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- RESUMEN

En euztla tesis se pstudie el cfccto que produce s
nalosona, & docis gque antegonizan el efcclo de los opicides en
mami ferrose, sobre el potencial de membréera vy o en la forma y
duracidsn de! potencial de accidn de células identificadas ol
carecol Lterrcslre Helix aspersa tn vilro. fAszimismo, e estudia
el cfeecto de este antagonista opPpi cide bajo difecrentes
ctondiciones i6nices citrecelul arce.

Fl efecto eucitatorio de la maloxona =obre diferentes

procesos fisioldgices ha sido explicado poar =Ll acecidn
antagénica  sochre el efecto inhibilorio que prodocen loe
opiaides., Sin embargo, tembiénm ha sido propuesto que la
‘nalouona tiene un efecio excitatorio per se. En cste =entide,
se ha propuesio que la naloanona favorece el flujeo de calcio &l
interior de la ceé&lula. Con estos antecedentes, ce decidid
cstudier: 2) qué efectos produce 1a nalonona sobre la actiwvidsd
eléctrica de neuronas sensibles y neuronas no sonsibles &  loc
agonistas opioides, y b) determinar el efecto de diderentes
contentracionecs de celcio extracelul ar sobre su accidn en celos
dos tipos de célules. ’ :

Los resultados muescstran gque la nezlonona, disueslte en el
"beffio de perfusidn, & concentracioncE que con  capaces dp
antagonizar Je depresidn que producen los opioideE ©  provocar
un eindrome de abstinencia (€ 1 uM) Es ceapac de modi{icar €l
potencisl de reposo. Despolarize las células  FE, F=t, F&l Yy
82, hiperpelariza C4, E8, E9, E!F ¥y El1& ¥y no produce efecto:s
cabre el pctencial de membrana en lese células FZ} F77 v F78.
Azimisemo, los &#gonistas opicides (mezticnina encefalina Yy
fentanil? hiperpolericaron las célul as FZ31 y Fez b4
despolarizsron la EE v na tuviercn efecto  =sobre las neuarcnsas
F2. F?7, F78 v F7%9. Adem&c dz la despolarizacidn, la naloxona
alterd el patrdn de disparo. El lavedo de la preparacidén
revirtid la despolarizacidn e inclusive, produjo que estas
célulacs =G hiperpolarizaran. Se meestra gue ezta
hiperpolarizaci®sn e¢ producide en precsencie de K'Y oy ec
dependiente de la concentracidn extracelular de ca*’.

La sustitucién equimeiar de Ca’* por Co'* evitd 1a sccion
de 12 nalouonz2. Aderics, la nzloicna prodojo consistentemente un
incremsnto de 1la duracién del potencial de accién y la
dieminucidn de la amplitud de la posthiperpolaricacidn.
Asimismo, produjo un incremento de la duracidon de las
potenciales de accidn caleicos, taznto en las células que =e
despolarizaron con su aplicaciédn como en las que ne 1o
hicieron.

e concluye que la nelorona, efectivamente, tiene acciocnes
no sélemente relecionades con su capacidad de antagonizar la
accidn de los agonistas opioides, sino que produce efectos por
€1 miema. lLos resuvltados sugieren que es cepaz de producir 1la
activaciédn de la entrada de calcio a la celula v de dieminuir
una corriente de potacio dependiente de calcio, misma de la que
depende la repolarizacion del potencial de accidn.



INTRODUCCION

XI. Antecedentesx

Varios trabajos han descrito que la naloxona es capaz de
incrementar los reflejos espinales (Godfarb y Hu, 1976} CaEley
y €ol., 19833 Suzuki y col., 1987), de favorecer la aparicidn e
incrementar la duracidén de crisis convulsivas generalizadas
(Corcoran y Nada,-19795 Hardy ¥ col., 19803 Snyder y col,,
1%81) vy producir un aumento en la amplitud v la aparicidén de
componentes tard{os en 1los potenciales evocados (Velasco V¥
col., 1984).

En nuestro laboratoriec hemos confirmado ¥ ampliado estos
datos mostrando que la naloxona facilita el kindling amigdalino
condensado (FernAndez-Guardiola y col., 1984, 1988) Yy que es
capaz, por =18 =4l a, de producir crisis convulsivas
electrogri#iéae en gatos en preparacidén encephale isolé
(Fernandez—-Guardiola y col., 1988). Asimismo, hemos mostrado
que aplicada en dosis repetidas de 8 mg/kg cada 15 minutos, es
capaz de producir crisis convulsivas generalizadas en gatos
integros en libre movimiento (Pellicer  y col. 'i?BB).‘ Con
experimentos en la médula espinal, Fernandez-Guardiola Yy col.
(1984, 1%9846) han mostrado que la nalorxona es capaz de aumentar
el efecto acumulativo de la potenciacidn postet&n?ca y evitar
Ta habituacidn a estimulos sensoriales o deshabituar si &sta ya
se habla producido. Asimismo, se ha encontrado uwun aumento de

los reflejos espinales mono vy polisinipticos (Fernandez



) .3
Guardiola y col., 1982, 1984), asi como un aumento de los
componentes tardf{os de los potencfales evocados visuales {(Rocha
y col., 1987).
Estos hallazgogxsugieren, de manera indirecta, wun efecto
inhibitorio de los opicides endbgenos sobre la epileptogénesis

y su participacisdn en la modulacisn de la informaclién sensorial

éferenﬁe.
II. Efectos de los agonistas oploides a nivel celular

L Este efecto inhibitorio o modulador de los gpioides puede
asociarse a la diéminucién de la frecuencia de descarga de 1las
neuronas en casi todas 1las regiones del sistema nervioso
central de mamiferos (North y Williams, 19B85). Esta disminucion
es debida & la activacisn de una conductancia de la membrana al

* intraceiuiar

potasio como resultado de un incremento del Ca
(Duggan y North, 1983). Estos efectos han sido descritos para
los opioides ngnistas mu ¥ delta en tanto que 1os agonistas

happa actdan disminuyendo la conductancia al ca*t

(North, l??é;
Werz y Macdonald, 19833 Macdonald y Werz, 1986).

En un estudio con fijacién de voltgje en neuronas del
locus coeruleus, North y Williams (1983) demostraron que. el
aumento de la conductancia de la membrana al K’, inducido por
opioides, es independiente del potencial de memb+rana. A

potenciales menos negativos de -50 mV, se produce uvna reduccidn

de la conductancia que ocurre con la despolarizacidn. Esta



puede-deburse a una scnsibilidad de la carriente de K* (I‘) al
voltaje o a que cxista otra corriente saliente a caste nivel de
polarizacion que la antagonice. Esta corriente depende de 1la

entrada de Ca**

que ocurre a veoltajes menores de -460 mV, De
acuerdo con 4sto, cualquier corriente saliente inducida pur”
opioides no s6l1o hiperpolarizaria direétﬁmente la membrana,
sino que la llevarfa a un potencial en el que 'la corriente
entrante de Ca'* es &ecrementada ayudando adn m&s a la
hiperpolarizacidn, Sin embargo, la inhibicién de la entrada de
Ca++ se asocid siempre a un incremento de la conductancia al
K*.

Estos mismos autores mostraron que los opiocides no
reedujeron las corrientes de ca't despusés de que el incremento
de 1la cenductancia al K (gx) fue blogueado por Cs
intracelulary, quinidina o Ba extracelular, bleoqueadores
especificas de ft. Esta Gltima observacisn, junto con
experimentos en los que sé administrd EGTA intracelularmente vy
en los que se indujo una reduccidn de la hiperpolarizacidsn
producida por opicides son fuerte evidencia de que 1a
coAductancia a1 k* producida por opiocides depende de 1la

disponibilidad de ca*’

intracelular,.

For otro lade, Barker ¥y col. {(1978), en un estudio en
neuronas espinales en cultivo, encontraron que la
leucina—-encefalina actda elevando 21 umbral para generar el

potencial de accién o bajando la resistencia de entrada de 1la

membrana., North y Williams (1985} muestran ademi&s, que 1la
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'gfectividad de la entrada sinAptica excitatoria se ve reducida
no sélo porque los opfoides alejan a la mumbr;na del umbral de
‘disparo, si{no que la reducen porgque la llevan a ﬁn potencial en
el que 1laos potenciales pus.tsinﬁpticoﬁ excitatorios (FPPSE)
activan una corriente.saliente de K' que ze inactiva con una
constante de kiempo de 130 ms, por lo que esta corriente se
opone a corrientes entrantes de Na®, Como resultado de ésta, 1la
amplitud de los PPE no se incrementa coé 1a hiperpolarizacidén vy
su duracidn se reduce.
l.as evidencias experimentales que demuestran que los

opioides producen una reduccién en la entrada de ca*"

‘aducen.
también uvna reduccidn en la caﬁtidad de neurotransmisor que se
libera {Duggan y HNorth, 19833 Bixby vy Spigzer, 1983) o
inclusive, una reduccién de la disponibilidad del
nocurctransmisar (Tremblay, 19274).

Ademas de l1os posibles efectos presinépticns de los
cpioides, también han sido descritos efectos poﬁésinApticos
(Bradley y Dray, 19743 Yaksh, 19B1), La transmisién colinérgica
es bloqueada por morfina a altas concéntracibnes (Waziri,
1974). Treﬁblay y col. (1974) mostraron que la morfina tiene un
efecto anticolinesteridsico y Duggan y cal., (1%74) proponen que
1os opicides son agonistas al receptor nicotipnico en las
c&lulas de Renshaw.

Varios autores (Jurpa y Grossman, 19773 ‘Mudge y col.,

19793 Zieglglnsberger y Tulloch, 19793 Yaksh, 19815 Johnson,

. 1980) han descrito diversas acciones de los opicides a nivel




&
teiular, porn ninguné“h; obcchedo Cembiﬁﬁ en la rc515tnncxa de
enlrada de la membrana.' Sin.'embarqo.: Par!er 'yf:col. (1978)

en cmntrarnn qua la Ioucxna ence{alina decremonta la res:=tencza

de entrada de neurnna=‘espinales:en‘ uﬁtivo. Este efecto, junto

con la elevacién del umbral para gcnerar un poLenc:a] de &ccidn

den cuenta, regan 'éé;e autnr" ' deprea)bn de la

.C‘Citvbllldéd producida pnr los op:oides.

111, Efecto de 1a ‘n;hai'c';ﬁé':a""r;i:;éi celular

La:héibxdgé.es_un antqécnista-opioide que,.se ure a o=
Eeceptores_y, & ¥ i'con distintas afinidades, siendo la mas
Elta para el p. Como antagﬁniﬁta, no produce uh cfecto al
.pnirse con el receptor. En eszte sentido, €l &nalisie de esus
efectos ha =side centrado en su accidn antegénica o protectara
de aquéllos gue producen lo: opiocides a nivel celular,
pluricelul ar o conductual. Frueban, de manera indirecta, la
accidédn de los opieides endédgenos en determinsdos procesos
fisioldgicos por medico de =su bloguea. Asi pues, la reversion de
los efectos de los opioides por 1a aplicacién de nalodona es
indicativa de la egepecificidad de 1la accidén de &sta <sabre
-receptores a opicides (Zieglcinsberger y Tulloch, {979%.

Burante los altimos sfeos, los efectos farmacolégicos no
cpioides de la nalosona han recibido especial atencién {ver
Sawynok y col., 1979}. Ereuker y col. (1976 vy Dingledine vy

cel. (1978) demostraron que la naloxona se une al receptor del
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GABA, bloquoando su efecto. Ademis, Cupello & Hydén (1981)
reportaron que !la met S-encefalina actda bloqueando el
transporte de GABA a través de l1a membrana, 1o que permite que
este neurotransmisor inhibitorio actdGe mis tlempe sobre su
receptor. El pretratamiento de la preparacién con naloxona
bloquea el efecto del péptido. opioide, pero la accidédn del
antagonista por s{ sélo, no tuvo ningdn e{ecLé sobre el
transporte del GABA.

fisimiemn, Gruol y col. (1930) demostraron que las
encefalinas potencian el efecto inhibitorio del GABA y la
naloxona revierte este efecto, MAs adan, estozs efectos de 1la
rnaloxona también se ;bservan con el isémero (+) de la naloxona
¥y concluyen que &sta se une al receptor de GABA de manera
competitiva vy que tiene baja afinidad vya que se necesitaron
concentraciones muy altas. Barker y col, (1978} mostraron que
la leucina-encefalina decrementa la amplitud.de respuestas al
GABA y al glutamato en neuronas espinales en cul tivo.

A nivel celular, ha sido demostrado el antagonismo de 1la
naloxona sobre los efectos producidos por los opioides, en
varias preparaciones. La morfina excita las células de FReénshaw
y este efecto es antagonizado por naloxona, aunque no se ha
descartado si se debe a un efecto sobre la liberacisn
presindptica de acetilcolina (Davies, 19763 Duggan y ecel.,
19746) . .

La naloxona incrementa la frecuencia de disparo espontanea

de células de las gapas IV, V y VI de 1la médula espinal
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‘(Zieqgliqginsberger y Tulloch, 1979 YSksh y Rudy, 1978), asi como
la erﬁada por estimuiacibn de aferentes cutincas vy por
gstibulacibn tactil {(Pellicer y col., 19384}).

Johnsaon y Nc}th (1980) mostraron que la naloxona (1 M)
produce una despolarizocién (B mV promedio) en neuronas del
plexo micentdrico, incubadas en morfina durante 24 hrs y propone
que esta despolarizacidn subyace a la liberaciédn de ACh.

For otro lado, existen varios reportes de que 1a naloxona
produce acciones inespecificas sobre la membrana neuronal.
Recientemente, Chvatal y col., (1987) ban mostrado gue 155
opioides y la nalozona pueden estar afectando la actividad de
la bomba Na-K. Las encefalinas yv la morfina (1 uM a 100 HM)
deérementaran los cambios en la concentracidn de K*
extracelular ([Kle) producidos por estimulacidn tetanica,
decrementaron el nivel mAximo de [(Kle y aceleraron el curso
temporal de lé redistribucien de K' medido con 1a técnita de
electrodos sensibles a este idn. La naloxona, que actud de
farma similar a la ocuabaina, incremetd el nivel maximo de CKle
producido por estimulacidén tetanizante, disminuyd la
reabsorcién de K° y blogued la caida de K* producida por la
estimulacién. Asi; la naloxona (100 uM) decrementd la actividad
de la ATFasa Na-K cerca del 90%.

Otros efectos inespecificos, son los que se relacionan con
una alteracion en el {}ujo de Ca'™ a través de 1a membrana.
Asi, se ha sugerido que la accién de la pnaloxona depenae de 1la

disponibilidad de ca'’ extracelular en vas deferens de cobayo
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(que no tiene receptores a opioides; Ramaswamy y'col., 1979 vy
méduia.espinal de rana {(Suzuki v col., 1987). _

- .Sin.embargc, varios autores niegan ia posibilidad de una
apertura de una conductancia al Ca’’ durante la exposicién del
tejid; a la naloxana (Frazier vy c¢ol,., en axdn gigante de
calamar, 19273; Shimahara e Icard-Liepkalns, en neuroblastoma,
19873 Rachké y col., en hipdfisis, 1987), sin que por ésto se

objete la dependencia de la naloxona del calcio extracelular.

IV. Estudios de lox efectos de agonistas y antagonistas de los

oploides en moluscos

Las ventajas experimentales de las preparaciones de
moluscos en cuanto al estudio de la biofisica de membranas vy
del anilisis celular del comportamiento son las siguientes:
Primero, muchas especies de moluscos tienen neuronas gigantes,
cuyns somas y axones son lo suficientemente grandes para ser
penetradas +facilmente hasta con 3 microelectrodos para
registro, estimulacién y fi jacién de voltaje o corriente. Estas
células, por tanto, son ideales para estudiar laos fendmenos de
membrana que subyacen a las sefales bioeléctricas neuronales.
Una segunda ventaja se refiere . al sistema nervioso
relativamente sencillo que tienen los moluscos, lo que permite
la identificacidn anatdmica y fisiocldgica de las neuronas.

El caracol terrestre Nelix aspersa ha sido bien estudiado

y 24 sistema nervioso ha sido caracterizado anatédmica,



10
electrofisiolégica y farmacolégicamente (Sakbarov y Salanki,
19695 Kerkut y col., 1975).

LLa presencia de opiocides enddgenos en varias ospecies de'
moluscos ha sido .demostrada por wvarios auwtores {Gtefano vy
Catapane, 19781 Greenberg 'y Frice, 19833 Ste{apn y Leung, 1984)
¥ s ha asociado a procesns de termnrrégulacién (Kavaliers vy
Hirst, 1984), conducta alimenticia (Kavaliers y Hirst, 1987},
modulacidn de la informacidn nociceptiva (Greenberg y Price,
198%) y de neuromodul acidn (Tremblay, 19743 . Waziri, 19763
Etefano y Catapane, 1978} Aiello vy col., 198&).

€in embargo, son poces 1os estudios electrofisiclsagicos
reportados sobre la accién de agonistas y antagonistas de estas
sustancias en wmoluscos (ver Tremblay, 19743 Waziri, 19763
Stefano y col,., 19793 Stefano y col., 1980} quiza poréue se
necesitan concentraciones muy altas {(mas de_l HM)} para  obtener
efectos (Duggan vy ﬁorth, 1285), los cuales pueden reszultar
inespecificos,

En‘ este sentido, Ku y col. (198&) ¥ Yongsiri y col. (1987)
mastraron qde la aplicacidén de varios péptidos, incluyendo la
metiaonina-encefalina a una concentracién de 100 pM, no producen
cambios en la actividad de neuronas idenéificadas del ,ca(acol
gigante africano Achatina fulica Ferussac. Sin embargo, Stefano
Y col. {(1979) mostraran que la aplicacidén de
metionina-encefalina (1.7 uM) directamente en el soma, inhibe
la actividad en salvas de neuronas de HNeltx pomatfa. Esta

inhibicién se refiere a 1la desaparicidén de espigas, pero si  se



11

observan las ondas lentas que subyacen & 1a  actividad en
salvas. El pretratamiento de la célula con ﬁaloxéna ovitd los
cfectos de la metionina-encefalina, LLa naloXona (1.5 M) no
produjo cambios por 1 sé6la en la actividad neurcnal.

Asimismo, estos auvlores mostraron que la naloxona (1.5 M)
es capaz de blogquear el efecto de la dopamina en una neurona
con actividad en salvas y propene que tiene un efecto
antagonista especi{fico en receptores a dopamina, similar al del
haloperidol.

En otro estudio Stefano ¥y col. (1980) muestran que 1la
aplicacidn de meticonina—encefalina y morfina en neuronas -con
actividad marcapaso de Nelix pomatia produjo un incremento
considerable de la frecuencia de descarga (de 300 a 700%). Este
efecto excitatorio fue bloqueado por nalsxona, sin embargo este

farmaco no preduje ningon efecto por si sélao.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

fartiendo de las evidencias que tmuestran la reversién de
los efectos de los opioides por la naloxona en-lo que - respecta
a: 11 los.efectos en el nivel de polarizacidn de las neuronas,
2) aguéllos en los que se sugiers un efecto. presinaptico o
postsindptico yv 3 aquéllos efectos sobre la accidn de otros
neurotransmisores, puede apreciarse que hacen falta datos de la
accidn que la naloxona ﬁroduce por si{ misma, es decir, no en el

sentido del antagonismo de un efecto producido por la
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eplicacidn exdgena de un copioide.

En este gnntiao hacen falta evidencias experimentales que
diluciden lozs cambios 1dnicos que acompaBan doterminados
niveles deo polarizacidn de la membrana tras la aplicaciédn de la
naloxona y que dén cdenta de los camblios de excitabilidad. Con
‘estos antecedentes‘ se decidld explorar los ‘cambios de
pelarizacidn pruducidﬁs por ]oé agonistas y antagonistas de los
opioides endédgenos en un 'sistema bien conocido, el sistema

nervioso del caracol terrestre Nelix asgersa.
HIPOTESIS!

1. Si conforme a las evidencias existentes, loé moluscos, £n
especial el caracol terrestre Helii aspersa, poseen un sistema
peptidérgico opinide, los agonistas opioides deberan producir
una hiperpolarizacidn de las neuronas que contengan receptores
a &stos y la naloxona deber&d provocar uwun aumento de 1la
frecuencia de disparo, accieon similar a la gue se observa en

las neuronas de mamiferos.

2. Ha sido mcsérado que para que la naloxona Bjerza su accidn,
débe existir Ca’™ extracelular. Por tanto, la naloxona debera
modificar los componentes del potencial de acecién, dependientes
de calcioj] y la sustitucian de ca' en el Ringer,' por co™ o

Mg'*, debers evitar su accién.
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3. De la misma manera, la evocaciédn de potenciales cAilcelicos,
por el bloqueo de corrientes de Na® vy de K’, permitiri obserwvar
el efecto de la naloxﬁna sobre las caracteristicas morfoldgicas
y temporales del mismo y, en caso de haberlo, se podrid proponer

su accidn sobre 2lguna corriente de calcio.

4. Ya gque como anfagonista, la nalorxona no debe desencadenar
ninguna respuesta fisiocldédgica per se, la modificacién de loes
parametros mencionadas en los puntos anteriores, permitira
propaoner un efecto de é&sta diferente al blogqueo de 1la accidén

inhibitoria de los opiocides.
TRABAJQO EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODO

Se usaron caracecles terrestres Helix aspersa adulteos. Se
disecaron los ganglios subesofiqicos y se fijaron en una camara

de acrilico con una capa de Silgard en un bafio con una solucién

Ringer-caracol. ‘. e

Una vez +ijados, se disecaron los ganglios visceral (D) vy
parietales izquierdo (E} y derecho (F) (segtn el mapa de Kerkut
Yy col., 1975). Las capas de tejido conective que los cubren, se
removieron con microtijeras, bajo observacidn microscdpica. En
los casos en los que no se pudo remover la dltima capa de

canectivo por encontrarse muy adherida, se aplicé Proteasa tipo
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IV durante 25 minutos, y lurgo se lavéd la preparacidn, Las
drogas utilizadas e disnlvieron a la concentracidn deseada en
diferentes tipos de Ringer (ver Tabla 1) y se hicieron circular
continuamente con una bomba polistaltica o por graQedaﬁ a una
velocidad de | ml/min. Estas fueront hidroclorura de naloxona
(Endo), fentanil (Feqtanest. Jansen) y metionina-encefalina

(Sigma).

TABLA I

Composicidn de los diferentes tipos de Ringﬁrucaracol‘ Cmil

R.~calcio alto R.—-calcio bajo R. cobalto R.TEA

{R.—-Ca**-alto) (R.~Ca**-bajo) tR.-Co*"
NaCl 75 . 100 75 & 100 -
KC1 2.5 4 2.56 4 -
CaClz 10 2 - 20
MgClz 5 3 5 & 3 —_
CoClz | — — 10 & 2 —
TEA —_ — —_— 70
4-AP —— = _— 5
CscC1 — — —_— 5
Glucosa 5 5 = S
HEFES s 5 5 5

ajustados a pH 7.5
TER = Tetraetilamonioi 4-AP = &, aminopiridina

& en 1o suceéivo, se denominardn los diferentes tipos de Ringer
como aparecen entre paréntesis en el encabezado de esta tabla.

[
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Los diferentes tipes de Ringer fueron selecclonados de
entre los reportados por olros autores, de acuerdo a sus
concentraciones de calcio. Se escogidé, para R.-Ca’"-alto
tCa'1o = 10 mM, el descrito por luxk y Hofmeler (1982} para
R.—Ga'’-bajo [Ca*’10 = 2 mM, el descrito por Alvarez-lLecfmans Y-
col, (1981} ¥y R.~-TEA, con el que se oﬁtienen potenciales
cAlcicos (cuya corriente —entrante— despolarizante e; acarreada
sblo por C&". va que esta solucidn no contiene Na') a partir

del trabajo de Cruzblanca y col. (1788).

PROCEDI MIENTO

Se llevé a cabo el registro de potencial intracelular con
un electrometro WPI (modelo KS700) usando electrodos llenos dé
KC1 éH (salvo cuando se usd Ringer—~TEA, con €1 que sSse usaron
electrodos 1llenos de CsCl 3M) de 8 a 20 MO de resistencia,
colocades bajo observacidn micrescdpica (Microscopio Leitz,
Laborlux 1II, con dos micromanipul adores). Se colocd un
electrado de referencia de Ag/AgCl en 21 bafio, canectadoc a 1la
tierra del electrémet?o. La estimulacidn eléctrica
transmembranal, se aplicd con un estimulador (Grass S88), por
medio del mismo electrodo de registro. La sefal se grabd en
cinta magnética (#H) para su anilisis posterior. Las células
fueron identificadas de acuerdo a su posicidén, basAndose en el
mapa de Kerkut y col. {(1975) (fig. 1) y de acuerdo a su

actividad eléctr;ca.
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—— 4 b g e 7 e

FIGURA 1. Esquema de los ganglios subesofAgqicos del
caracol Melix aspersa {(de Herhkut vy col., 1975).

Los experimentos en 10 que se' dudéd de la correcta
identi{fc&cibn de las célulaw fueron descartados-y— no--se-
incluyen en este estudioc. En todos los cazpes, la actividad se
registré por 1o menos durante 20 minutos _antes de hacer
cualquier manipulacidn farmacoldagica., Asimismo, en los
experimentes en los que se cambid la composicidn idnica
ertracelular durante el registro, se dejé 1la preparacidn con

perfusidn contfnua durante por lo menos 30 minutos antes de
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probar cualgquier drega para aﬁegurarsé de la estabilidad de 1la
actividad celular. Fara cvitar posibles efectos residuales de
jas sustancias utilizadas, una vez perfundida la preparacidn
con alguna de ell?s, se utilizéd otra preparacidn para otro
?xperimento.

Con una cé&lula en registro estable, se llevaron a cabo las
sfguientes manipulaciones experimentaless

a) se registréd la actiwvidad espont&nea-y s¢ determinaron
los cambios del potencial de membrana en reposo, del patrén de
dicparo, de la excitabjlidad y de 1la resistencia de entrada
por medio de la técnica de fijaciédn de corriente.

b) Ge determinsron 1a forma y duracidn del potencial de
accidn.

¢} Se determinaron los cambios en los mismos paradmetros
tras la aplicecién de metionina encefalina, fentanil '
naloxona. -

d) Se ;bservé el efecto de los agonistas y antagonistas
ocpioides sobre lot mismos parametros, bajo condiciones id&nicas

extracelulares diferentes. Es decir, en R. ca**

-alto,
R.-Ca**-bajo, R.-Co' y R. TEA. La =cfMal grabada +Fue graficada
en papel, con diferentes baces de tiempo, para poder observar

los cambios del potencial de membrana y de la forma, amplitud y

duracién del potencial de acecidén,
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RESULTADOS
1. CARACTERIZACION DE |.A RESPUESTA, HAPEO. -

Con el obje(o de identificar las neuronaﬁlsensibles a los
agonistas oploides, a 1a naloxona o a ambos, se llevd a cabo el
registro intraceiular, con la preparacidn en un  bafo de
R.-Ca""-21to debido a que, si como e ha descrito, la naloxona
produce accionrs no especificas dependientes de calcio, los

efectos de dsta pudieran hacerce mas evidoentes.

a) HNeuronas que se despolarizaron con 1a aplicacién de

naloxona.

t.a neurona F31 es una célula con actividad marcapase, es
decir, actividad ritmica autecgenerada. El potencial de menmbrana
(Em) de esta neurona oscilé entre -30 y —35 mV.

L.a naloxona (300 nM) predujo una despolarizacidn al bafiar
la preparacidn (AVm = & % 2 mVj n = &) que se estabilizé en 20
sequndos aproximadamente. La frecuencia y el patrén de descarga
fueron alterados, volviéndose irregular éste dltimo y estos
efectos permanecieron durante la perfuéién con Ringer-naloxona.
Los efectos de 1a perfusidn de nalodona 1 uM fueron similares a
los de 300 nM.El lavado de la preparacién con Ringer contrel

revirtida el efecto despolarizante de la naloxona e

hiperpolarizé a la célula en'todos los casps 4-&6 mV por abajo
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de su Em control (fig. 2., La recuperacién de la actividad
mafcapasa fue observada en sélo dos experimentos, hasta después

de 40 miputeos de perfusidn contipua.

NALOxONA 300 nM

STVITHTRLEE T,

: . LAVADO
-BOmV*hw—aﬁmuh—wnd-aJlL "

] 25mv

108

FIGURA 2. Efecto de 1la naloxona (300 nM) sobre la
actividad espontanea de la cé&lula F31 con tca**1o = 10
mM. Nétese el aumento de la frecuencia de disparo con
la aplicaciédn de la naloxona. La célula queda
hiperpolarizada después de lavar la preparacién.

La neurcna FB82, también con actividad marcapaso, -se
despolarizé con la naloxona (AmY = 10.4 mV; n = 4) y.el patrén
de descarga también fue alterado. En todos los casos, el lavado

de la preparacion, produjo una hiperpolarizacién de 3-4 mVY  por

abajo de su Em contral (40 £ S5 @) (fig.- 3,  En  un =dlo

experimento, =e observd que la nalorona produjo urna

hiperpolarizacidn que fue reversible por el lavado.
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NALOXONA (300 nM}

T

33 AU R A

LAVADO
A |
Eé& WM”M%W
_ L
ios

FIGURA 3. Efecto de la naloxona (300 nM) cobre 1la
actividad espontanea de la neuwrona F82 en rca*tie =
1G6mM. Obsérvese la despolarizacidn producida por la
naloxona asi comoc la hiperpolarizaciédn al lavar 1la
preparacidén. La resicstencia de entrada en situvacidédn
control fue de 1035.75 MO con naloxona, &3.5 MO vy
lavado 85 MO.

En ecstas dos células, F31 vy F8B2, 'tanto 1a metionina
encefalina como el fentanil produjeron hiperpolarizacidn

durante csu perfusisén (fig. 43}.
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FIGURA 4. Efeclto de l1a metionina—-encefalina (ZF00 nM
sochre 1a actividad cspontancea de la ceélula F31 en
tca'*ls = 10 aM. :

_Otras neuronas marcapaso que presentaron la misma
respuesta a la naloxona fueront F&l (n = 3) vy FB (n = 3). Sin

embargo, en &=tas no se probd el efecto de 1los agonistas

opiocides.

b) Neuronas que se hiperpolarizaron con la aplicaciédn de

rnaloxona.

La célula E8 se hiperpolarizé con la aplicaci&dn de
naloxona y el fentanil la decspolarizd; acsimismo, las células
El4, E4 v E13 se hiperpolarizaron, hero no se probaron los
agonistas opiovides. Al igual gque con la naloxona, el lavado de
la preparacién revirti®d el efecto del antagonista sobre Em pero

no s=e revirtié el efecto sobre el patrdn de descarga,
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petméneciendo alterado (fig. 353,

Cbﬁ“ﬂ.

o ,_._-_....,w J‘k‘h‘i wp, il .JJL-J’JJ.W“'“ T m mm}

MALCEONA
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- FIGURA 5. Efecto de la naloxona (300 nM) y el fentanil
(250 nM)} =cbre la actividad espontanea de la ceéelula E8
en [Ca Je = 10 aM. Los tres primeros registros son
sucesivos, el cuarto 10 segundos después.

¢} Neuronazs que no fueron sensibles a la. aplicaciléon de

naloxona.

Las células F2, F77, ¥F7B vy F79, todas coen actividad
irregular (potenciales de acciédn esporadicos y PFSE o FFSI)  no
modificaron su potencial de membrana con la aplicacién de
naloxuqa n = 7)Y ni con la de los agonistas opicides (n = 3).
Sin eabargo, la apljcacién de npalexona (1 M) produjo  un’
incremento en el numero y amplitud ae los PFSE en las neurocnas

F77 y F78 que disminuyd con el lavado (fig. 6.



23

e0my H__...__,_A_J‘—‘l%—‘ --—‘-‘--v--———ﬁ—-._—ﬁ——.-_...ﬂ-l-._lu._.p_.h

Nilziong Ilplﬂ

Lﬂlﬂdﬂ

uwAqAAnhdugJL-UAJMJuJmuk;dwAﬂm‘
I

20

‘FIGURA &. Efecto de la na]crona St M 5obre la
‘actividad Gprntaﬂca de la célula F77 con [Ca*1e = 10
mM. Nétese un aumente en e]1 ndmero de los FFSE durante

l1a perfusién de la preparac:bn con nalexona. E1 lavado
revirtid este efecto.

d) Olros efectos de la naloxona.

En las neuronas £12, E13 F14 vy Fi5, el potencial de
membrana presentd una oscilacidn lenta (.S5/seg.) de * 3 mV
durante los primercs 20-30 segundos de la perfusidn con

naloxona y despuds se estabilizd., El lavado de 1la preparacion

con Ringer control no preduje ningdn cfecto.

e) Efectos de la naloxona sobre 1la respuesta neuronal a 1la

estimilacidn eldctrica.

En tedos los casos, 12 naloxona produjo un efecto que es
consistente con un aumento de la excitabilidad neurcnal, asi
comn una disminuci®dn o abolicidn de la adaptacisén de 1la

frecuencia de disparo (figs. 7 y B).
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FIGURA 7. Efecto de la naloxona (300 nM) scbre la

respuesta de la célula F&1 ' a la estimulaciéon
eléctrica. Notese cédmo la naloxona evita la adaptacidn
ante una despolarizacidédn larga Y disminuye el

intervalo interespigas, produciendo un mayor nGmero de
potenciales por cada estimulo, lo que es consistente
con un aumento de la excitabhilidad. Estos efectos
fueron revertidos con el lavado.

De l1a misma manera, fue posible abservar que la naloiona
produjo consistentemente una dieminucidn de 1la resistencia de
entrada de 35 - 40 % en las neuronas F31 y FB2 (n = &} (ver
fig. 3) y un ;umento de 30 - 35 % en las neuronas F2, F77 y F79
{n = 4) {fig. ?). Estos cambios fueron parcialmente revertidos
con.el lavado. La tesbla 11 presenta un resumen de la direccidn

de los cambios de potencial de membrana que produjeron los



agonistas.opioidcs Yy la naloxona.

._J ’ —L“ 4nA
1 CONTROAL ;0’6;:] 10 mv
ZNALOXONA (1umM) .

FIGURA B. Efecto de la naloiona sobre le respuesta de
la célula F31 a la estimul acidn elé&ctrica. Hétese

la
dismipucién del intervalo interesepigas con la
aplicacién del antagonista,
NALOXONA
-STMV'TTT]IT]TT]T%W [III11T]IIIYIIIIITII]TYT1T]]T.
i LAVADO
_Jiomv

Ss

FIGURA 9. Efecto de 1a naloxona sobre 1a célula F77.
Obsérvecse un aumento de la resistencia de entrada
durante la perfusi®dn con naloxcona y su reversién por
el lavade de la preparacidn, Resistencia de entrada

control 70.7&6 M)} naloxona 100.464 MO} v lavado 24.16 MO,
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Efecto de la naloxona, la metionina encefalina ¥y el fentanil en

el potencial de membrana de neuronas {dentificadas de caracol

Hel(x aspersa,

EFECTO NALOXONA EFECTO OFIQIBES EFECTO NALOXONA
300nM _ &00nM 1uM] Fentanil {Met-enc SOBRE Rm

E4 3| -31 a =26 H - H - - -
EB 2 =35 a 38 H - - D - -
El1& 2 -36 a -32 H - - - o -
£13 1 ~36 a —-41 H - - - - -
F2 4 -52 + 3 o - 0 0 - *
F8 i ~43% a —47 D - D - - -
F31 11 =30 a -35 D .D D. H H 3
F&l 3 | -46a-42] D - D - - -
F77 3 =40 = 3 o - L) C O' +
F78 3 -47 % o] - - 0 0 - T
F79 z 32 £ 3 o] - 0 o - -
Fez2 = -X7 a —47 D - D H H &

D = Despolarizacién; H = Hiperpolarizaciény O = sin efectoj— = no se probd
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1T1. Efeclo de diferen! cpn_ce,nt.r,a_i_,aﬂs de calcio ext

en la Lespuesta a La. N l_fejpna;.

Coma sefmeﬁcﬁbﬁé *aﬁ#é;;é;ménte. existen evidencias que
'Ugfﬂfﬁn .qﬁé-ﬂléii§§§?¢6 iaéTii;1-nalorona depende e la
l xtra "tca*’le  (Ramaswamy Y
;]987).'- Fara euplerar  esta
J.registrds intracelulares de las
_ ‘;éé ‘despolarizaron durante 1la
_‘aplicacfén.de nalo'ona (iés dos ﬁltimas se hiperpeolarizaron con
f ]é“ aplicac16n ' &e aggg{sfasr opiocides), con - diferentes
cuncentraciunrs eatraCPlulares de calcio.

Se comparé el cfecto de la naloxona en R.-Ca**-alto

4é +4

rca'*lc = 10 mM con R.-Ca**-bajo (Ca*1e = 2z mM, R.-Co

** por Ce'™) y R.-TEA (tCa’"1e = 20

(sustitucion ﬁquimolar_de Ca
mM; [Na'lo = 0; [K'1c = 0).
Con R.—Ca"-bajo contrel, la frecuecncia de disparo de 1las
células F31 y FB2 fue mayor v su potencial de membrana m&s
negative que con R.~Ca'"-2ltc (ver Tabla I11). En estas
- condiciones, la aplicacién de naloXona produjo una
despolarizacidn de 6.5 2 3.1 mV (h = &) Yy ﬁo produjo ningdan
efecto aparente sobre Em en 2 experimentos. £l patrén de
descarga fue alterado en todos loc experimentos y'se observd un
aumento de la frecuencia de descarga, &adn en\los dos en los que

Em no se alterd. En estas condiciones idnicas extracelulsres,

el lavado de la preparacidén revirtiéd el efecto de la naloxona
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sobre 1a aclividod marcoepaso, os decir, ‘las nearonas

recuperaron su patrén de descarga y en ningdn caso sé observée
una hiperpolarizacidn al per{uﬁdir ei.Ringer control (fig; 10).
El'efﬁcto sohre 21 potencial de mémbféng :ée-_rEVirtié ‘2n 3
: euperimentos, parcialmenie un_otrus 3 f'eﬁ:un éxﬁérimento no se

hizo el recambio,

sz e WSS LTS TN AL L L teemy

HALQEONA

o Y UL LLLL xeems

LAVADD )
4t oy B ATRERRLE LA AAAAAAAA Tom

emv L
is

FIGURA 10 Efecto de la naloxona sobre la actividad
espontinca de 1a célula F3t en [Ca*tlo = 2 mM. Hotese
cédmo la naloxona modifica el patrédn de disparo vy

el
lavado revicrte este efectao.

ta fiqura 11 muestra cdmo la nalorona evita la acomodacidn

de la membrana y provoca la disminucidn del intervalo

interespigas.
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500mS

FIGURA 11. Efecto de 1la malorona (1 uuM) en 1la
respuccsta de l1a célula F31 a la estimulacidn

elécirica. HNotese cSmo disminuye el intervalo
interespigas vy la reversidén de cste efecto con el
1 avado.

Las neuronas en las gque no se observd efecto de la naloxona en

R.-Ca“~alto, no modificaron su potencial de membrana (0 = 1)

en R.—Ca”~bajo 2l perfundir la naloxona, sin embargo aumentd

el namero de FFPSE. El lavado produjo gque los FPSE disminuyeran

en ndmero y la perfusién de R.-Co*'* hize que desaparecieran

(Fig. 1.
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NALOXONA (300 nM)

B eV PP WA

LAVADO = '

RINGER - COBALTO

FIGURA 12. Efecto de 1la naloxena (1 pM) sobre la
actividad espontinea de la celula F77 con tca**i. = 2

mM. La naloxona aumenta el ndmero de FFSE, el lavado 1o
di=minuye y 21 R.-Co produce su desaparicidn.

En los experimentos en los que =e registrd con R.—Co‘f. la
dicsececidn e 1llevéd & cabo un Ringer normal y después de
penetrar una céluvla v mantener el registro estable, e hizo el

recambio. Despuds de 20 minutos de perfusiédn continua con
R.-Ca'® se aplicd 12 neloxona. Se llevaron a cabo 4  registros
en estas condiciones, 3 en la célula F31 ¥y uno en la FBZ, El
cambioc de R.~Ca'* a R.-Co'* produjo, en todos loc casos, que la
c&lula se hiperpolarizara 7 £ 2 mV y en =6lo una de ellas se

chservaron potencialesz de accién espontineos. La aplicacidén de

l1a nslorena en ningdn caso provocd cambios en Em (fig 13).
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FIGURA 135. Efccto de la naloxona en las neurcnas F31 y

F82 en R.-Co''.

desponlarizacién nque se obs

extracelular.

Nétese cdmo la naloxona no produce
erva en presencia de

TABLA I11

la
calcio

- Cambios sobre Em producidos por la naloxona en las célulacs

F31 vy FB2 .
R.-Ca**-alto R.-Ca’*-hajo R.-Co""
+AVm B.t& % 4,7 - 6.5 + 3 - 0
tn = 10) n = & (n = 5
&Ym= © 1 2, °s
—AVm 7 %1 o o
th = 2)

.

En R.~TEA, la nalorona produjo una despolarizacidn de 4.6

+

% .8 mV en 3 euperimentos con dos neuronas

eensibles tanto a

los sgonistas opioides como a la nalexona (F31 y F82). En estos
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experimentos, el‘]avado con R.-TEA control no modificéd el
potencial de membrana, os dncir; no e produjo la
hiperpolarizacidn., Las figuras 14 y 15 muestran los efectos de
Ia.nalonuna en ldé diferentes concentraciones extracelul ares de
calcio,

Como control, -se llevareon a cabo dos experimentos
similares en la nourcna F77 -no sensible a la nalorona- y  no

hubo modificacidn del Em al perfundir la naloxona ni al lavar

la preparacién.

k“qo'emu

CONTROL NALOXONA (300aM) LAVADO
2o WREATEENE o oo WOEASNIBIIIAN oo ov wetmiccrachosmne
20mv b
1]
[eare], v10mm
ﬂALt;:oNA 300 nM ‘ LAVADOD
seoHHEHHH SRS com o MW
) . e T 25mv
L i _
fca**jo=20 mM; [K]Jo = 0 TEA = 70; 4-AP = 5 mM
NALOXONA tigM) LAVADO
.r' i f H B ' ; L j
LR G e [
—t 20mvV

tmin
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FIGURA 14. Efecto de la nalcrona en diferentea
concentraciones extracelulares de calecio en la actividead
espont:mca‘ye la celula F31 y su recuperacion.  HNotese
que en (Ca Jo = 2 aM y [K'Jo = 4 mM cé&mo en R.-TEA, el
- lavado no produce la hiperpolarizacidén que se vbserva en
tca'’lo = 10 mM.

) [Cu“]o=I0mM '

LAVADO
NALOXCONA {300 nM)

|
' _rY e ¥ - a1l
o T L e R L L

. =
10s

{ca**jo= 20 mM; (Klo = 0; TEA = 70 mM 4-AP = 5 mM

- L

Em=-36mV

-

 FIGURA 15, Efecto de 1la naloxona en diferentes
concentraciones extracelulares de calcio en la
actividad cspontirea de la célula FB82. Né&tese que en
tca®™ e = 2 mM v fk*lo = 4 mM como en [Ca**1ec = 20 mM
b4 tK'lo = ¢, el lavado no produce la hiperpolarizacidn
que se observa en [(Ca"'Jo = 10 mM.



T11. Efecto de la palewona sobre el potencial de aceidn.

Debido a que les experimentos anterierés muesiran
diferentes efectos de 12 naloxona de acuerdo a 155' distintas’
cbncentraciones‘entrace!ulares de calcioy a 1la pre;encia o
ausencia de potasio, se declidid analizar las modificaciones en
el potencial de accidn de atuerdo a estas condiciones.

El anAlisis del potencial de acciéﬁ ce llevd a cabog
superponliendo los pui.t:-nci:ales de accién registrados durante la
perfusién de Ringer control, R. naloxona y lavado (R. control),
haciéndolos coincidir en la fase de subida del potepcial en 1la
que presentaban igual pendiente.

En R.-Ca*’-alto, la aplicacién. de nalorona produjo un

incremento en la duracidén del, potencial de accidn a
consecuencia de una dieminucidn de 1a pendiente de la
repolarizaciédn del mismo. Adenss, la amplitud de la

posthiperpolarizacién (PH) fue disminuida consistentemente. Las
figuras (16 y 17) muestran estos sfectos en las neuronas F31  y
Faz.

Pebido a que el lavado de 1la preparacibn ;}odujo una
hiperpolarizacién y a que este analisis se 1levéd a cabo en
potenciales de accidn espontianeos, no se presentan en estas
*figuras los—efe:tos del lavado. Sin embargo, en la figura 18 se
muestra un paten;ial de_ accidn evocado por un pulso

despolarizante, en donde =e observa que el lavado revierte 1la

accién de la naloxona sobre la PH,
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2 NALOXONA(Em=-26mV) ‘20 ms

FIGURA 14. Efecto de la naloxona (300 M) “smbre el
potencial de acecidn de la neurona F31 en (Ca "Jo = 10
mi. -

Em=-33mV

t CONTROL
2 NALOXONA

FIGURA 17, Efecto de la naloxona (300 nM) *.;s.nbr'e el
potencial de accitén de la neurcna FB2 en [Ca 1o = 10
mM.
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FIGURA 18. Efecto de la naloxona y el lavado scbre el
potencial de accidn de la célula F31 en tca*t1c = 10
mM.

En la figura 19 se muestra un experimento con
metionina~encefalina en la célula F31, En este caso, el péptido
-disminuyd la duracién del potencial QE accién  y aumentd la
amplitud de {a PH. Este mismo  efecto fue observado con- el
fentanil y fue revertido por el lavado de la preparacién,

En R.-Ca**-bajo, el potencial de accidn en sitwuacién
control, fue de menor duracidn que en R.—-Ca'*-aito. La figura
20 muestra el efecto de la naloxona sobre potenciales de accién
espontaneos. Comt en el caso de R.-Ca'*-alto, se observé un
incremento de la duracién del potencial debidu' a una
disminucién de 1a pendiente de 1la fase de r?polarizacién.
asimiemo, l1la PH se redujo en +forma dependienté de 1la
concentracisn de la naloxona. Este fue el Gnico parametro en el

que se aprecié una respuesta depeﬁdiente de la concentracidon de
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naloxcna. Con R. Ca'’-bajo, 1a magnitud de los cambios en 1la
.forma‘“dél_‘bo(enéiqi de accidn fueron mencr es que en

R.-Ca'*-alto v él_]eéado revirti&d el ecfecto.

laomv ) *
1ICCms - :

I CONTROL {Em=-28)
2 MET -ENCEFALINA (Em=-28)
3 LAVADO {Em =-28)

FIGURA 19. Efccto de la metionina-encefalina (300 nM)
sob:s el potencial de accidédn de la célula F31 en
[Ca Jo = 10 mM.

NALOXONA (300 nN) NALOXONA {600 nM)} NALOXONACIuMY-

2 2 ) 2

1 CONTROL
2 NALOXONA
3 LAVADO

FIGURA 20. Efecto de la naloxona sobre el potencial de
acci®n de 1a célula F331 en Ca*’le = 2 mM. HNotese que
el efecto sobre la posthiperpolarizacién (=11
dependiente de la concentracidédn del "antagonista.
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l.a figura 21 muecstra potenciales de accidédn superpuestos en

R.—Ca"—bajo~control. con naloxena y R.—Co''. En. esta Gltima

condicién, el incremento de la duraciédn del potencial de

acclbon, asi como la supreceiétn de 1a paosthiperpolarizacién
+

fueron mas evidentes ¥y la perfusidn de R.-Co** con nalorona no

produjo ningtGn efecto.

~2

! ____Jomv

| CONTROL - 44 mV 20 ms
2 NALOXONA 1M - 43 mV
3 RINGER COBALTO ~SImV

FIGURA 21. Efecto de la naloxona (1 uM) vy la

sustitucisn equimolar de €a'* por Co** sohre el
potencial de accién de la neurona F31 en  (€a’’rsco® e
= 2 mM.

La ausencia de Na* vy K* en el wmedio extracelular L% la
presencia de TEA y 4-AP, hacen que la corriente entrante de
desﬁolarizacién sea acarreada s&lo por iones Ca*t oy el
potencial de accidén se alarge debido al blogueo de * canales "de- —°
AK'. El andlisis de los potenciales de acciédn cilcicos mostrd un
incremento consistente de su amplitud'y duracidén por efecto de
la naloxona, en especial en 1la meseta del potencial y, en menar
grado, en la pendiente de la repolarizacién. Debido a que la

perfusidn con R.-TEA ccntrol {lavado) no modificd Em, ,los

cambios de la forma del potencial calcico, no pusden ser
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‘Las figuras 22 y 23 mucstran el cfecto de la nalozona

5obfe_fds;potenc{ales cdlcicos de las células F3) y FBZ2.

g . ' |3°mV
I = CONTROL

100 ms
2= NALOXONA (1uM) ’

Ja LAVADO

FIGURA 22. Efecto de la naloxona sohre el potencial de
accidn cAlcico de la neurona F31. N&tesse el aumento de
la amplitud y duracidédn del potencial y 1la reversién
del efecto.

MHALCXONA LAVADD
A, L T ' .
] . S5
w Gl REL LH
¥ ?3 -y v N
Ly A,

Cm*-33mv F

t CONTROC
2 MALORONA . . i
SLAVADD i

FIGURA 23. Efecto de la naloxona sobre la actividad
espontinea en R.-TEA y el potencial de accién cAlcico
de la célula FB2, Nb&tese cdHmo el lavado no produce la
hiperpolarizacién que se observa en presencia de K" Y
el aumento de la amplitud y duraciédn del potencial de
accidn durante la perfusidn con naloxona.



La figura 25 mupectra el efecto de la nelorona en una célula en

la que ro produjo ningarn canbio de Em. Ecta célula (F77), no

presentd& polenciales cAdlcicos cespontancancnte,

2
r \ 3
EMme— - /
—_—
|20mv
I CONTROL (Ems ~37 mV) 300 me
2 NALOXONA(Ems=-37 mV)

3 LAVADO (Ema-38mV)

FIGURA 24. Efecto de la nalo:ona (300 nM} sobre el
potencial de accidn cllcico de l1a célula F77.

En todoe los ceazos, el efectc de la naloxona sobre el

potencial cAlcico fue parcizlmente revertido por el lavado.- ‘



"PISCUSTON Y CONCLUSIONES

Ectos recultedos muestren que ps posib}e brovbcar cambibpe
en la peolarizaciéon de la membrana de ncurcnas. de Neltix aspersa,
usendo concehtraéiones bajae (250 M) tento de opi sceos

- {fentanil) como de péptidos opioidec (metionina-encefalinal
(300 nM). Ectos resultados estin de acuerdo con los encontrados
bor Stefano b4 col. (1930) que mueétran que la
ﬁetfonina—ence#alina (1.7 uh) modifice le activided de neuronas
de Nelix éoma!ia. Ambos recsuvltados epoyan la idea de la
presencia de receptores g en estas celulas,

Sin enmbargo, Yongsiri y col. (1987) reportaron que la
aplicacidn de una concentraciédn muy alta {100 M de
metionina-encefalina no produjo cambiocs en la actividad de
neuronac identificadas del caracol gigasnte africano Achatina
Julica Ferussac. E< proba2hle que estoes e.perimentce hayan sido
llevados & cabp en neuvronas no sencsibles 2 opioides o, come ce
ha propuestoc, en cierts dpoca del aMNo en que las oneuronas no
eon sensibles & esteos agonistas, (Greenberg y Frice, 19B3).

For otro lado, en ecta tecis =e muestra que 1a naloxona,
por ={ s&la, fue capar de producir cembice sobre el potencial
de membrana y el patrén de dieparo.

La arlicacidn de nalorxona a la concentracidn usada en esta
tesise (FO0 MM y 1 M), es capaz de bloquear la depresién
neuronal producida por opicides -y ez suficiente para precipitar

el sindrome de abstinencia (Cruz, 1955). En este sentido,
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Joﬁnson y Hor-th (1%80) pruectran gue ie ralorona aopliceda a wuna
cbnﬁentracjéﬁ de 1™, vy hasts de 00 nH4, fue capaz de producir
uﬁa deepolarizaci &dn (B mV proredic) de neuwronas de pleso
mientérlco. Este wvalor concuerda con los resultados aqud
obtenidos, =in cabargo, vale la pena dectacar que en el estudic
de Johnson y North las neuronas fueron incubadas en morfina
durante 24 horas, lo que indica que, en ese caso, s5e estaba
provocando un sindrome de abetinencia.

En esta tesis se muestra que la nalorxona por 81 séla, es
capaz de incrementar la frecuencia de disparo de las nouronass
de caracol y ademids producir canbios en el potlencial de
membrana. Este efecto de la naloxona no ha sido demostrado en
otras preparacicnes, salvo en las que han sido pretratadas con
opioides, psre producir un <i{ndrome de abetinencia. En e=ste
sentido, e he descrito que Ja naloxona, por cer un antagonicsts
(opioide) no ez cspazr de desenceadensr per se Una respuecsta
ficiolépice. La activaciodn de un receptor por un agonista, s1h
embargn, desencsden2 una terie de respuestas subcelulares que
terminan con 1la de un efector que produce una respuesta
fisiolégica.

Se ha reportado que 1los opioides inhiben la adenilate
ciclasa por medio de una protefina G, misma que juega un papel
muy importante en £]1 acople receptorecs-canales {(de calcio). La
aﬁlicacién de esta proteina a la preparacidn revierte el efecto
de 1a DADLE ~un &gonista opioide- sobre las corrientes de

calcio (Hesheler y col., 1984},
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DeHnntiﬁ y col. (19B7) mostraron gque este mismo agonista y
 1.' dinorfina {nhiben la actividad basal vy estimulada de
adenil#tq ciclasa en estriado de ratas ¥y de cobayos y 1la
nalorxona antagoniza este efecto. MAs adn, la naloxona aumenta
. un poco su actividad,
Es interezante notar que la inyeccidén intracelular de AMPc
alarga el potencial de accidn y promueve la entrada de ca*t a

.1a c#lula {(KHoolum y Strumwasser, 1988) y blogquea Ixn' {(Grega vy

»
Macdonald, 1987), efectao  contrario al producido por los
oplocides. |

En este trabajo de tesis, s=se muestra que 1la naloxona
produce un alargamiento del potencial de accidén, consistente
con un aumento de la entrada de calcio y una digminuciéﬂ de la
posthiperpolarizaci®dn, 1o que sugiere la inactivacidn de una
corriente de K'. Los experimentos aqui presentados, sin
embargo, no 5uden dar una explicaciédn de los mecanismos
responsables de esos cambios.

El hecho de que una misma neurona sea hiperpolarizada por
el fentanil vy 1la metionina-encefalina y despolarizada por
nalo¥ona, puede ser indicativo de que é&sta tiene receptores a
opioides (u) ya que ambos agonistas tienen wuna afinidad muy
.alta por éstos y las dosis usadas en el presente trabajo son
bajas.

Es interesante destacar que Ledn y cal. (1987) encontraraon
neuronas inmunorreactivas a Leu-encefalina en la regidn

superior del ganglio F, entre las cuales se encuentra la FB82.
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Esta neurona, como se ha descrito, responde tanto a los
agoﬁlstas opioides como a la naloxona. Estoes resul tados
muestran que estos cefectos sobre Em se presentan de acuerdo a
clerta disposicidn de las nouronas en los ganglios. Aquéllas
que fueron despolariradas por la naloxona corresponden a la
regidén superior del ganglio F, Yy las que fueron
hiperpolarizadas a la regieén Iinferior del ganglio E.

Por otro lado, l1os resultados de esta tesis ponen de
manifiesto que la naloxona,; para ejercer su efecto, depende  de
l1a disponibilidad de calcio extracelular, 1o que estia de
acuerdo y extiende los resultados reportados por otros autores
en vas deferens de cobayo (Ramaswamy y col., 1979) y en médula
espinal de rana (Suzuki y col., 1987). Mas adn, se muestra que
1a naloxona produce diferentes efectos de acuerdo a 1las
distintas concentraciones extracelulares de calcio. Asi, en
R.-Ca"-alto. en el que se llevéd a cabp el mapeo, se cbheservé
una despolarizaciédn producida per la naloxona, ligeramente
mayor que en R.—Ca"—bajo (ver Tabla 1t Y una
hiperpolarizacidn al lavar la preparacidén.

La sustituci®n equimolar de Co™* por ca* evité la accién
de la naloxona, lo que es indicativo de que la presencia de
Ca'™ en el medio extracelular es indispencable para su accidn,
Podria argumentarse, sin embargo, que 1 blogueo de los tanales
de ca*' por Co'" evita la transmisién sinaptica y asi sugerir
un efecto presinsptico de la naloxona, Aungque, como s€ discute

mis adelante, los resultados de esta tesis sugieren tambid#n un
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efecto presinaptico, se hace evidente un efecto postsinaptico,
va que en las neurcnas F31 v FB2Z se abservé consistentemente
una disminuclén de 35 a 40 % de 1a resistencia de entrada.

Varlos autores han mostrado que la accidn de la naloxona
incrementa e] flujo de calcio en la postsinapsis (Ramaswamy vy
col., 19793 Suzuki y col., 1987). Otro efecto que sugiere su
accidn postsindptica es el encontrado sobre l1la forma del
potencial de accién, que se discute mas adelante.

El efecto observado en las neuronas F77 y F78, que no

presentaron cambios en Em, ¥ en la F31 que si1 presentd estos
cambios, sugiere también un efecto presiniptico de la naloxena.
tas neuronas F77 y F78 presentaron un incremento en el ndmero y
amplitud de los potenciales postsinipticas. El lavado de 1la
preparacidn produjo una disminucidén del namero de PPSE  (ver
fig., &) ¥ la perfusibﬁ de 1a misma con R.-Ce'* 1loes abolid
completamente (vér fig. 12). Asimismo, en la neurcna F31 se
observd un aumento del namero dé PPSE, durante la perfusidn con
naloxona, que cambidé su patrdn de disparo (fig. 10)3} este
efecto también fue reversible. Esto sugiere un posible aumento
de la frecuencia de descarga de la neurona presinaptica, 1o que
se refleja en un mayor namero de PPSE. El aumento del tamafNo de
los PPSE es consistente con la idea de una mayor liberacidén de
neurotransmisor, como consecuencia de una mayor entrada de ca”
a la terminal presinaptica. Sin embargo, hace falta un analisis

cuantitativo de este efecto para apoyar esta idea,

Dtra accion observada, dependiente de 1l1a concentracidén
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extracelular de calcio, fue 1la hiperpolarizacion de larga
duracién producida por el lavado de la preparacidn después de
que la naloxona produjo una despolarizacidn coa R.—Cn"—a{to.
Este efecto no es debido al cambio de Ringer en si mismo ya due
éste fue perfundido continuamente. Sin embargo, c;n base en los
resultados de los diferentes experimentos presentados \en esta
tesis, se postula qQue esta hiperpolari{izacidn es dependiente de
potasio que a su vez depende de la concentracidn de calcio vya
quest
1} en los experimentos en que se usd R.~Ca**-bajo, este efecto
no se presentd. Tanto el potencial de membrana come el patrén
de disparg de las cé#lulas fueron revertidos,
2) en los experimentos en 1os que se usd R.—Co", ademas de no
observar la despolarizacidn inicial producida por 1la npalioxona
en las otras situaciones, el lavadp de la preparacidn tampoco
produjo este efecto y -
3} en los experimenteos en los que se usd R.-TEA paPa analizar
el efecto de la naloxona sobre potenciales caleicos,-aunque —la
concentracién de Ca' era alta (20 mM), 21 medioc de perfusién
contenia TER y 4-AP, blogqueadores de canales  de dkf.-y no se
observd la hiperpolarizacién aungue =1 se produjo la
despolarizacién inicial.

Estos resultados sugieren pues, que esta hiperpcolarizacién
es debida a una corriente de K' dependiente de cCca™.

Esta hiperpolarizacidén pudiera ser debida a un efecto de

larga duracién producida por la naloxona. Kaufman y col. (1975)
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describieron que este antagonista opioide es wmuy 1liposcluble,
lo que podria explicar una Qcciﬁn tan duradera. En un trabajo
de nuestro grupo (Fernandez-Guardiola y col., 1288) mostramos
que un factor importante para producir actividad eplléptica por
la administracién de naloxona es5 el tiempo que &sta actda sobre
los receptores a 105 que se une. En este mismo sentido, el
trabajo de Ramaswamy y col. (1979) demuestra que el efecto de
la naloxona en vas deferens de cobayo —-que no tiene receptores
a opiocides- depende del tiempo de exposicién del tejido a 1la
naloxéna.

Ademas de estos efectos sobre la actividad espontanea, se
observé que !'a nalorona modifica la respuesta neurcnal a la
eatimulacién eléctrica, En este sentido se encontré tanto una
disminucidn del {intervalo interespigas (que redunda en un mayor

nGmero de potenciales de acidn en wun tiempo dado) como la

supresion de la adaptaciédn de la frecuencia de  disparo. . Ambos.

resultados son consistentes con un aumentc de la excitabilidad
celular. Varios avtores (Meech, 1%78; Connar, 1980} Lancaster y

Nicoll, 1987} han mostrade que 1la posthiperpolarizacién del

potencial - de accién, debida - a una  corriente - de- --potasio-

dependiente de calcio, determina el intervalo interespigas. Las
figuras 7, B y 10 muestran ambos efectos que fueron revertidos
por el lavado.

Estos resultados en conjunto sefNalan efectos de la
naloxona sobre corrientes de Ca’™ y K* y log resultados del

anklisis de los potenciales de accidn sé&dicos y calcicos son

e ) I A A
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consistentes con esta proposicidén.
Yarjos autores han demostrado en diferentes preparacliones,
tanto de mami{feros como de {invertebrados, que la repolarizacién

del potencial de acciédn no es totalmente dependiente de K*

(!xwﬂ Hodgkin y Huxley, 1952) y que las dos terceras partes

inferiores de la repolarizaciédn deopenden de K fca*t]

19788 Lux y Hofmeler, 1982} MacDermott y Weight, 1982) Segal vy

* . (Meech,

Barker, 1984} Zhang y Krnjevié&, 19843 Lancaster y Nicoll, 19873
Kostyuk y Martynyuk, 1988).

Como se observa en las figuras 16 y 20 , el potencial de
accidédn es mis largo en condiciones de ca** alto, con una
pequeMa jorcha o meseta en la repolarizacién. En la Ffigura 20
se muestra que la perfusidn de 1la preparaciédn con R.-Co**

alarga aGn miAs el potencial de accidn Y evita la

posthiperpolarizacién. Estos datos sugieren una dependencia del

hid -

Ca de la repolarizacién.

La perfusieén de la preparacidn con la naloxona produjo un
incremento de 1la duracidn del potencial de accidh y la
supresién de la posthiperpolarizacidn. En la Ffigura 20 se
muestra un ejemplo en el que estos efectos son dependientes de
la concentraci®n de paloxona. Cuando se usé R. Ca*’-alto, la
posthiperﬁnlnrizacién fue mayor al lavar la naloxona. En todos
I1os casos, estos efectos pudieron ser revertidos.

€l anilisis del efecte de la naloxona sobre los
potenciales célcicos permitid discriminar si el aumento de la

duracién de los potenciales de accién sédicos se debla a un
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decremento en la entrada de calcio a la célula y, por tanto la

-+

no activacisédn de K e
: {ca ')

o confirmar las evidencias QgQue
sugieren que 1a naloxona produce una mayor entrada de calcio vy
explicar ese 1incremento en la duracion por medio de 1Ia
inactivaciédn de una corriente de potasio dependiente de calcio,
o la inactivacién de una corriente de an (Thompson, 1980).

) La palorona produjo un incremento de la amplitud vy
duracién de los potenciales calcicos en Lodns las expe}imentos
(tanto en las células sensibles, F31 y FB2, coms en 1las no
sensibles a les agonistas opioldes F77, F78) 1o que demuestra

que se promueve un mayor flujo de ca*’

al interior celular. El
efecto mas evidente se observa en la meseta de los potenciales,
sin embargo la pendiente de la repolarizacidn también se vié
afectada, lo que sugiere también una alteracion en I‘. Estos
efecfos fueron reversibles con el lavado de la preparacion.

. Ha sidao demostrado que los péptidos opiecides disminuyén la
duracidn del potencial de accidn calcico por un incremento de
la conductancia al potasio (Werz y Macdonald, 19833 Bixby vy
Spitzer, 19633 Macdonald y Wertz, 1984). Esto se acompafia de un
aumento de la posthiperpolarizacién y no es dependiente del
voltaje. Sin embargo, en los experimentos presentados en esta
tesis, ademis del aumento de la duracién del potencial por la
aplicacién de naloxona se reduce la posthiperpolarizacidon, la
que puede ser consistente con el aumento del flujo de calcio vy
la posible inactivacién de una corriente de potasio., Esta
preposicitn ests ademds sustentada con los resultados que se

Goia o W R
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observan en el anilisis de los potenciales de accidn sédicos en
R.-Ca"-alto y bajo. En este sentido, Thompson (1780 ha
seMalado que el {ncremento de- la duracidn del potencial de
a_ccibn depende de la inactivacién de lmw y de l1a presencia de
una corriente entrante de Ca‘’, Estos mismos resultados son
encontrados por Zhang y Krnjevié (1984) vy .por Kostyuk vy
Martynyuk (1988) en los que muestran que la 4-AP disminuye 1la
posthiperpolarizaci®n producida por Ixmﬂu,

Mis adn, Raché& vy col. (19B7) muestran gque la naloxona
incrementa la duracién del potencial de accidén por la
inactivaci{ién de Il:“n, lo que Mroduce un incremento de 1la
cantidad de oxitocina que se libera en rebanadas de hipotalamo.
En esta tesis se muestra que, e{ecttvamente‘ hay una :ﬁayor
actividad sinaptica con la presencia de naloxona, un aumento de
la duracién del potencial de accién y un decremento o abolicidn
de la posthiperpolarizacién, o que permite proponer que ‘la

-

haloxona incrementa el flujo de Ca*" al interior de la célula e

inactiva una corriente de K _++ o K . -
ca 1% oo



Significado fisioldgico de extos hallazgos

Comto se ha =efMalado, la nalorxona es capaz de incrementar
ios reflejos espinales, de favorecer la apariclié&n o incrementar
la duracidn de crisis convulsivas generalizadas ¥y producir un
aumento en la amplitud y la aparicidn de componentes tardios en
los potencliales evocados. Todos estos datos son consistentes
con un aumento de la excitabilidad celular producida por 1la
naloxona y que pueden estar relaciocnados con el antagonismo de
la acciédn inhibitoria de los opiocides enddgenos. Sin embargo,
no s6lo el antagonismo de 1a accidn inhibitoria de los opioides
end&dgenos puede subyacer a estos efectos.

Los resultados de esta tesis permiten sugerir que si  bien
el incremento de la excitabilidad producideo por 1la naloxona,
al menos en neuranas de Helix aspersa,
se debe al bloqueo de los receptores a opicides,- 1o - que evita
la accidén inhibitoria de éstos, ésta produce
cambios per se que pueden estar © no asociados a su accién
antagonista. Es decir, cambios en el potencial de membrana, que
en algunos modeles experimentales sélo se producen despuds de
un tratamiento previo con agonistas Vopioides {sindrome de
abstinencia) o cambios en el flujo de calcio al interior de la
célula en neuraonas que no son sensibles a 1los agonistas
opicides. Sin embargo, para hacer extensiva esta conclusidan al
sistema nervioso central de mamiferos, hacen falta mis

evidencias experimentales.
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