B (met- y leu- totales). Adicionalmente se uso un
. 'antlcuerpo contra sinencefalina para caracterizar los precursores.
No se encontraron datos de que en el oido interno del ajolote exista leu-encefalina libre. El
fcromatograma mostré que toda la marca para la leu-encefalina esta ubicada en precursores de alto

peso molecular y que no existe leu-encefalina libre (Figura 36).

Vo 8.5 6.5 3.0 1.0 0.5 kDa
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Figura 36. Perfil cromatografico de materiales inmunorreactivos a leu-encefalina. Practicamente toda la
leu- encefalma se encuentra en forma no procesada en precursores de alto peso molecular (Vo). Las puntas
de ﬂecha mdlcan la posicién donde eluyen los marcadores de peso molecular. Los resultados de expresan
en pmol / fracclon

La met-en falma fue claramente detectable en forma libre y represento el 14% del total (6.71
iO 30 pmol /1 mg protema) (Figure 37), indicando que los tejidos que conforman el vestibulo del

a_]olote' son _capaces de hacer el procesamiento post-translacional de la molécula de la
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proencefalma para dar ongen ala met-encefalmallbre El contemdo de smencefalma total fue de

i ,,'0‘31 :l:O 01 pmol / mg proteina y esta molécula no se encontré en forma libre (Tabla III).

Table HI. Met-enkecefalina y sinencefalina en el oido interno del a]olote. Los datos se
expresan en pmol / mg de proteina

Met-encefalina Sinencefalina

Total Libre Total Libre
7.03 0.98 0.31
6.44 1.01 0.31

6.67 0.96 ©10.300

vestibuylonﬁxe,ca.racterlzada, medxante ‘f ltracnon en gel. La cromatografia

seguld‘a""dé\l ; éf'siudidw'de‘_ la :'i‘m'mfno‘ 'y leu-encefalina mostré6 como ya

: .f%menclonamos, que en el caso de la ‘a‘st ‘défecta inmunorreactividad Gnicamente en
» ‘precursores de alto peso molecularn En e caso‘de llé met-encefalina, se encontrd la presencia de
iy precursores de alto peso molecular y cle épndos inmunorreactivos de 1.0 y 0.5 kDa (Figura 38).
" i Los matenales que eluyen en la posnclén que corresponde al estandar de 0.5 kDa corresponden al

oK peso molecular de la encefalma, en tanto el pico a | kDa corresponde a algun peptldo no

1dent|ﬁcado

pMol / mg proteina
H

Total IR-met IR-met libre  Total IR-sinencefalina

Figura 37. Péptidos conteniendo met-encefalina en el oido del ajolote. Los homogenados fueron
sometidos a tratamiento enzimdtico para determinar los péptidos totales y libres. Los resultados
representan la media % desviacion estandar de 3 experimentos.
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Figura 38. Perfil cromatografico 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 (I y 0.5 kDa) que corresponden a un
péptido no identificado y a la met-encefalina libre. Las puntas de flechas indican la posicién en que
eluyen los marcadores de peso molecular,
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DISCUSION

apoyan, ademas, , Iz idenci: con;rrelacmn a“la prescncla-.de

mmunorreactmdad a péptldos op101des enelo ov‘mvtc.:mo' del ajolote.
Neurofarmacologl’a L
En las dos ultimas décadas, los agbhistas 'y antagonistas de los receptores a los péptidos opioides
se -han usado ampllamente como ‘sondas para definir las funciones especificas de los: distintos

subtipos de receptores a oplaceos En este trabajo hemos utilizado los agonistas y antagonistas

que parecian mas adecuados por sus caracteristicas de relacion potencia, se]ect1v1dad ~‘establlldad, .

Cabe déStacar ue ,ontmuamente se estan desarrollando nuevos farmaco i ‘con’ dlversas

cualidades (Bryant _éols., 1998) hecho que hace casi imposible estar al dia ‘en-el tipo de

farmacos que se emplean Sin embargo pensamos que, en este sentido, mdas vale mantener una

actitud . conservadora Yy usar los farmacos que son mds conocidos y para los cuales existen

ev1dencxas suﬁcleme e sus caracterlstlcas

Organo aislad

alonna tenga un efecto per se sobre la actividad aferente indica que, en

o :"El que la’ aphcaclon d

“tono encefalinérgico”. Con base en nuestros experimentos pensamos

,que es muy probable ue receptores de tipo p participen en la respuesta evocada por el DAGO.

'El hecho de ¢ que la naloxona que es un antagonista inespecifico de los receptores opioides, tenga

R 'un efecto SImllar al DAGO agonista del receptor p, de que el U-50488 produzca un efecto

inhibitorio contrarlo al encontrado con las otras drogas (DAGO y naloxona), nos hacen pensar en

que probablemente . exxsta ‘una doble modulacién por receptores a opioides: una excitatoria

mediada través de receptores de tipo p y una inhibitoria mediada por receptores k.
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: ‘umcamente en aquellas células que expresan los receptores a opioides y la subunidad o> de las
: protemas G (Nakagawa y-cols., 1999). Estos resultados indican que el proceso de sensibilizaciéon

es altamente especnﬁco.

La dependen 'a del efecto de la naloxona de la concentracién extracelular de Mg*™, nos parece

i'un hallazgo sngmﬁcatnvo, aunque fue estrictamente resultado de la serendipia,. No conocemos
otros trabajos de tlpo electrofisiolégico o farmacolodgico en que se haya estudiado este fenomeno

y no parece haber una explicacion simple para el mismo. Las bajas concentraciones de Mg*™ en el
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" cambios enla’co

Jroj »;A)liddysv en el oido iniémp';fﬁ s

** extracelular favorezca un estado de alta

pioides; ii) que la disminucién en la concentracién de Mg™
la expresién de receptores a opioides. En este sentido, se ha

e ﬂ\/Iet-Leu-[3H]Phe aumenta en funcién de la concentraciéon de Mg™

crementoy en el nimero total de receptores (Grierschik y cols., 1989); iii) los

ntracion de Mg** pueden modificar de forma significativa diversos procesos

depev’ndi'éntfés,‘ de.

,'Lt(alies como la propia corriente de Ca*™" relacionada con la liberacién de
neurotransmisor L L

Se. Ha &émostrad ue' e] Mg extracelular tiene un xmportante papel de regulacién en la
respuesta de neuronas neocomcales ala AChyal GABA (El-Beheiry y Puil, 1990). En estos

51stema§,,los fe ACh,y GABA se deprimen de forma dependiente de la concentracion

‘ ‘resullados md1can que los receptores de tipo k ejercen un fuerte efecto inhibidor en tanto que los

e ;p. e_lercen una influencia excitadora sobre el sistema. Cuando iniciamos este trabajo usamos dos

P agomsvtas ,;‘glauvamente inespecificos la [D-ala’]-metionina-encefalina (DAME) y la [D-ala?]-
: ]‘éUéina-'énEéffélﬂihé (DALE) ambos con mayor selectividad por los receptores 8 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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eptor que normalmente produce excitacidon. De hecho, este tipo de curvas bifasicas
s elementos que llev6 a proponer la existencia de varios subtipos de receptores a

opxoldes (Martm y cols., 1976; Martin, 1984).

‘Recordemos -que la selectividad es siempre relativa a la concentracién y que a altas

n ntracwnes, por ejemplo la morfina, es capaz de ligarse a todos los subtipos de receptores a
oploldes Pensamos que esto mismo sucede en el caso del DAGO, que tiene un claro efecto
exmtador desde concentraciones de 0.1 nM hasta 100 uM, en tanto que para concentraciones

' -'[f.ifmayores de 1 mM, su: efecto dlsmmuye indicando que, probablemente a estas concentraciones

'el DAGO modlﬁca ambién:las omentes de calcio en el hipocampo y consecuentemente la
~ respuesta al NMDA Por otro:lado’ en,el asta dorsal de la médula espinal, la morfina aumenta la
“‘secreclén de ‘CCK\ (‘ g 999; Sbrenna y cols., 1999; Przewlocki y cols., 1999;

: Gustafssonycols 1999 olégo 1999; Piepponen y cols., 1999), proponiendose en este

caso ‘queel camblo en:la espuesta se debe a modificaciones en segundos mensajeros que

requieren de calcxo ntracelul
“Los’ resu_ltado bt m(\i’sru'sahdo agonistas y antagonistas de receptores 8 (D-Pen D-Pen-
encefalina y:nAItrir‘idé‘l;er);[ivndican claramente que este tipo de receptores no se encuentra en la

g petiferia vestibular odue,' si existen, no tienen un papel relevante en la generacion de la actividad
_basal ni en la respuesta a los estimulos mecanicos en las neuronas aferentes vestibulares. A nivel

del sistema nervioso central, se ha reportado que el receptor 8 incrementa la liberacion en la
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liberacién de ACh( Becker y_col
Youy cols., 1999 Feuerstem 1998) :
Por otra: parte la accxén de los agonistas y antagomstas "del receptor k (U-50488 y la Nor-

bmaltrof' mma) indican claramente que este receptor esta relacxonado con procesos que producen

“una fuerte inhibicién de la descarga de las neuronas aferentes vestlbulares Los estudios de los

*efectos de los agonistas y antagonistas del receptor u (DAGO y funaltrexamma) indican que este

“ receptor estéd acoplado a procesos que llevan a u” aumento en la excttablhdad de las neuronas

que uene la estlmulacxon de las vias~ eferentes sobre la descarga aferente y, secundariamente,

' planeabamos anahzar que agentes pudxeran modnﬁcar estos efectos. En este trabajo se realizaron
: expenmentos de estlmulacxon eferente y registro en las neuronas aferentes, sin embargo estos
“resultados fueron confusos y no nos parecié que el disefio experimental fuera confiable como

~-para continuar con un anélisis detallado que incluyera interacciones farmacologicas. Con base en
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'eéte;ant'éche’nt'e decidimos tomar un camino alternativo y estudiar entonces si el bloqueo de las

- vias eféfemes por medios farmacoldgicos (en lugar de su activacidn por estimulacion eléctrica),

Figura 39. Esquema de una célula ciliada, sus
conexiones sindpticas y la posible ubicacion de los
receptores a péptidos opioides que hemos explorado
en este trabajo. Nuestros resultados indican quec los
péptidos opioides no ejercen efectos que indiquen
que modifican o estan relacionados con la liberacion
de acetilcolina por la fibra eferente. En cuanto a la
célula, ciliada no encontramos evidencias que
indiquen que los receptores p y 8 ejerzan efecto a
este nivel. Sin embargo, parece bastante claro que los
receptores tipo k estan ubicados en las células
ciliadas y ecjercen un efecto inhibidor sobre Ila
corriente de Ca’". Por su parte, los efectos de los
agonistas y antagonistas p sugieren que este receptor
se localiza a nivel postsinaptico, donde ejerce un
efecto excitador en las neuronas aferentes.

KA,AMPA,NMDA 1)

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/ prmc1p1 51 el efecto de naloxona se ejerciera a nivel de las neuronas

~4Como complemento a estos experimentos, hemos estudnado también la accién de agonistas

y antagomstas opxoldes sobre la respuesta del 51stema a,_la aphcacmn de agonistas de los AAE.
Sabemos que la entrada smaptlca a las neuronas aferentes ocurre a través de receptores a los AAE
(Soto y Vega, 1988 Eybalm ]993 Soto Y cols.;- 1994 Guth y cols., 1998). Encontramos que el

U-50488 produce una dlsmlnumon de la respuesta excnadora evocada por el acido quiscualico en

las neu:onas aferentes vestibulares. Este resultado nos obliga a pensar en la posibilidad de que
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kc‘me, por cierto, es bastante lento en nuestraé'
éSq_h‘;é también un fenémeno de run-up que determina
prirheros registros. No estd claro el mecanismo que
- Cabe destacar que la pipeta lleva 2 mM de ATPMg y 0.1 mM de

GTPNa; . estos compuestos pudxeran tener una influencia significativa sobre el estado de

“fosforilacion de :dxversas proteinas. Actualmente estamos trabajando para comparar el fenémeno
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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.

- de run-up en células registradas con fijacion de voltaje con el método de célula perforada con

Tabla V. Propiedades pasivas de las células ciliadas tipo 1I 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 |4.6x1.2 pF - 5.
Rennie y Ashmore, 1991, cuyo - 5.3%1.6 pF -48+11 mV - +10:
Vega y cols, 1998, ajolote 414:i:O 9 MQ 16+0.6 pF '
Ricci y cols, 1994, rana . 4 386:1:151 MQ '10.4:+0.7 pF
Masetto y cols, 1994, periferia rana’ " 1 5:!:0‘ 15 GQ 9.16+0.36 pF
Masetto y cols, 1994, central rana’ " £1:1:140. 1 GQ 12,3+0.52 pF

,92A,'Pr1glom y cols., 1992, Ricci y cols., 1994, Masetto y

cilios es un reﬂejo baslante ﬁe] de la forma de la corriente de transduccién. Es s6lo ante cambios
significativos de voltaje en la direccion despolarizante que la célula ciliada presenta una
rectificacion del pofencial receptor que limita el cambio de voltaje que puede producir la
corriente de transduccion. De hecho. algunas simulaciones que hemos realizado mediante
computadora indican que la sola presencia de las corrientes Ixpr e Ika es suficiente para
reproducir la respuesta de las células ciliadas ante pulsos de corriente.

Debido a que estas células tienen un tamafio pequefio, la capacitancia de las mismas es baja

(alrededor de 16 pF); resuita entonces que un factor fundamental en su capacidad de seguir altas
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Por eJemplo,‘ pod¢ ] n't‘rada‘de 250 pA con activacién maxima de la corriente

de transduccién pro oltaje de alrededor de 103 mV evidentemente, antes de

alcanzarse dicho voltaje, se activarén- significativamente los canales de la membrana

dependientes de voltaje, hmxtando con ello el desplazamiento de voltaje y disminuyendo la

resistencia de entrada con lo’ que los voltajes reales esperados seran mucho menores.

Por todo lo anterior esn"de‘partlcular importancia el hecho de que los agonistas de. los '

neuropéptidos que estudlamos puedan modificar significativamente la magnitud de las comentes' 4

de K*, ya que ello puede alt r de forma significativa tanto la ganancia del sistema’ ¢omo su’

capacidad para segmr “frec

n'células c111adas se estudiaron los agonistas de los receptores a oploldes S

Sobre las coment'
: | :8 y K respectivamente). Tanto el DAGO como el D- Pen-
D Pen no tuvneron efecto 51gn1ﬁcat1vo sobre las corrientes i6nicas dependientes de voltaje en: las

elulas alsladas El umco de losrfarmacos que tuvo efecto fue el U50488, mismo que dlsmmuyé

_~‘51gmf icativamente la- comente de,Ca y-las corrientes salientes. Los resultados obtemdos al

f reglstrar la corriente de Ca™ demuestran sin lugar a dudas que el U50488 ejerce un. potente

~efecto inhibidor sobre dlcha comente;

lugar a dudas. Para definir el tlpO de corriente saliente que modifica el U50488, y con la: h1potesns -

de que su efecto ocurreﬂba can obre la corriente de K* dependiente de Ca*™, como una

y » ente de Ca"™, estudiamos su accién en presencia de Cd™
i fextr_aqelular. ‘Ames ‘cabe aclarar,que débido a que para estudiar las corrientes de Ca™ de forma

lu ones con modificaciones significativas en las concentraciones

.‘;xomcas de K y‘del proplo Ca'", cuando no sustituirlo por Ba"™, decidimos usar a la corriente de

: KJr dependleme de Ca™ como testigo de los efectos de estas substancias sobre la corriente de
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Vcon base: en nuestros expenmentos, no podemos descartar que exista un efecto

sobre la corriente de K* dependiente de Ca"™, aunque consideramos esto como poco

probable) Encontramos que el Cd*" elimina un componente importante de la corriente saliente
ien : as celulas ciliadas; componente que, hemos demostrado, se trata de la corriente de K*

’ac;tlvada;por Ca**. Si antes de la aplicacién del U50488 se perfunde la preparacién con Cd™

e i_desabar,ece,completamente el efecto del U-50488 sobre las corrientes ionicas, indicando que esta

substancia actia sobre la corriente de K* dependiente de Ca™ y que dicha accién es consecuencia

'dély_ bloquco de la corriente de Ca™. Coincidentemente, a nivel del sistema nervioso central, se ha

encontrado que la disminucién en la liberacion de los neurotransmisores causada por los

ggo‘qiSiés del receptor k se debe a la disminucion de la corriente de calcio (Laorden y Milanes,
;'_»?;O‘OO"»VJeub y cols., 1999).

Estos resultados demuestran que los receptores k se localizan en las células ciliadas y que
producen un efecto de modulacién negativa sobre las corrientes de calcio, como seguramente por
la via de segundos mensajeros. Tal accién sobre la corriente de Ca*™ puede producir una

importante influencia en la liberacién 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 modulacién 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, ademas, que los receptores yt y 8 no se encuentran ubicados

: en las celulas ciliadas, o que sus mecanismos de accion no modifican de forma significativa las
g X comentes iénicas dependientes de voltaje en estas células (Figura 39).

‘Este tipo de modulacién de la corriente de Ca*™ en las terminales sinapticas por los péptidos
obibidés parece ser uno de los mecanismos de accion mds comunes de estas substancias; es la
forma en que las vias encefalinérgicas inhiben la liberacién 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, 1998).

Inmunohistoquimica.
Nuestros resultados indican que diversos grupos celulares producen neuropéptidos en el vestibulo
del ajolote. Por las caracteristicas 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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oriotra:parte, los resultados

protemas relacxonadas con la hberacwn de neurotransmlsor, y cuya presencna en las terminales

,7aferentes suglere que lxberan algun mensajero de forma retrograda Se ha reportado también que

ST e

i adas.;Mlbdlbendo la concentracién de,Ca; mtracelu]ar mediante el uso de

cual suglere que este tlpo de neuropéptido en el oido mtemo’pudlera tener acciones que no estan

,relaclonadas con la transmisién sinaptica aferente, tal como lo sugiere el hecho de que los
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“agonistas y antagonistas del receptor & no producen ningtn efecto significativo sobre la descarga

-’ de'las neuronas aferentes vestibulares. |

- Cabe destacar que los anticuerpos disponibles en el mercado para el marcaje de encefalinas,
B beta-endorfina y dinorfinas, son anticuerpos contra el péptido mismo o contra una porcion de él.

‘ 'En principio, una mejor estrategia de trabajo seria la de utilizar anticuerpos contra los receptores
: a vl'os'p'éptidos opioides. Lamentablemente, cuando iniciamos este trabajo no existian ain este tipo

“de-anticuerpos, ni podemos asegurar que los receptores en mamiferos para los cuales estan

: divéeﬁados estos anticuerpos, sean iguales a los de los anfibios. No obstante, pareceria deseable
“ ‘pr(‘)bar los anticuerpos contra los subtipos de receptores a opioides cuando se encuentren
diSponibles en el mercado. Con ello, ademads de especificidad, ganariamos en el hecho de que,
“marcando directamente los receptores, tendriamos informacion relativa al sitio en que se ubican

éstos y no solo acerca de los tipos de neuronas que sintetizan uno u otro péptido.

k 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, hipéfisis, retina, piel y sangre de la Rana pipiens poseen altas concentraciones de
inmunorreactividad- (IR) a met-encefalina (Jackson y cols., 1980). En tejidos de mamifero, el

el octapéptido .se ‘encuentran en cantidades equimolares; sin embargo, en el

. heptapeptxdo y
‘ "de ahﬁbio se ha detectado IR—heptapéptido pero no IR-octapéptido,

7 t-encefalma-Arg~Gly-Tyr, que so6lo difiere del octapeptido de mamifero

do que es Tyr y no Leu. Las secuencias de met-encefalina, heptapéptido y

‘met-encefalma- rg—Gly-Tyr, en la proencefalina de Xenopus laevis, se encuentran en las mismas

: l};r'poswlones, estan limitados por pares de aminoacidos basicos al igual que en los mamiferos, y su

* prop ci ,m'e'lt';éhc'efalinas, 1 heptapéptido, Imet-encefalina-Arg-Gly-Tyr (Martens y

/ ‘Herbert 1984)
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" mexicanum. En los anﬁblos la exi iste

falina se ha demostrado en el cerebro de
Bufo marinus, la retina de Ambystoma tigrinum ené’éfélo:y la hipofisis de Ambystoma

mexicanum asi como en cerebro ds : Xenopu a ‘Sin embargo la proencefalina en el anfibio

Xenopus laevis no contiene leu-encefalma, .por: lo que‘ se plantea que en los anfibios la leu-
encefalina podria provemr de un precursor dxstmto a’ la proencefalina, probablemente la
prodinorfina (Zamir y.col., 1984). .

Los. pe'ptidos contenidos en el sistema vestibulér.‘del ajolote fueron caracterizados
cromatograﬁcamente, la sinencefalina que es la reglén;no opioide de la proencefalina y un

marcador de’ la misma, se detecté en peptldos de‘ peso molecular principalmente en

",moleculas que eluyen en Vo. La IR-met encefalma medida espues de una digestion enzimdtica
'secu‘;ncnal detecté la presencia de peptldos de bajo dlano: peso molecular, donde la met-

Lencefa n: se encuentra en menor propormon u

éculas precursoras que eluyen a Vo,

estas substancnas_actuanan a traves de dos'tipos de receptores los x y los u. Los receptores x, se
‘encuentran .sobre las- células cxlladas y su activacion disminuye la corriente de Ca*, y

consecuentemente la liberacién del neurotransmisor aferente, esto nos permite pensar que el
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: 1stema vestxbular es capaz de modificar la cantidad de informacion que llega al sistema nervioso
'V‘,icentr ‘l Probablemente ante estimulacién continua o ante estimulos intensos el sistema eferente
e llbere dmorﬁnas y estas al unirse al receptor k presente en las region basal de las células ciliadas,
L .,’»xdnsmmuya la liberacion del neurotransmisor aferente, que se sabe es un aminoécido excitador, de
tal . forma que la disminucién de la liberacion del transmisor aferente tendria un efecto
nedrdprotector. Existen reportes que indican que en la céclea las encefalinas disminuyen la
,Ar'dé"syéarga espontdnea de las fibras aferentes cocleares (Buerki y cols. 1993), la aplicacion de

) (-) pentazocina agonista del receptor k disminuyen la descarga de las fibras aferentes ante

‘estimulos sonoros de intensidad elevada (Sahley y Nodar, 1994). Por otro lado, tendriamos a los
‘-rvreceptores pt los cuales pensamos se encuentran ubicados en las fibras aferentes, ya que la
"aplicacién de DAGO no modifica las corrientes idnicas de las células ciliadas, ni el efecto de
f‘agohistas y antagonistas colinérgicos. Los receptores p tendrian un efecto antagdnico a los
'rve‘c’:'eptores K, la activacién de los receptores p aumenta la descarga de las fibras aferentes,

ﬁpréljablemente modulando las corrientes en estas fibras, lo que aumentaria sensibilidad del

vsiéiér_r‘{_a. Podemos especular que ante estimulos de baja intensidad, quizad sub-umbral, las fibras

aferentes serian capaces de generar potenciales de accién y de tal forma informar al sistema

1fne:rvxo's'o‘ de movimientos de muy baja amplitud. En conjunto, estos resultados apuntan entonces a
s un control dual por parte de los péptidos opioides sobre la actividad de las aferentes vestibulares

- ,que repercutma sobre la forma en que el sistema nervioso codifica los movimientos a los que es

sometida la cabeza.
Conclusiones

Los péptidos opioides ejrecen una modulacién compleja en el sistema vestibular del ajolote a
través de diferentes tipos de receptores En el vestibulo existen los precursores de la
proencefalinay los mecamsmos de corte para llevarla a péptidos de bajo peso molecular como la

met-encefalma. Exxste tambxen inmunorreactividad especifica a dinorfina y C-endorfina

1) Este receptor posiblemente se encuentra presente en las fibras aferentes vestibulares ejerciendo un

¢fectb excitador sobre la descarga de estas fibras.
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iLa actxvacxon del receptor wno modnf‘ ica la lxberat:xoﬁ de Acb “deﬂlas”ﬁbras eferentes vestibulares, ni

los agomstas del recV apaces de activar. de forma dxrecta receptores de tipo colinérgico.

3)- Nuestros resultados sugieren que en ]as células c1hadas no se ‘encuentran presentes los receptores L.

. 4) Los ant:cuerpos a dmorﬁna 1-8 marcan- f‘ bras: en la base de los epitelios sensoriales, estas fibras
pueden ser fi bras aferentes 0 f bras del snstema s:mpatlco que: liberan dinorfinas que se unen al

receptor ... ..-ia

Receptor k. -
1) Este recept la superﬁcxe basolateral de las células ciliadas e inhibe la frecuencia
de descarga de las t‘ bras aferentes vestlbulares, aunque, no podemos excluir que pudieran también

ex15t1r receptores k sobre las fibras aferentes ejerciendo también en ellas un efecto de tipo inhibidor.

2y En Iaskcélulas cnhadas aisladas la activacion de este receptor, disminuye la corriente de calcio, y
" “consecuentemente la liberacion del neurotransmisor aferente.
23) Los ‘anticuerpos contra B-endorfina:marcan fibras probablemente eferentes en la base del

neuroepitelio sensorial, y en la ’parté basolateral de las células sensoriales. Posiblemente estas

endorﬁnas sean las responsable’ dela actwacmn del receptor k presente en las células ciliadas.

Receptor 5.

1) "Los agoni‘s‘tas antagonistas:de este’ réceptor no modifican la frecuencia de descarga de las fibras

- Conclusién final

El estudio de la ne idos opioides en el sistema vestibular aislado, su

influencia sobre las corrientes idnicas en élulas ciliadas y la inmunorreactividad de los érganos

vesubu]ares a dmo et endorﬁna, la presencia en el radioinmunoensayo de

smencefalma Y met- ncefalma no permlten conclunr que los péptidos opioides tienen un

importante papel ‘en la determmacnon de la descarga de las aferentes vestibulares. Nuestros

resultados de inmunohistoquimica indican que, tanto la dinorfina 1-8 como la beta-endorfina se
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dlée’ ‘llegan a las zonas sensoriales del vestibulo. Con base en los
troﬁSié]égicos concluimos que los receptores de tipo k se encuentran en las
‘.rcéiluylkaé éiliadas, donde ejercen un efecto inhibidor modulando la liberacién del neurotransmisor
aferénté a través de modificaciones en la corriente de Ca*’, en tanto que los receptores de tipo p

se localizan probablemente sobre las neuronas aferentes donde ejercen un efecto excitador.
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