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RESUMEN

El sistema OX-GS es uno de los principales sistemas neurosecretores de los
crustaceos decapodos, que se encuentra constituido por al menos 150 células que
sintetizan los diversos neuropéptidos que regulan procesos fisiologicos
importantes del langostino como son la muda, concentraciéon de glucosa en la
hemolinfa, retraccion pigmentaria, maduracion ovarica entre otros. En este
proyecto analizamos el efecto de NPY sobre la excitabilidad de las células del OX
del langostino de rio azul, empleando técnicas electrofisiolégicas para evaluar el
potencial de membrana y accién asi como corrientes idnicas entrantes. Los
resultados obtenidos nos sugieren que NPY es un posible neuromodulador de las
células del OX, ya que este péptido provoco la hiperpolarizacion del potencial de
membrana y un incremento en la resistencia de entrada, que generé una
disminucion de la duracion del potencial de accién. Ademas, al explorar las
corrientes dependientes de voltaje de Na* y Ca®" observamos que NPY no afecta
dichas corrientes ni en la amplitud ni en la inactivacion, en cambio al evaluar NPY
sobre la corriente de tipo NSR se observé que el péptido disminuye en al menos
un 50% de la corriente. Por lo antes mencionado podemos sugerir que NPY
participa como neuromodulador de la actividad eléctrica de las células del OX del

tallo ocular del langostino de rio (Cherax quadricarinatis).




Lista de abreviaturas

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico
ARC: Nucleo arqueado

ARNm: Acido ribonucleico mensajero
AVP: Arginina-vasopresina

BK: Canales de alta conductancia
Ca*": Calcio

ChTx: Caribdotoxina

Cl": Cloro

DAG: Diacilglicerol

EGTA-K: Acido etilén glicol bis (B-aminoetil éter) NNN'N’ tetracético.
EM: Eminencia media

FICE: Factor inhibitorio del crecimiento
FMRF-amida: Phe-Met-Arg-Phe-amida
GABA: Acido gamma aminobutirico

gK™:Conductancia de potasio

gNa': Conductancia de sodio

HCP: Hormona concentradora de los pigmentos

HDM: Hormona dispersora de melanéforos

HDP: Hormona dispersora de los pigmentos

HDPO: Hormona dispersora de los pigmentos obscuros
HEPES: Acido N-[2-hidroxietil] piperazina N-[2-etansulfonico]
HEG: Hormona estimulante de las gbnadas

HHC: Hormona hiperglicemiante de los crustaceos
HIG: Hormona inhibitoria de las génadas

HIM: Hormona inhibitoria de la muda

HND: Hormona neurodepresora

lca: Corriente de calcio

Ix: Corriente de potasio

Ina: Corriente de sodio




Insr: Corriente NSR

IP3: Inositol trifosfato

K*: Potasio

Na’: Sodio

NA: Noradrenalina

NPF: Neuropéptido F

NPV: Nucleo paraventricular

NPY: Neuropéptido Y

NSO: Nucleo supradptico

NSR: Resistencia de pendiente negativa
NVM: Nucleo ventromedial

OX: Organo X

SOX-GS: Sistema 6rgano X- glandula sinusal
PA: Potencial de accion

PKA: Protein kinasa A

PKC: Protein kinasa C

PLC: Fosfolipasa C

PP: Polipéptido pancreatico.

PYY: Péptido YY.

SK: Canales de baja conductancia.
SNC: Sistema Nervioso Central.
SNP: Sistema Nervioso Periférico.
TAE: Tetraetilamonio

TTX: Tetrodoxina

V: Potencial de membrana




INTRODUCCION

El sistema neurosecretor mas importante de los vertebrados es el eje hipotalamo-
hipofisis, en los insectos, un sistema equivalente es el corpus cardiacum, en los
crustaceos, es el sistema 6rgano X -glandula sinusal (SOX-GS). Estos tres
sistemas son considerados como equivalentes debido a su similitud morfologica y
funcional; es decir, son un conjunto de neuronas cuya funcioén es la de producir
neuropéptidos que se vierten en el torrente circulatorio para ejercer su accion

hormonal (Pasano, 1951).
Hipotalamo

El hipotdlamo desempefia un papel muy importante en la regulaciéon del sistema
nervioso auténomo de los vertebrados, funciona integrando la respuesta autbnoma
y la funcion enddcrina con las necesidades homeostéaticas basicas de la vida
diaria.

El hipotdlamo esta localizado en la base del cerebro anterior, por debajo del
talamo y esté dividido en dos partes por el tercer ventriculo, contiene a su vez
distintas regiones, cada una de ellas formada por cuerpos celulares situados de
forma bilateral en relacion al tercer ventriculo (Zaborszky, 1982).

Distintas fibras nerviosas conectan el hipotalamo con la corteza cerebral, el
talamo, otras partes del sistema limbico (como el hipocampo, la amigdala y el
septum) y la médula espinal. Las neuronas de estas regiones cerebrales liberan
neurotransmisores que regulan las neuronas hipotalamicas (Martin, 1985).

Ademas de sintetizar hormonas, las principales funciones de los nucleos
hipotalamicos son:

a) Regular el sistema nervioso autbnomo simpatico y parasimpatico que
controla las funciones viscerales.

b) Intervienen en la regulacion de la temperatura corporal del organismo.

c) Controlan el metabolismo energético regulando la ingesta de alimentos,
la digestion y el metabolismo.

d) Regulan el balance electrolitico.




d) Controlan el comportamiento emocional (enfado, miedo, euforia,
ansiedad) y otros tipos de comportamiento como, sed, agresién y comportamiento
sexual (Zaborszky, 1982; Martin, 1985).

El hipotalamo contiene ademas células neurosecretoras encargadas de
liberar hormonas. Existen dos grupos de células neurosecretoras hipotalamicas

agrupadas en dos sistemas: el sistema magnocelular y el sistema parvocelular.

a) Sistema magnocelular:
Las células neurosecretoras magnocelulares estan localizadas en el nucleo
paraventricular (NPV) y en el ndcleo supradptico (NSO). EI NPV contiene dos tipos
de células, un grupo que sintetiza oxitocina y otro grupo que sintetiza arginina-
vasopresina (AVP).

Asimismo, el NSO también produce oxitocina y vasopresina. Estas células
se proyectan hasta el I6bulo neural de la hipdfisis, donde estas hormonas se
liberan a partir de las terminaciones nerviosas (Swanson y Sawchenko, 1983).

b) El sistema parvocelular:

Las células neurosecretoras parvocelulares se encuentran en el area predptica,
nacleo ventromedial (NVM), ndcleo arqueado (ARC), NPV y NSO, y se proyectan
hasta la eminencia media (EM) del hipotalamo. Esta ultima regiéon contiene venas
portales hipofisarias que desembocan en la adenohipéfisis. Los axones de las
neuronas parvocelulares desembocan en la EM, donde forman terminaciones
sobre el espacio pericapilar que rodea los capilares del sistema portal hipofisario
(Antoni, 1986). De esta forma, las hormonas hipotalamicas (llamadas hormonas
hipofisiotrépicas) se liberan en la EM, desde donde se incorporan a la circulacion
portal hipofisaria, alcanzando la adenohipdfisis, donde a su vez regulan la
liberacion de distintas hormonas (Sarkar, 1983).

SISTEMA ORGANO X - GLANDULA SINUSAL

Un par de masas nerviosas, los I6bulos Opticos, se originan lateralmente desde la

parte anterior del protocerebro. Particularmente en los decapodos, los lobulos




Opticos estan total o parcialmente localizados en el tallo ocular, dependiendo de la
especie. En el tallo ocular, cada I6bulo incluye cuatro ganglios: la médula externa,
la médula interna, la médula terminal y la lamina ganglionar (figura 1). Un conjunto
de células neurosecretoras, fue descubierto en decapodos por Hanstrom junto con
la glandula sinusal (Hanstrom, 1939). Se han encontrado células similares en
isbpodos y misidos. En el d6rgano X (OX) hay diversos tipos de células
neurosecretoras que contienen granulos secretores en sus cuerpos celulares,
axones y terminaciones, como se ha comprobado mediante microscopia
electronica. Las células neurosecretoras también han sido localizadas en la

meédula externa (Charmantier et al., 1997).
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Figura 1. Vista dorso lateral del Tallo ocular derecho (Modificado de Aréchiga et al., 1997).
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El sistema 6rgano X- glandula sinusal (SOX-GS) esta constituido por un
grupo aproximado de entre 150 a 200 neuronas. Cada soma tiene un axén
amielinico que envia colaterales axonicas al neuropilo de la médula terminal; los
axones principales forman el tracto SOX-GS que asciende superficialmente en
sentido longitudinal al eje del tallo ocular, llegando al nivel del segundo quiasma,
entre las médulas interna y externa, para que el conjunto de las terminales y los
vasos capilares formen el 6rgano neurohemal llamado glandula sinusal (figura 1).

Aunque la glandula sinusal fue reportada por Hanstrom en 1939 en el tallo
ocular de diversos decapodos, su naturaleza neurohemal fue reconocida
inicialmente por Bliss y Passano en 1951, quienes observaron axones entre el OX
y la glandula sinusal. Estos caen en la superficie dorsolateral del ganglio 6ptico,
generalmente entre las médulas interna y externa. La glandula sinusal esta
formada por terminaciones nerviosas y células gliales revestidas de senos de
hemolinfa. Las terminaciones nerviosas, que se originan principalmente en las
células neuroenddcrinas del OX, contienen granulos secretores. Se han descrito
mas de 70 tipos de granulos y cada terminacién puede ser distinguida por la
presencia de uno de ellos. La principal forma de liberar los granulos hacia la
hemolinfa es la exocitosis (Bliss, 1951; Pasano, 1951; Cooke y Stuenkel, 1985).

A través de experimentos de ablacion y reimplante o inyeccion, se ha
encontrado que el tallo ocular esta involucrado en el control de la pigmentacion,
muda, reproduccién y procesos metabdlicos (Andrew et al., 1978; Bean et al.,
1984; Bliss, 1951; Charmantier et al., 1997; Meade y Watts, 2001). Todos estos
procesos son regulados por distintas hormonas, todas de naturaleza peptidica,
algunas parecen ser exclusivas de los crustaceos, mientras que otras se
encuentran en diferentes grupos zoologicos como la FMRF-amida, encefalinas y
otros peptidos (Keller, 1992; Fingerman et al., 1992; Price y Greenberg, 1989;
Mancillas et al., 1981).

El SOX-GS ha sido reconocido como el sitio de produccion y liberacion de
varias hormonas como la hormona inhibidora de la muda (MIH), que inhibe el
efecto promotor de la muda del érgano Y (conjunto de células neurosecretoras

situado en los segmentos de la cabeza). La MIH ha sido aislada, caracterizada,
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purificada y secuenciada. También se han presentado las secuencias de la
hormona hiperglicemiante de los crustaceos (HHC) y la hormona inhibitoria de
gonadas (HIG) (Huberman et al., 1993; Deklijn et al., 1992). Entre las hormonas
qgque se han identificado en el SOX-GS tambien se encuentra la hormona
dispersora de melanéforos (HDM), entre otras. En la tabla 1 se presentan las

hormonas identificadas en el tallo ocular de los crustaceos.

Péptidos Efectores
Hormona concentradora de los pigmentos (HCP) Pigmentos
Hormona dispersora de los pigmentos (HDP) Pigmentos
Hormona hiperglicemiante de los crustaceos (HHC) Carbohidratos
Hormona neurodepresora (HND) Sistema nervioso
Hormona estimulante de las gbénadas (HEG) Gobnadas
Hormona inhibitoria de las génadas (HIG) Goénadas
Hormona inhibitoria de la muda (HIM) Exoesqueleto
Hormona dispersora de los pigmentos obscuros (HDPO) Pigmentos
Hormona dispersora de melan6foros (HDM) Pigmentos
Factor inhibitorio del crecimiento (FICE) Quelas

Tabla 1: Péptidos extraidos del tallo ocular de los crustaceos. (Modficada de
Quackenbush, 1986).
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La liberacion de hormonas y la actividad eléctrica de las neuronas del OX
son reguladas por factores ambientales y endégenos, como la luz y oscuridad, el
estrés y los ritmos circadianos. Estos factores parecen estar mediados por
neurotransmisores moduladores como acido y-aminobutirico (GABA), 5-
hidroxitriptamina (5-HT) y encefalinas. Cada uno de estos neurotransmisores
actian sobre un sustrato ionico y ejerce efectos reguladores especificos sobre la
actividad de las células del OX. Una neurona puede estar bajo el control de mas
de un neurotransmisor, y un neurotransmisor puede mediar efectos diferentes e
incluso opuestos en diferentes neuronas (Garcia y Aréchiga, 1998).

Como ejemplo de la relacidn entre el fotoperiodo y la actividad secretora del
SOX-GS esta el hecho de que los niveles circulantes de la hormona dispersora de
melanéforos (HDM) tienen su pico maximo en la transicion de la noche al dia
(Kallen et al., 1990). Dado que los crustaceos tienen capacidad mimética, el
cambio de fondo blanco a negro provoca la dispersion de la matriz pigmentaria de
melandéforos tegumentarios, lo que resulta en un cambio de apariencia. Este
fendmeno se encuentra regulado hormonalmente por el SOX-GS a través de la
secrecion de la HDM. Hanumante y Fingerman (1982), aprovechando la capacidad
mimética del cangrejo Uca pugilator observaron que la inyeccién sistémica de
histamina inhibe la dispersién de los melano6foros, siendo este efecto dependiente
de la concentracion, sugiriendo que la histamina inhibe la liberacién de la HDM.
Sin embargo, hasta la fecha no existen evidencias de la presencia de receptores

histaminérgicos en las células del SOX-GS.

EL POTENCIAL DE MEMBRANA Y EL POTENCIAL DE ACCION

Potencial de membrana

En las células excitables existe una diferencia de potencial transmembrana debido
a que los iones estan distribuidos de manera desigual en ambos lados de la
membrana, cuando estas células se encuentran en reposo, mantienen un
potencial de membrana (V) que es de alrededor de -70 mV (Delgado et al.,
1998).
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El ion encargado de mantener dicho potencial de reposo es el potasio (K+),
ya que la membrana es mas permeable para él que para el resto de iones. Asi, el
K* fluye al exterior o al interior de la célula compensando las cargas a un lado y a
otro de la membrana, de tal forma que la diferencia de potencial sea siempre,
practicamente, la misma (Zigmond et al., 1999).

Este gradiente de concentraciones se mantiene gracias a la actividad de

bombas, principalmente la bomba Na'/K* presente en la membrana. Los iones de

. + , . . . . +
sodio (Na') tenderan a penetrar al interior celular mientras que los iones de K

tenderan a salir, siguiendo su gradiente de concentraciones.
A niveles negativos de potencial de membrana (potencial de reposo normal

de las células exitables), los canales de Na* estan cerrados y no permiten el paso

de Na" al interior celular. La bomba Na'/K® esta activa, de manera gue saca Na"
fuera de la célula a favor de la entrada de K, en contra de su gradiente de
concentracion, en razon 3:2, respectivamente.

Ademas, existen canales voltaje-dependientes de K* cuya activaciéon
genera una corriente de K* (Ix), esta corriente esta parcialmente activada durante
el potencial de reposo y se activa aun mas por la despolarizacion de la célula y se
desactiva cuando el potencial de membrana se hiperpolariza. Como consecuencia,
el interior celular es un medio rico en K+y bajo en Na’, todo lo contrario que el

exterior (Delgado et al., 1998).

Potencial de accién

Las células excitables estan especializadas, ya que tienen vias de seleccion ionica
gue permiten cambiar transitoriamente el voltaje de la membrana desde valores
negativos de reposo (el interior negativo con respecto al exterior) hasta valores

positivos. Este proceso es llamado el potencial de accién (PA) (Delgado et al.,

1998).
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El potencial de accion se construye a partir de la activacion de diferentes
corrientes idnicas, que se encuentran inactivadas cuando la célula esta en reposo,
pero que se activan cuando una excitacion eléctrica, que es mayor o igual a un
valor umbral, varia el potencial de la célula (Delgado et al., 1998).

Cuando la membrana de una célula excitable es estimulada, las

propiedades de selectividad cambian y experimentan un proceso ciclico. La

. + . +
membrana pasa de ser muy selectiva al K a ser muy selectiva al Na' y vuelve a

ser muy selectiva al K* (Delgado et al., 1998).
Disparo del potencial de accion y despolarizacion.

Como se menciond previamente, los canales de K’ son los encargados de
mantener el potencial de membrana. Sin embargo, una vez que se alcanza un
umbral los canales de Na’ se abren rapidamente. Por tanto, en el potencial
umbral, la membrana varia su preferencia por el K* y se hace mucho mas
permeable para el Na’. Durante un breve espacio de tiempo, pero de forma muy
rapida y eficaz, entra mucho Na" al interior de la célula. Asi, la membrana se hace

menos negativa (se despolariza), y puede alcanzar valores aproximados de entre

+10 mV y +50 mV, aunque en algunas fibras pequefas solo se aproxima a 0. Sin
embargo, el aumento de la conductacia de Na' es muy breve y después de unos
milisegundos los canales de Na® se inactivan y comienza la repolarizacion

(Delgado et al., 1998).
Repolarizacion.

Después de que la membrana se hace muy permeable a los iones Na’ selleva a
cabo la inactivacion de los canales de Na*. Asi, sélo las corrientes repolarizadoras
continban activadas y por ello, la restauracion del potencial de membrana sera
rapida. Gracias a los canales de K" sensibles al voltaje que todavia permanecen
abiertos se lleva a cavo la hiperpolarizacion de la membrana. Cuando el potencial

s . . . + . .
se hace mas negativo, los canales dependientes de voltaje de K  se inactivan
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B + . .
provocando que la conductancia de K  vuelva a condiciones de reposo, la

. . . . B + .
corriente I se inactiva y sélo permanecen abiertos los canales de K pasivos de la

membrana en reposo haciendo que el potencial de membrana se estabilice
(Delgado et al., 1998).

Corrientes idnicas.

En las células excitables, el movimiento de iones a través de la membrana resulta
en cambios del potencial eléctrico de la membrana. Este comportamiento
electrofisiolégico esta determinado por el tipo de canales i6nicos y su distribucion
en la célula.

La mayoria de los canales presentes en el axén producen una corriente
rapida entrante de Na" que genera la despolarizacion del potencial de accion, y
una corriente de salida tardia debido a la apertura de canales de K" de activacion
tardia. La repolarizacion del potencial de accion ocurre cuando se inactivan los
canales de Na" y fluye una corriente a través de los canales de K*. En el soma, la
cantidad de tipos de canales i6nicos es mayor. En esta regién de la neurona, se
han medido corrientes de K*, corrientes de Na®, corrientes de ca®’ y corrientes de
Cl', que son generadas por diferentes poblaciones de canales i6nicos. Hodgkin y

Huxley identificaron las diferentes especies i6nicas que originan la corriente total
de la membrana (Latorre et al., 1996).

Corriente de sodio.

La corriente entrante de sodio es originada por despolarizaciones que abren los
canales de Na'. La corriente de Na* producida por un pulso despolarizante tiene
una fase sigmoidal rapida, llamada activacion, y después una fase que decrece
exponencialmente, llamada inactivacion, mientras se mantiene la despolarizacion
(Fig. 2) La cinética de la activacion y la inactivacion es dependiente del voltaje y

por lo tanto el potencial de la membrana tiene una doble accion en la corriente de
+ . . ., . + . ., .
Na . La inactivacion de la corriente de Na durante una despolarizacion sostenida

puede prevenirse perfundiendo a la célula con la enzima pronasa. Bajo estas
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. . B + e . .
circunstancias, la corriente de Na  solo se activa y puede observarse una corriente
entrante sostenida por varios milisegundos. Si la despolarizacion se mantiene

durante cientos de milisegundos, la corriente de Na’ se inactiva por un proceso
diferente llamado inactivacion lenta de Na®. Este proceso no es bloqueado por la
pronasa Hodgkin y Huxley expresaron la corriente de Na* como:
INa+ :ENa+m3h (Vm - Vna+)

donde gna+ €S la conductancia total maxima al Na®, m® es una funcion
adimensional del tiempo y el voltaje, y representa la fraccion de los canales que se
encuentran en estado activado; h representa la fraccién de los canales que no se
encuentran en estado de inactivacion.

Cuando se analizan los resultados de experimentos con fijacién de voltaje,
se ha encontrado que la maxima conductancia de Na* es una funcién sigmoidal

del voltaje que satura a voltajes muy positivos (Latorre et al., 1996).

Figura 2. Bases i6nicas del potencial de accidn. Representaciéon simultanea del curso
temporal de la variacion del potencial de membrana E,, y de las corrientes de Na* (ly,) y de K*
(I) Durante el desarrollo de un potencial de accion. (Modificado de Coro, 1996).
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Corriente de potasio.

Hasta ahora no se ha encontrado una droga que bloquée la corriente de K*, el
tetraetilamonio (TEA) sustancia quimica que bloquea los canales de K”, no tiene
efecto cuando es aplicado fuera de la célula, pero puede bloquear la corriente de
K" cuando es aplicado en el interior, afectando su cinética al tapar un canal de K*

abierto. El mismo mecanismo fue propuesto para algunos derivados del TEA, los

cuales producen bloqueo e inducen un proceso parecido a la inactivaciéon de
corriente de K'. Los efectos de los compuestos derivados de TEA han sido
demostrados también en el nodo de Ranvier.

Esta corriente de K tiene un retardo mas largo y una subida mas lenta que
en la corriente de Na* debido a la activacion tardia de los canales de K*. Para el

caso de las fibras nerviosas, la corriente de K* no presenta inactivacion. Sin

embargo, en fibras musculares se ha encontrado la existencia de una fase de
inactivacion para esta corriente (Latorre et al., 1996).

La expresion para esta corriente esta dada por:
lk+ = Ok+ n4(Vm - Vk+)
Corrientes de calcio.
Las corrientes de Ca®" tienen similitudes y diferencias con las corrientes de Na’.

Son similares en que ambas son activadas por despolarizacién, ambas son
corrientes entrantes a potenciales de membrana normales y ambas tienen el

mismo grado de inactivacion. Ademas, el modelo eléctrico usado para describir las
corrientes de Na* y K* no es aplicable a la corriente de ca®".
: 2
La corriente de Ca“" (I ca) de estado estable puede representarse con una

ecuaciéon del tipo Goldman-Hodgkin-Katz, la cual predice la rectificacion de la

curva |-V (corriente-voltaje) para potenciales despolarizantes.

lca = PcadF? V [Ca®liexp (2V F/RT) - [Ca*e
RT exp (2V F/RT)-1
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- 2+ . 2+4]. 2+
Donde Pc, es la permeabilidad al Ca”", mientras que [Ca” i y [Ca”']e son las
. . 2+ . .
concentraciones intra y extracelular de Ca”', respectivamente. La concentracion

2+ . -8 .
de Ca” intracelular en neuronas es del orden de 10 ~. Este dato es importante, ya
que el calcio intracelular actia como segundo mensajero, y cualquier incremento
. 2+ . . .
en la concentracion del Ca™ intracelular, afecta diversas funciones celulares

(Brown et al., 1982).

Potencial de membrana en las células del OX-GS

A partir de registros intracelulares de neuronas del OX en el tallo ocular aislado del
langostino de rio, se han determinado las siguientes caracteristicas
electrofisiolégicas: potencial de membrana en reposo -50 a -65 mV; resistencia de
entrada 60 a 100 MQ; amplitud pico a pico del potencial de accién de 60 a 85 mV;
duracion del potencial de accion a -20 mV de 8 a 10 ms; sobretiro de 10 a 35 mV'y
pospotencial de 5 a 20 mV, dependiendo del potencial en reposo; y velocidad de
conduccién 1 a 3 m s-1 (Iwasaki y Satow, 1971; Nagano y Cooke, 1987; Onetti et
al., 1990). Dependiendo del patron de actividad las células del OX se han
agrupado en: silentes (56%), las cuales generan trenes de potenciales de accién
en respuesta a la inyeccion de corriente despolarizante; con actividad tonica
(35%); y con actividad en trenes (9%) (Onetti et al., 1990). Sin embargo, en
registros de larga duracion (72hrs.) se ha observado que una misma célula es
capaz de cambiar su patrén de actividad en un ciclo de 24 horas (Garcia y

Aréchiga, 1998). La actividad eléctrica espontanea de las células del OX se
genera en el segmento inicial del axén y es dependiente de Na'; la axotomia a

150 pm del cuerpo celular elimina dicha actividad (lwasaki y Satow, 1971). En

cambio, los cuerpos neuronales son capaces de generar potenciales de accion
. 2 . ., . . .
dependientes de Ca *en respuesta a inyeccion de corriente despolarizante (Onetti

et al., 1990). En condiciones de fijacion de voltaje en neuronas del OX en cultivo,

se han descrito al menos seis tipos de canales idnicos dependientes de voltaje,

. 2 P .
tres que generan corrientes entrantes: una de Ca " a través de canales del tipo P
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sensible a w-agatoxinaQ IV-A, otra de Na® sensible a tetrodotoxina (TTX) y una
debida a Na' del tipo NSR (negative slope resistance) insensible a TTX y

. ., 2+ . . .
dependiente de la concentracion de Ca” intracelular. Cuatro corrientes salientes

debidas a potasio: una del tipo rectificador retardado sensible a tetraetilamonio
(TEA), otra de tipo transitorio In sensible a 4-aminopiridina (4-AP), y dos
dependientes de ca®* del tipo BK (canales de alta conductancia) sensible a
caribdotoxina (ChTx) y del tipo SK (canales de baja conductancia) sensible a
apamina (Onetti et al., 1990; Murbartian et al., 2000; Garcia-Colunga et al., 1999;
Lara et al., 1999; Cebada, 2006).

MODULACION POR NEUROTRANSMISORES

En registros de larga duracion de al menos 72hrs de registro se ha observado que
las células del OX cambian su patrén de actividad eléctrica, estos cambios son
modulados tanto por factores externos provenientes de fluctuaciones medio
ambientales como temperatura, intensidad luminosa, salinidad del agua,
saturacion de oxigeno; como por influencias endogenas tales como la respiracion,
los niveles de glucosa circulante y la excrecion urinaria. Dichas influencias se
ejercen en una amplia gama temporal, desde fracciones de segundo hasta dias,
pueden ser de tipo tonico, fasico o ciclico y son mediadas por interacciones
sinpticas o por via humoral (Garcia y Aréchiga, 1998). A partir de las
observaciones de Fingerman y cols. (1985), una amplia variedad de sustancias
neuroactivas se han relacionado a los mecanismos de control del SOX-GS, entre
otras: GABA, glutamato, serotonina, dopamina, histamina, acetilcolina, epinefrina,
norepinefrina, encefalinas, octopamina, FMRFamida, etc. Sin embargo, los datos
que asi lo sugirieron fueron de tipo indirecto ya que se obtuvieron en
preparaciones de animal integro o de tallo ocular aislado, donde las sustancias se
inyectaron a la circulacién general o mediante la aplicacion tépica del tejido
(Quackenbush y Fingerman, 1984; Fingerman et al.,, 1985; Fingerman vy
Nagabhushanam, 1992).
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Las células del SOX-GS, son las encargadas de realizar una serie de
integraciones entre las condiciones exteriores y las interiores y con esta
informacion, estimular el proceso de crecimiento somatico mediante la actividad
denominada muda, o los procesos de maduracion de las gbnadas (vitelogénesis)
para llevar a cabo la reproduccion.

Se reconoce para los crustaceos, que los neuropéptidos producidos
principalmente en el tallo ocular, tienen la funcion de integrar una respuesta
coordinada entre las terminaciones nerviosas y las glandulas enddécrinas, durante
los procesos metabdlicos del organismo. En afios recientes ha crecido el interés
en el conocimiento y determinacion de las condiciones 6ptimas requeridas por los
organismos para llevar a cabo los procesos de muda, crecimiento y reproduccion.

En el SOX-GS de los crustaceos, se han realizado muchos trabajos para
describir el comportamiento de este sistema de regulacién, entre los
neuropeptidos involucrados en este sistema de regulacién se ha identificado al
neuropeptido Y (NPY) y se ha sugerido su participacion como neuromodulador de

la actividad eléctrica y la actividad secretora de las células del SOX-GS.

NEUROPEPTIDO Y

El neuropéptido Y (NPY) fue aislado por primera vez en cerebro porcino por
Tatemoto y col. en 1982. El término neuropéptido Y (Y = TIROSINA en la
nomenclatura para aminoacidos) se debe a que en su estructura molecular,
compuesta de 36 aminoacidos, contiene una gran proporcién de grupos tirosina (5
grupos), incluyendo un residuo tirosina en posicién N-terminal y una tirosina-amida
en posicion C-terminal (Tatemoto et a.,| 1982).

El NPY pertenece a la familia del Polipéptido Pancreatico (PP), y comparte
una region comun C-terminal con el Péptido Intestinal YY (PYY) (Tatemoto,
1982). Los tres péptidos comparten un alto nivel de homologia, el NPY tiene un
92% de conservacion en estructura entre invertebrados y vertebrados (Colmers 'y
Wahlestedt, 1993), lo que indica que su estructura se ha mantenido casi
completamente conservada dentro del genoma por mas de 400 millones de afios.

Este alto nivel de conservacion sugiere que NPY tiene una gran importancia
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fisiologica, en vertebrados como el pez cebra y en invertebrados como C. elegans
y Drosophila melanogaster se han encontrado funciones similares en la regulacion
del comportamiento y adaptacion del organismo durante los desafios
medioambientales como el hambre , infeccién o ataque de depredadores (Cohen
et al., 2009 ; Sokolowski, 2003 ).

Se ha revelado una amplia distribucién del NPY y sus receptores en
estructuras del Sistema Nervioso Central (SNC) como el hipotalamo, nucleo
accumbens, amigdala y en la médula espinal. También se encuentra distribuido en
el sistema Nervioso Periférico (SNP). Ha sido identificado por medio de
inmunoreactividad en tejidos derivados de la cresta neural en varias especies de
vertebrados como: cobaya, gato, rata, conejo, pollo, rana y hombre. También ha
sido identificado en invertebrados como: la langosta migratoria Locusta migratotia,
los moluscos gasteropodos Aplysia y Lymnaea y en Leptinotarsa decemlineata
(Gray y Morley, 1986; Allen, 1990; Schoofs et al., 1988; Rajpara et al., 1992; Hoek
et al., 1997, Spittaels et al., 1996).

El NPY y sus receptores desempeiian diversas funciones en el sistema
nervioso de vertebrados como la regulacién de la saciedad, potenciador de la
memoria, regulador del ritmo circadiano, y en procesos mediadores de analgesia e
hiperalgesia, también se le atribuyen acciones en la regulacion del SNP, como
vasoconstriccion, inhibicion de la liberacion de insulina, regulacién de la motilidad
intestinal y de la secrecidn gastrointestinal y renal (Tatemoto, 1982; Wettstein et
al., 1995; Thorsell et al., 2000; Yannielli y Harrington, 2001; Wang et al., 2000;
Michel y Rascher, 1995; Wang et al., 1994; Sheikh, 1991; Playford y Cox, 1996).
También se sabe que actia como orexigeno (sustancia inductora del apetito) tanto
en vertebrados como en invertebrados, en Lymnea se sabe que el NPY
desempeiia un papel clave en la regulacion de la glucosa en la hemolinfa
(Colmers y Bleakman, 1994; Kiris et al., 2004). Sin embargo, poco se sabe sobre
las funciones del NPY en invertebrados.

A los péptidos activos presentes en el organismo se les atribuyen acciones
como neurotransmisores, debido a que se almacenan en vesiculas presinapticas

simpaticas, son liberados gracias a la estimulacion eléctrica y actian sobre
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receptores especificos (Potter y Ulman, 1994). Se ha observado que el NPY
coexiste con otros neurotransmisores, en neuronas de la corteza cerebral y de los
ganglios basales el NPY coexiste con la somatostatina, en el tronco encefalico con
la noradrenalina y en otras regiones con las catecolaminas y neurotransmisores

catecolaminérgicos (Dawbarn et al., 1984; Heilig y Widerlov, 1990).
ESTRUCTURA Y BIOSINTESIS DEL NPY

El NPY contiene dos extremos a-hélice terminales en paralelo una con respecto a
la otra y se estabiliza por interacciones hidrofobicas y por prolina en las
posiciones 2, 5 y 8. Los residuos aminoacidos 15-31 crean la secuencia
hidrofébica principal denominada del inglés PP-wrinkle (Fig. 3). La parte amino
terminal de la molécula esta representado por una hélice de poliprolina del tipo I
izquierda (residuos 1-13) pasando hacia una lamina [ (residuos 14-18)
conectando con una a-hélice (residuos 19-32). El C-terminal esta representado por
la cadena hidrofila o el extremo helicoidal (residuos 33-36). ElI C-terminal es
importante para la union a los receptores y proporcionar los efectos biolégicos del
NPY. Al mismo tiempo el tetrapéptido con la misma secuencia de aminoacidos,
con el C-terminal idéntico no puede unirse al receptor. La estabilidad
conformacional de la molécula de NPY depende de N-terminal, el C-terminal del
NPY puede imitar los efectos del péptido entero, como la inhibicidon presinaptica
de la liberacion del transmisor, pero no induce la vasoconstriccion (Nozdrachev,
1996; Michel et al., 1998).

El NPY, como todos los péptidos reguladores, mediante un proceso
postraduccional de precursores de proteinas, es sintetizado en el reticulo
endoplasmico de neuronas de los ganglios simpéaticos como un precursor, cuando
el NPY se ha sintetizado se mueve al aparato de Golgi, seguido de su
translocacion en la red trans-Golgi en donde el péptido se almacena hasta su
activacion. La mayoria del NPY se almacena en grandes vesiculas de nucleo
denso (Michel, 2004).
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Figura 3. Esquema de la estructura del NPY (Modificado de Sokolowski , 2003)

Debido a la existencia de un conjunto de aminoéacidos hidréfobos en el
amino-terminal del neuropéptido preformado, la secuencia sefial del precursor se
transloca a través de la membrana de reticulo endoplasmico. En el interior del
reticulo endoplasmico, la secuencia sefial es liberada de la cadena del polipéptido
por la peptidasa. Después de eso, la proteina adquiere su estructura terciaria
caracteristica. El procesamiento de neuropéptidos en el interior de los granulos
secretores incluye reacciones endo y exoproteoliticas, asi como la glucosilacion,
sulfatacion, amidacion, y la fosforilacién de los residuos amino y carboxilo terminal
de los aminoéacidos (Ashmarin y Stukalova, 1996).

El NPY biolégicamente activo procede de un preproneuropéptido Y que
contiene 97 y 98 aminoacidos en rata y humano, respectivamente. EI NPY es

formado durante el curso de cuatro reacciones enzimaticas post-tranduccionales
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consecutivas, el resultado es la disminucion de residuos aminoacidos a 36.
Durante la primera reaccion el péptido sefial es liberado y la molécula precursora
del péptido queda compuesta por 60 aminoacidos, después las proenzimas
convertasas PC2 y PC1 3 / degradan el 30-aminoacido terminal, el péptido
resultante queda con 39 aminoacidos. La carboxipeptidasa E degrada dos
aminoacidos mas de este péptido. La peptidil-glicina-a-amida monooxigenasa
finalmente termina la formacion de la molécula de 36 aminoacidos (Ashmarin y
Stukalova, 1996; Balasubramaniam, 1997).

Una gran variedad de moléculas y cascadas intracelulares son capaces de
modular la biosintesis del NPY. Asi, se han descrito agentes que estimulan o
inhiben el proceso. Como agentes estimuladores cabe destacar los esteroides,
algunos neurotransmisores, ciertos factores de crecimiento o activadores de los
mediadores PKA (Proteina cinasa A) y PKC (Proteina cinasa C), entre otros
(Higuchi et al., 1988; Sahu et al., 1992; Magni y Barnea, 1993; Minth-Worby, 1994;
Chan et al.,1996; Sabol e Higuchi, 1990). Sin embargo, como agentes inhibidores
de la biosintesis destaca la leptina (hormona secretada por el tejido adiposo)
(Zhang et al., 1994).

Hipotalamo y NPY

El sistema hipotalamico de regulacion de la alimentacion se centra en dos grupos
neuronales conocidos como centro de la saciedad y centro del hambre. El centro
de la saciedad se ha localizado en el nucleo ventromedial, y sus neuronas a
diferencia de otras del sistema nervioso central poseen receptores para la insulina.
El centro del hambre se encuentra localizado en el hipotalamo lateral (Benardis y
Bellinger, 1993).

Las neuronas del hipotdlamo lateral pertenecen al area parasimpatica del
hipotdlamo, y regulan la ingesta de alimentos (Bernardis y Bellinger, 1993),
mientras que el hipotalamo lateral promueve la utilizacion de glucosa y la
liberacion de insulina.

El centro de la saciedad es regulada por la glucosa intracelular. Al aumentar

la glucosa intracelular se activa el centro y se inhibe el hambre. En los dltimos
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afos se han estudiado diversas sustancias que tienen una funcion en la regulacién
del consumo de los carbohidratos y de las grasas, entre estas tenemos a la
serotonina (5-HT), galanina y el NPY.

El NPY en un potenciador de la ingesta de alimentos y es sintetizado en
interneuronas del nucleo arqueado (ARC) (Bluet Pajot, 1998). La inyeccion de
este neuropéptido en los ventriculos cerebrales o en el hipotdlamo de la rata
estimula la ingesta de alimentos, disminuye el gasto energético e incrementa la
actividad de las enzimas lipogénicas del higado y del tejido adiposo produciendo
obesidad.

Por medio de ensayos de inmunocitoquimica y radioinmunoensayo con
aticuerpos para el NPY se ha detectado que los cuerpos celulares y fibras
inmunoreactivas se encuentran principalmente en las regiones corticales, limbicas

e hipotaldmicas de mamiferos (Allen et al., 1983).

Receptores a NPY

Los receptores del NPY se encuentran diseminados en el sistema nervioso
central, sistema nervioso periférico y en los érganos diana, existiendo evidencias
de que pertenecen a la superfamilia de receptores unidos a la proteina G. Existen
diferentes receptores conocidos denominados: postsinaptico (Y1) , presinapticos
(Y2), un tercer receptor llamado Y4, un receptor del apetito o saciedad situado en
el hipotalamo (Ys) y un receptor que ligue los tres péptidos denominados “PP-
fold” (Ys) (Gehlert, 1994; Larhammar, 1996a; Nata et al., 1990).

Los efectos de los receptores estdn mediados por proteinas G acopladas a
los receptores inhibiendo la acumulacién de AMPc (Grunder y Hakanson 1994;
Larhammar 1996b). El efecto de la interaccién con los receptores Y1 puede estar
mediado por un doble mecanismo, la inhibicion de la sintesis del AMPc y un
aumento del calcio intracelular. La interaccion del NPY con los receptores Y2 soélo
da lugar a la disminucion de los valores intracelulares de AMPc, y en ciertas
células neuronales produce una alteracion de la permeabilidad de los canales de
sodio y potasio (Waeber, 1990; Wahlestedt et al., 1986; Wahlestedt et al., 1990;
Wahlestedt et al., 1992; Beck-Sickinger y Jung, 1995). El NPY también puede
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activar la fosfolipasa C (PLC) estimulando, por tanto, la produccién de diacilglicerol
(DAG) e IP3 (Inositol 1,4,5-trifosfato )(Bell et al.,1997). Este ultimo podria, a su vez,

regular la sefalizacion intracelular de ca®* y el DAG activaria la PKC (Motulsky y

Michel, 1988; Mihara et al., 1989; Goldberg et al.,1998).

La respectiva relacion estructura-actividad de los receptores se ha
establecido usando analogos o fragmentos de NPY, PYY y PP (Michel et al.,
1998). Sin embargo, posteriormente se ha visto que la mayoria de las moléculas
consideradas como agonistas Y, (NPY(13-36), NPY(18-36)) vy Yi
([Leu31,Pro34]NPY) tienen afinidad por otros receptores clonados mas
recientemente, como el Y4 o0 el Ys. Por ello, actualmente, se opta por el uso de
antagonistas selectivos para su clasificacion, para el estudio de los mecanismos
enddgenos del NPY asi como para evaluar qué acciones de NPY pueden
representar fenomenos fisiolégicos importantes (Pheng y Regoli, 2000).

Receptores Y;

El receptor Y; ha sido detectado, mediante pruebas de ARNm en diversos tejidos
humanos (hipotdlamo, corazén, rifidén y tracto intestinal), de rata, de ratén vy
recientemente se ha identificado en invertebrados, en el sistema nerviosos central
de Triatoma infestans y en crustdceos en la cadena ganglionar abdominal de
Cherax cuadricarinatus (Larsen et al., 1993; Wharton et al., 1993; Nakamura et al.,
1995; Settembrini et al., 2003; Romero, 2011).

En general, el NPY se une al receptor Y; con mayor afinidad que el PYY y
que el PP (Gerald et al., 1996). Ademas, existen fragmentos de C-terminal que
pueden actuar como agonistas parciales del receptor y en algunas lineas celulares
actuan, incluso, como antagonistas (Michel et al., 1991). Actualmente, se conocen
varios antagonistas del receptor Y; (Tabla 2) entre los que destacan el J-115814,
el GR 264879A, y el BIBP3226 (Kanatani et al., 2000; Daniels et al., 2001; Rudolf
et al., 1994; Wieland et al., 1995; Doods et al., 1996).

Por otro lado, al receptor Y; se le asocia con: vasoconstriccion de la

mayoria de los lechos vasculares actua sobre los receptores adrenérgicos aj, el
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NPY induce la constriccion de los vasos debido a la activacion de la PKC
(Edvinsson et al., 1987; Wahlestedt y Reis, 1993).

Receptores Y;

El receptor Y, se localiza presindpticamente en las neuronas que contienen NPY,
(King et al., 1999), muestra una alta afinidad con NPY o PYY y una baja afinidad
con PP (Keire et al., 2002).

Los receptores Y, han sido detectados mediante ensayos de ARNmM en varias
zonas del SNC, se han encontrado niveles bajos de ARNm en tejidos periféricos
humanos como el corazén; sin embargo en invertebrados han sido detectados en
el tallo ocular, en el ganglio cerebroide y en la cadena ganglionar abdominal de
Cherax cuadricarinatus (Zhang et al., 1997; Velazquez, 2011; Romero, 2011).

Se han desarrollado algunos antagonistas selectivos que permitieran el
estudio de las posibles implicaciones biolégicas y terapéuticas del mismo, primero
se sintetizé el T4-[NPY33-36] y posteriormente se comercializé un antagonista de
caracter no peptidico, BIIE0246, mas selectivo que el anterior (Grouzmann et al.,
1997; Doods et al., 1999; Dumont et al., 2000).

La accion que se ha atribuido al receptor Y tiene lugar a nivel presinaptico,
inhibiendo la liberacién de neurotransmisores (Wahlestedt et al., 1986; Smith-
White et al., 2001). Los receptores Y, también se localizan en terminaciones
nerviosas noradrenérgicas alrededor del hipotalamo, ejerciendo una accion
inhibitoria sobre NA (Noradrenalina) (Martire et al., 1993). En otros estudios se ha
reportado que los receptores Y, participan en la regulacion endécrina, como la
liberacién de prolactina, o la potenciacién de la secrecion de vasopresina del
I6bulo neurointermedio de la rata (Wang et al.,, 1996; Larsen et al., 1994).
Investigaciones recientes, implican a este receptor en el efecto orexigeno, en la
motilidad intestinal, en el ciclo circadiano, en la memoria, en la epilepsia y en el
dolor (Kaga et al., 2001).
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Receptores Y,

Una caracteristica Unica del receptor Y, es su alta afinidad por el PP. Por lo tanto,
el receptor Y, es probablemente un receptor de PP. El receptor Y, humano
clonado tiene una secuencia de 43% de homologia con el receptor Y; humano
(Lundell et al., 1995; Bard et al., 1995; Yan et al., 1996). Tanto NPY y PYY tiene
afinidades bajas para este receptor.

En humanos el receptor Y, esta presente en el intestino, la prostata y el
pancreas (Lundell et al., 1995). EI ARNm del receptor Y, es escasamente
expresado en el cerebro, excepto en el tronco cerebral (Parker y Herzog, 1999).
En la rata, el receptor se encuentra principalmente en el pulmén (Lundell et al.,
1995; Lundell et al., 1996).

En estudios recientes se ha demostrado la existencia del receptor Y, en el
tallo ocular, ganglio cerebroide y cadena ganglionar abdominal del langostino
(Velazquez, 2011; Romero, 2011)

Receptores Ys

En 1996 se report6 la clonacion de un nuevo receptor de NPY designado receptor
Y5 (Gerald et al., 1996; Hu et al., 1996). EI| ARNm del receptor ha sido identificado
mediante hibridacion in situ en varias areas del sistema nervioso periférico y
central, asi como en testiculo, bazo, pancreas y areas importantes para la
regulacion de la ingesta de alimentos (Statnick et al., 1998; Gerald et al., 1996; Hu
et al., 1996). En invertebrados se ha reportado la expresion del receptor Y5 en la
cadena ganglionar toracica del langostino de rio (Romero, 2011).

La mayor afinidad por este receptor la tienen el NPY y el PYY, presentando
afinidad intermedia algunos analogos como el NPY2-36, el PYY3-36 y el NPY13-
36. El péptido PP tiene una muy baja afinidad por el receptor de la rata y del
hombre. [D-Trp32] NPY tenia una alta afinidad por el receptor Ys, mientras que
para los otros receptores conocidos de NPY reporto baja afinidad.

Actualmente, se conocen agonistas selectivos como: [Ala®!, Aib*’JNPY vy [D-
Trp**INPY; asi como también antagonistas selectivos de este receptor [D-
TRP32]NPY, L-152,804 y CGP71683A, que facilitan en gran medida el estudio de
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las respuestas fisioldgicas mediadas por la familia de los polipéptidos pancreaticos
(Cabrele et al., 2000; Parker et al., 2000; Balasubramaniam et al., 1994; Kanatani
et al., 2000a; Yokosuka et al., 2001).

A este receptor se le atribuyen efectos reguladores de la ingesta de
alimentos y juega un papel importante en la modulacion de la transmision
excitatoria del hipotalamo (Gerald et al., 1996; Kanatani et al., 2000; Yokosuka et
al., 2001; Guo et al., 2002).

Receptores Ys

La clonacion de un nuevo receptor de NPY en ratén de 371 aminoacidos fue
propuesto en ese momento para ser “Ys” (Weinberg et al., 1996). Sin embargo,
otros investigadores informaron de un mismo clon como un Receptor de PP o
receptor de Y2b (Gregor et al., 1996; Matsumoto et al., 1996). Para evitar
confusion, se cambio el nombre del receptor a Ys.

El gen del receptor Y estd presente en pollo, conejo, vaca, perro, raton, y
humano, pero estd completamente ausente en la rata (Burkhoff et al., 1998). Los
datos de secuenciacion revelaron que el gen Y6 es ortélogo del gen Y5 de ratén.
Los receptores Yg de los primates son funcionalmente inactivos debido a una
mutacion ocurrida durante la evolucion temprana de los primates (Matsumoto et
al., 1996).
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Agonista en

Antagonista

Sefal de

orden de Agonista selectivo . -
. selectivo tranduccidén
potencia
Y, NPY (0.2 nM) [Leu®! Pro®|NPY BIBP 3226 Giio,
PYY (0.7nM) [Pro*|NPY GR23118 inhibicion de
PP (>100 nM) [Leu®! Pro*PYY J-115814 adenil-
[Pro*|PYY SR120819A ciclasa
GR264879A
H394/84
BIBO3304
Ya NPY (0.7 nM) NPY13 36 T4-[NPY33-36] Gilo,
PYY (0.7nM) NPY3_36 BIIE0246 inhibicion de
PP (>1000 nM) PYY 1336 adenil-
PYY3_35 ciclasa
Y PP (0.05 nM) PP Gilo,
NPY inhibicién de
PYY adenil-
ciclasa
Ys NPY (0.6 nM) [Ala*! Aib*|NPY  [D-TRP32]NPY Giio,
PYY (1 nM) [D-Trp*|NPY L-152,804 inhibicion de
PP CGP71683A adenil-
ciclasa
Ys NPY inhibicion de
PYY adenil-
PP ciclasa

Tabla 2. Principales agonistas y antagonistas de los receptores del NPY (Modificada de

Michel, et al.,1998).
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JUSTIFICACION

Los sistemas de regulacion del sistema neurosecretor de los crustaceos son de
gran importancia al participar directamente en la regulacibn de procesos
fisioloégicos relevantes tales como: crecimiento, muda, niveles de glucosa
hemolinfatica, entre otros. Esto ha generado un sin-nimero de estudios
relacionados con la modulacion de dichos procesos por factores tanto internos
como externos (ambientales), ya que esto podria permitir identificar mecanismos y
moléculas participantes, que permitan un mejor control en la reproduccién y

velocidad de crecimiento de los crustaceos, entre otras.

Una parte importante de estos mecanismos de regulacion estan
determinados por las propiedades eléctricas de las células nerviosas. En el SOX-
GS de los crustaceos se han realizado algunos trabajos para describir el
comportamiento de este sistema de regulacion, entre los neuropeptidos que

participan en este sistema se ha identificado al NPY.

El NPY se encuentra ampliamente distribuido en el sistema nervioso, tanto
a nivel central como periférico y ha sido implicado de forma relevante en muchas
funciones por lo que ha adquirido gran importancia y su estudio se ha ampliado de
vertebrados a invertebrados en los ultimos afios, ya que ademas se han
identificado miembros de la familia NPY en invertebrados como moluscos,

dipteros, heterdpteros, turbelarios, platelmintos y crustaceos.

Aungue poco se sabe sobre las funciones del NPY en invertebrados,
recientemente se ha demostrado que esta implicado en el aumento de la ingesta
de alimentos y el aumento de peso en crustaceos, es bien sabido que estos
procesos son controlados por el sistema enddécrino, sin embargo, aun se
desconoce el mecanismo de los efectores sobre la ingestion de alimentos en

crustaceos.

En trabajos previos se ha logrado demostrar mediante inmunoensayos la

existencia de NPY y sus cinco tipos de receptores en tallo ocular del langostino de
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rio, también se han identificado los receptores Y1, Y2, Y4, Yy Y5 asi como del
neuropéptido F (NPF), péptido considerado homologo al NPY en invertebrados,
en el SNC del langostino de rio, sin embargo, existen pocos estudios
electrofisiolégicos, por lo que poco se sabe sobre el efecto que tiene el NPY en la
actividad eléctrica de las neuronas del 6rgano X. Por tal motivo, el presente trabajo
tiene como objetivo evaluar las propiedades eléctricas de las neuronas del 6rgano
X para establecer la participacion del NPY como neuromodulador de la actividad

eléctrica y secretora de estas células.
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HIPOTESIS

El neuropéptido Y (NPY) modula la actividad eléctrica de las células del érgano X

(OX) del langostino de rio azul, modificando su resistencia de entrada.

OBJETIVO GENERAL

e Establecer la participacion de NPY como neuromodulador y el posible
mecanismo que media los cambios en la actividad eléctrica de las células

secretoras del sistema OX-GS del langostino de rio.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar los efectos de NPY sobre la morfologia del Potencial de accion de

las células del OX del langostino de rio.

e Analizar el efecto del NPY sobre la corriente de sodio dependiente de

voltaje en células de OX en cultivo.

e Analizar el efecto del NPY sobre la corriente de calcio tipo N dependiente

de voltaje en células de OX en cultivo.

e Estimar el efecto del NPY sobre la corriente tipo NSR en células de OX en

cultivo.
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MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo de cada uno de los experimentos fueron utilizados langostinos
de rio adultos de la especie Cherax quadricarinatus que fueron proporcionados por
el centro acuicola “El compartidor” de Jojutla Morelos y trasladados al laboratorio
de neurobiologia de la Escuela de Biologia. Donde fueron colocados en
contenedores de polietileno con un nivel de agua aproximadamente de 15
centimetros con burbujeo constante para su buena oxigenaciéon. Los langostinos
fueron adaptados por dos semanas a un ciclo de luz oscuridad 12:12 y comida ad

libitum.

Diseccion del tallo ocular del acocil

En todos los experimentos se utilizd la misma técnica de diseccion que a
continuacion se describe. Después de la ablaciéon de los pedunculos oculares,
éstos fueron colocados en solucion salina para crustaceo (en mM: 205 NacCl, 5.4
KCI, 2.6MgCl,, 13.5 CaCl,, y 10 HEPES-Na ajustado a pH 7.4 con NaOH). El
exoesqueleto, musculo y tejido conectivo que envuelven a las estructuras
nerviosas, fueron removidos bajo observacion microscépica para exponer a las
neuronas del SOX-GS. La preparacion fue fijada en la camara de registro (de 250
ul) con alfileres entomoldgicos finos (No 0) y se perfundié durante una hora con
solucion salina para crustaceo a un flujo de 1 ml por minuto antes de iniciar los

registros electrofisioldgicos.
Cultivo celular de neuronas del OX

El procedimiento para obtener células en cultivo fue el siguiente: una vez
disectados los tallos oculares, se aislaron de 2 a 4 OX y se incubaron durante una
hora con agitacion constante en 1 ml de medio de cultivo no condicionado
Leibovitz L-15 adicionado con 2.5 mg ml* de colagenasa-dispasa (Boehringer
Mangeim). A continuacion, los OX fueron lavados con medio de cultivo libre de
enzimas y se incubaron durante 30 minutos con agitacion suave. La dispersiéon de

las células se hizo directamente con una pipeta de vidrio de punta roma de
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aproximadamente 150 um de diametro interno. La ventaja de esta pipeta es que
permite desprender por aspiracion suave, célula por célula del acimulo neuronal.
Las camaras de registro fueron previamente tratadas con Concanavalina A
(Sigma) a una concentracion de 2 mg por mililitro (diluida en agua desionizada
estéril). Los cultivos celulares fueron mantenidos a temperatura ambiente (14 a 22
°C) y en condiciones de baja iluminaciébn durante 24 horas. Las camaras de
registro consistieron de una placa rectangular de lucita con fondo de vidrio
(cubreobjetos) de 3 X 5 cm, que en la region central tenian un carril de 3.5 mm de
ancho por 30 mm de largo y con un volumen aproximado de 200 pl.

El medio de cultivo se prepar6 disolviendo en un litro de agua desionizada
un paquete de medio en polvo (Gibco BRL, Leibovitz L-15) y se le adicionaron
sales, glucosa, glutamina y antibioticos, para que su composicion final fuera (en
mM): 205 NacCl, 5.4 KCI, 2.6 MgCl,, 13.5 CaCl,, 10 HEPES, 5.5 glucosa, 2 L-
glutamina, mas 16 pg ml™ de gentamicina, 5 pg ml™ de estreptomicinay 5 U ml™
de penicilina.

Registros electrofisiolégicos

En la preparacién de tallo ocular aislado se realizaron registros intracelulares de
neuronas del OX con microelectrodos de borosilicato (WPI, 1.0 mm diametro
externo), construidos en un estirador vertical (David Kopf modelo 730). Los
microelectrodos se llenaron con acetato de potasio 2.6 M y su resistencia fluctué
de 90-120 MQ. Para el registro intracelular de neuronas utilizamos un amplificador
DC Axoclamp-2A (Axon) en el modo de fijacidbn de corriente y mediante un
convertidor analégico-digital (DMA TL-1, Axon) las sefiales se almacenaron en el
disco duro de una computadora.

En las células en cultivo realizamos registros de fijacion de voltaje en la
modalidad estandar de célula completa con un amplificador Axopatch 200A (Axon)
cuya salida analégica se conectd a un convertidor anal6gico-digital (Digidata 1200,
Axon). Utilizamos pipetas de vidrio de borosilicato de pared gruesa (1.5 mm
diametro externo y 0.86 diametro interno, Sutter) construidas en un estirador

horizontal Sutter modelo P-87. Las pipetas para este tipo de registro fueron
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llenadas con la siguiente solucion (en mM): 207 KCH3SO,4, 12 KCI, 2 CaCl,, 2
MgCl,, 5 EGTA-K y 10 HEPES, ajustado a pH 7.4 con KOH, y su resistencia
fluctud entre 2 y 3 MQ. Para el procesamiento de los datos empleamos el software
Axotape 2.0.2.

El NPY empleado fue aplicado con un sistema rapido de microperfusion
conocido como “tubo en Y” (Akaike et al., 1994), el cual permite modificar
dinamicamente las soluciones extracelulares y la aplicacion de diversas soluciones

de prueba (Fig. 4).

solucién estandar

solucién experimental

LR

valvula
magnética “j
/

Electrodo
de registro

<7

camara de registro

Figura 4. Dispositivo experimental del sistema de perfusion del tubo en Y. Donde se observan las
células del OX directamente cultivada en la camara de registro, en donde la salida del tubo en Y
se colocé de 100 a 150 um de la célula en registro. Notese que las soluciones de prueba aplicadas
con este sistema permiten mantener la perfusiébn en el bafio de manera constante y de esta
manera realizar cambios en tiempos cortos (us).
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RESULTADOS

En el presente trabajo analizamos el efecto del NPY sobre el potencial de
membrana, la morfologia del potencial de accion, asi como de las corrientes de
Na’, ca®t y tipo NSR de células del OX del crustaceo. Para ello se realizaron
series experimentales que permitieran evaluar los cambios en la resistencia de
entrada de la célula y de la morfologia del potencial de accién.

Se realizaron experimentos de fijacion de corriente en células aisladas del
OX en 24 horas de cultivo para evaluar el efecto de NPY sobre la resistencia de
entrada, mediante pulsos de corriente hiperpolarizante y despolarizante.

El efecto sobre el potencial de membrana se ve reflejado en la magnitud de
la corriente necesaria para generar potenciales de accion. En la figura 5 se
muestra uno de una serie de 20 experimentos (n=20) del efecto del NPY sobre el
potencial de membrana, al perfundir 300nM de NPY mediante el sistema en U
(figura 3) en la solucion extracelular.

En la parte superior de la figura 5 se presenta el registro de cambios del
voltaje con respecto al tiempo, donde se observan trazos de voltaje del RC de la
membrana ante pulsos de corriente hiperpolarizantes y potenciales de accién ante
pulsos de corriente despolarizante, en el centro de la figura se muestra el registro
del potencial de membrana en presencia de 300 nM de NPY. Cabe sefalar que se
aplicaron los mismos pulsos de corriente y puede observarse que en presencia de
NPY hay un incremento en la resistencia de entrada, asi como una disminucién en
la excitabilidad de la célula.

Como se puede observar en la figura 5 se muestra un ejemplo en el que se
observa la respuesta tipica provocada por 300nM de NPY sobre la resistencia de
entrada, el NPY es capaz de provocar una hiperpolarizacion del potencial de

membrana de al menos 9 mV.
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control
-60 g g
0
—
-60 £ NPY 300nM
0
-60 recuperacion

100 ms

Figura 5. Incremento de la resistencia de entrada por NPY en neuronas del OX. Se
muestra la respuesta a pulsos cuadrados de corriente variables en condiciones control (superior),
durante la perfusion de 300nM de NPY (medio) y la recuperacién al lavado (inferior). Este es un
ejemplo de 20 experimentos realizados. Note que NPY incrementa la resistencia de entrada y
disminuye la excitabilidad de la célula en los pulsos despolarizantes, que puede estar asociado a la
hiperpolarizacion del potencial de membrana. Nota el protocolo de pulsos consiste en pulsos
cuadrados de corriente que parten de -0.8 a +0.6 con pulsos variables de 0.2, con una duracién de
150ms.
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En la segunda serie experimental se estudiaron los cambios generados por
NPY sobre el potencial de membrana y de accién en neuronas del OX empleando
la técnica de fijacion de corriente.

control

—— NPY 300nM
—— recuperacion

-48.5

-57.0

Figura 6. Efecto de NPY sobre el potencial de accién de las neuronas aisladas del OX
en cultivo. En esta figura podemos observar la relacion del voltaje respecto al tiempo, en donde
cada trazo representa un potencial de accién en condiciones control y cuando se perfundié 300nM
de NPY. Note que el NPY incrementa el potencial de membrana de -48.5 a -57mV, ademas de que
la duracion del potencial de accion disminuye al menos en un 50%, y que el efecto mostrado es

reversible.
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El NPY caus6 un cambio en la morfologia del potencial de accién de las neuronas
del OX. Como podemos observar en la figura 6, el potencial de accion disminuye
se duracion al menos un 50+7.8% y la amplitud del potencial de accion, asi como
una hiperpolarizacion del potencial de membrana de las neuronas del OX.

Los resultados antes mencionados nos que sugieren que podrian estar
implicada la corriente entrante de Na" y/o de ca®*. En cambio las corrientes de
potasio no, debido a que el incremento de la resistencia de entrada indica el cierre
de conductancias de la célula, por lo que el cierre de los canales de potasio
provocarian una despolarizacion de la membrana y es una respuesta contraria a la
observada por NPY en las células del OX.

Para determinar la naturaleza i6nica de la respuesta a NPY se llevaron a
cabo registros de corrientes de Na" y de ca®* en células de OX durante la

perfusién de NPY y en condiciones control.

En la figura 7 se muestra uno de una serie de ocho experimentos de

registro de corriente de Na® en células aisladas del OX en 48 horas de cultivo. En

la parte superior de la figura se observan dos trazos de corriente de Na*, generada

por un pulso cuadrado que parte de un potencial de sostenimiento de -60mV a
cambia a un valor de +10mV con una duracion de 30 ms (ver figura 7). Los trazos
de corriente fueron obtenidos en condiciones control y a la obtenida durante la
perfusion de 300nM de NPY. Es importante sefialar que no se ven afectados el
pico de la corriente ni la inactivacion por la perfusion del péptido. En la parte
inferior de la figura 7 se muestra la grafica que representa el curso temporal del
efecto del péptido sobre el pico de la Iya normalizada y la corriente al final del
pulso, en condiciones control y durante la perfusion de 300nM de NPY. Donde

podemos observar que el NPY no provocé cambios significativos en la corriente de

+

Na .
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Figura 7. Corriente de Na" obtenida de neurona del OX aislada de 48hrs en cultivo. En A se
muestran dos trazos de la Iy, obtenida con un potencial de sostenimiento de -60mV y un pulso
cuadrado de +10mV y 30 ms de duracién (parte superior de la figura), aplicados con intervalos de
10s en condiciones control y durante la perfusién de 300nM de NPY. En B se muestran la grafica
del valor normalizado +ESM del pico de la Iy, y del valor de la corriente al final del pulso, que
muestra el curso temporal de la Iy, al aplicar 16 pulsos del estimulo antes mencionado en
intervalos de 10ms en condiciones control (circulos vacios) y durante la perfusion de NPY. Note
gue no hay cambios significativos en la amplitud e inactivacién de la corriente por NPY. Este

experimento es representativo de 8 mas. La flecha indica el inicio de la aplicacion del péptido.
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Figura 8. Corriente de Ca” obtenida de neurona del OX aislada de 48hrs en cultivo. En A se
muestran dos trazos de lg,+ Obtenida con un potencial de sostenimiento de -60mV y un pulso
cuadrado de +20mV (ver protocolo en la parte superior de la figura) en condiciones control y
durante la perfusion de 300nM de NPY. En B se muestran la gréafica de la corriente al pico
normalizado de Ca**, con respecto al tiempo durante la perfusion de NPY. Note que no hay
cambios significativos en la corriente por NPY. Este experimento es representativo de 10 mas. La

flecha indica el inicio de la aplicacion del péptido.
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Posteriormente realizamos una serie experimental para evaluar el posible
efecto del NPY sobre la corriente de Ca®* tipo N de las células del OX. En la parte
superior de la figura 8 se muestran los trazos correspondientes a la corriente de
ca®* durante la perfusiéon de 300nM de NPY y en condiciones control, obtenidas
de una neurona del OX aislada de 48 horas en cultivo, y generada con un
potencial de sostenimiento de -60 mV y un pulso cuadrado de +10mV de 30ms de
duracion. En la parte inferior de la figura 8 se muestra la grafica del pico de la
corriente de Ca’" al pico normalizado con respecto al tiempo, durante la perfusion
de 300nM de NPY. Se muestra uno de 10 experimentos realizados.

Realizamos una serie experimental para evaluar el efecto de la corriente
NSR que se realizaron en neuronas del OX aisladas con 48 horas de cultivo, en
condiciones control, durante la perfusion de 300nM de NPY y en recuperacion al
lavado. En la figura 9 se observan los trazos de corriente obtenidos de un pulso
triangular cuyas caracteristicas se indican en la parte superior de la figura, el trazo
negro corresponde al obtenido en condiciones control y el rojo corresponde al
aplicar 300nM de NPY. Como se puede apreciar los cambios en la corriente por
NPY, es una clara disminucion de la amplitud de la corriente.

Por dltimo realizamos una serie experimental para evaluar el efecto de
Cadmio (Cd2+) sobre la corriente NSR en neuronas del OX aisladas con 48 horas
de cultivo, en condiciones control, durante la perfusion de 1Nm y en recuperacion
al lavado. En la figura 10 se observan los trazos de corriente obtenidos de un
pulso triangular cuyas caracteristicas se indican en la parte superior de la figura.

_ . . 2
Como se puede apreciar los cambios en la corriente por Cd * es un claro que el

Cd2+bloquea la Insr Y que el efecto es reversible.
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+20
-60 ~ ——
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Oqm
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control
—— NPY 300nM

Figura 9. Cambios de la corriente NSR provocados por NPY. En esta figura observamos las
corrientes idnicas obtenidas de una célula del OX aislada de 48 hrs de cultivo, provocadas por un
pulso de rampa caracterizado en la parte superior de la figura. La corriente tipo NSR fué obtenida
en condiciones control (trazo negro) y durante la perfusién del NPY 300nM (trazo rojo). Note que la
corriente ionica obtenida posterior a la aplicacion de NPY disminuye la corriente en la region de
pendiente negativa exclusivamente. Cabe sefialar que esta respuesta fue observada en 10
experimentos mas.
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+20 mV
—60~
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—— control -
—— Cd* 1mM 2s
recuperacion

Figura 10. Cambios de la corriente NSR provocados por Cd*. En esta figura observamos las
corrientes idnicas obtenidas de una célula del OX aislada de 48 hrs de cultivo, provocadas por un
pulso de rampa caracterizado en la parte superior de la figura. La corriente tipo NSR fué obtenida
en condiciones control (trazo negro), durante la perfusién de Cd**1Nm (trazo rojo) y durante la

recuperacion (trazo azul).
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DISCUSION

En general se ha aceptado que las células neurosecretoras son neuronas, que en
su diferenciacion adquirieron caracteristicas de células glandulares (Scharrer y
Scharrer, 1945). Las caracteristicas neuronales de células neurosecretoras han
sido investigadas con especial atencion en su excitabilidad eléctrica (Ishikawa et
al., 1966). Desde estos trabajos pioneros, ha quedado claro que las neuronas
neurosecretoras pueden generar potenciales de accion de la misma manera en
que lo hacen el resto de las neuronas. Ademas, se ha reportado que los
potenciales de accidén pueden estar asociados con el transporte y liberacion de
hormonas (Fridberg et al., 1966).

Las caracteristicas eléctricas de células de sistemas neurosecretores han
sido ampliamente estudiadas en vertebrados, sin embargo, también existen
trabajos en invertebrados como moluscos (Aplysia), insectos (Drosophilla) y
crustaceos (Cherax), en donde han reportado que las células neuroenddcrinas de
estos sistemas tienen propiedades eléctricas de membrana similares a las de
neuronas del sistema nervioso central (Frazier et al., 1967 y Cooke, 1964).

En el trabajo que presentamos analizamos el efecto del NPY sobre la
excitabilidad de las células del OX de 48 horas de cultivo, en donde se
consideraron los cambios del potencial de membrana, el potencial de accion, las
corrientes de sodio, calcio y NSR generados por el péptido.

Nuestros resultados indican que el NPY ejerce un efecto sobre las neuronas
del OX del langostino azul (Cherax quadricarinatus), ya que la microperfusion de
NPY sobre neuronas del OX produjo variaciones en el potencial de membrana,
como se mostro en la figura 5, el NPY incrementa la resistencia de entrada de las
células del OX, lo que sugiere una disminucion en la conductancia de la
membrana celular y por tal motivo el efecto provocado por NPY podria estar
asociado al cierre de canales dependientes de voltaje, provocando asi una
hiperpolarizacion del potencial de membrana como se observa en la figura 6, por
lo que dichos cambios pueden estar asociados a una disminucion de la

conductancia de membrana de las células del OX (Hille, 1992).
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., . . . . +
La funcion primaria de los canales dependientes de voltaje de Na en la

mayoria de las células es despolarizar la membrana y generar la carrera
ascendente del potencial de accidn en el nervio, células neurosecretoras, musculo
esquelético y cardiaco (Catterall, 1992).

+ . . .
El canal de Na es un canal activado de manera dependiente por cambios

de voltaje y tiempo, generando asi la corriente de Na' que es la principal
responsable de la fase de despolarizacion del potencial de accién. Se han
registrado dos corrientes de Na" funcionalmente distintas. Ambas corrientes son
sensibles a TTX pero difieren en sus propiedades de inactivacion. Estas corrientes
son conocidas como Iyas (rapida) vy Inas (lenta). La primera corriente de Na' es
esencialmente la corriente responsable de la generacion de la fase despolarizante

. v . . + , e
del potencial de accion. Dicha corriente de Na' esta dada por la expresion:

INa = ONa msh (Vm - VNa)

Cuando la membrana es despolarizada por un estimulo de tipo umbral
(inicio del pulso), m se incrementa exponencialmente y h decrece también
exponencialmente, pero con una constante de tiempo mayor. Si el pulso de voltaje
se termina abruptamente (final del pulso) y se repolariza al potencial de membrana

antes de que la inactivacion de los canales de sodio haya reducido la corriente de

+ . ;o . .
Na ', puede observarse una corriente entrante que decrece rapidamente (corriente

de cola). Esta corriente fue interpretada como una corriente de Na' que se
presenta por el aumento del factor V-Vna. Y NO cierra instantdneamente los
canales al repolarizar. Esta corriente posteriormente decrece, porque el pardmetro
de activacién m regresa a su condicion de reposo (Latorre et al., 1996).

Las neuronas del OX son capaces de disparar potenciales de accion
complejos con un rapido potencial de despolarizacion dependiente de sodio inicial
seguido por un potencial de despolarizacion lento dependiente de calcio. Los picos
de sodio en el soma pueden actuar como un refuerzo potencial para activar la

accion dependiente de calcio en el potencial del soma que conduce a un aumento
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2+ . . .z
en Ca” interno con el fin de regular la secrecion. En el soma de neuronas del OX
de langostinos de rio se han registrado potenciales de accién en medios libres de

Na" y TTX en el cual la electrogénesis del pico de Na" puede ser abolido y
modificado por la concentracion de iones de ca®* en el medio, lo que indica el
aumento de la permeabilidad de los iones de Ca®’. Este sistema gue es sensible a

la concentracion de iones de Ca®* puede existir junto con el sistema de Na' en la
misma célula; estos dos componentes del pico del potencial de accion no solo
han sido encontrados en vertebrados (Koketsu y Nishi, 1969) y se han
caracterizado en invertebrados (Geduldig y Junge, 1968).

Se ha observado que en células neurosecretoras de anélidos, moluscos,
anfibios y mamiferos, el potencial de accion es mediado principalmente por
corrientes de Na* y ca®*. En trabajos previos de lwasaki y Satow en 1971, se
mostré que en células del OX de crustaceos, el potencial de accién en el soma y
en el axén son dependientes Na" y Ca2+, siendo el primero él principal mediador

del potencial de acciéon. En experimentos realizados en diversas especies de
cangrejos, se ha sugerido que los potenciales de accién en la glandula sinusal son

potenciales de ca®’ (Cook et al.,, 1977) por lo que en el presente trabajo se

analizo el papel de las corrientes entrantes de Na" y ca’*enla hiperpolarizacion
del potencial de membrana obtenido durante la perfusion de NPY, debido a que al
disminuirse estas pueden provocar un retardo en la generacion del potencial de
accion, su amplitud y duracién (como se observa en la figura 6) por cambios en la
inactivacion de estos canales, sin embargo en nuestros resultados no se reporta
algun cambio significativo en las Ina Y Ica cOmparado con el registro en condiciones

control.

El NPY no cambia las amplitudes e inactivaciones de la corriente de Na* y

2+

Ca”, por lo que asumimos que el cambio en la amplitud asi como la

hiperpolarizacion del potencial de membrana se deben al decremento de la
corriente tipo NSR. Onetti y cols. en 1990 mostraron que la corriente de tipo NSR

participa en el establecimiento del potencial de membrana, por tal motivo
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consideramos que el efecto hiperpolarizante observado durante la aplicacion del
NPY puede afectar la corriente tipo NSR por lo que decidimos explorar esta
posibilidad.

En este trabajo cabe sefalar que no fueron analizadas las corrientes de K*
debido al interés que plasmamos con anterioridad y dejar para trabajos futuros
establecer el vinculo de estas corrientes con el cambio en la duracion del potencial
de accion.

Una de las principales caracteristicas de la membrana de una neurona es
su curva voltaje-corriente (V-l), que usualmente tiene la forma de una funcién
creciente monétona, sin embargo, en algunos casos esta se altera debido a la
aparicion de una regién de pendiente negativa (NSR) en la curva (fig. 9). Las
curvas no-monotonicas con NSR, pueden ser obtenidas en membranas que
contienen canales dependientes de voltaje de Na" y K*, los cambios en los
pardmetros membranales como gk, gna Ex Y Ena, pueden determinar cambios en la
curva corriente-voltaje. Se ha propuesto que la region NSR juega un papel
esencial en el mantenimiento de las oscilaciones lentas de la membrana durante
la explosion de actividad del potencial de accién (Wilson y Wachtel, 1978).

La Insr Oscila en el orden de 1 a 3 nA en neuronas del OX, sin embargo,
incrementa la resistencia de entrada por lo que es posible que la corriente pueda
llevar al potencial de membrana al valor umbral. La naturaleza ionica de la Insg
varia, por ejemplo en neuronas R15 de Aplysia han sido implicados para su
generacion tanto el Na* como el ca?* (Adams y Benson, 1985), mientras que en
células tipo 11 de Otala, ha sido implicada como una corriente exclusivamente de

Na® (Smith et al., 1975).
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Figura 11. Curva (I-V) obtenida de neuronas del OX en una solucién 1.7x10° M de Ca** (Onetti, et
al., 1990)

En neuronas de moluscos se ha observado que la Insg €s activada después
de la aplicacién de pentilentetrazol, y de varios péptidos o neurotransmisores
como oxitocina y vasopresina en Lymnaea stagnalis, FMRFamida y la hormona
de la puesta de huevos (ELH) en Aplysia (Ichinose y Mc Adoo, 1988, Kirk y
Scheller, 1986).

En neuronas de Aplysia se ha descrito una corriente lenta entrante inducida
por el neuropéptido FMRFamida. Esta corriente, aumenta la curva |-V de la Iysr

de neuronas del ganglio abdominal R14, posiblemente con ello aumenta la

excitabilidad de la neurona. Por lo que a pesar de que la corriente parece estar
mediada por Na’, se ve afectada por las concentraciones de ca®* y CI
intracelulares (Ichinose y Mc Adoo, 1988).

Los cambios de la Iysg provocados por el NPY muestran una clara
disminucion de la amplitud de corriente, como se puede ver en la fig. 8 la Insr

oscila en el orden de 1 a 2 nA, lo que es consistente con las corrientes descritas

por Onetti y cols. 1990.
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En cuanto a la naturaleza i6nica que genera la Iysg, €n células del OX se
., 2+ -
ha reportado que el aumento en la concentracion de Ca”~ no provoca algun

decremento en la Iysg (Onetti et al.,, 1990), lo que coincide con nuestros

resultados ya que no encontramos ningun cambio significativo en la Ic, durante la

aplicacion de NPY.
El Cd2+ vy el Ca®" tienen un radio i6nico similar, por lo que el cd*?es capaz

de bloquear la Ica, en la figura 10 se muestra el efecto del cadmio sobre la
corriente Iysgr, se puede observar que hay un bloqueo de la corriente y que el
efecto es reversible, lo que sugiere la participacion de ca®" en dicha corriente en
céluas del OX como lo ha reportado Onetti y colaboradores.

Tomando en cuenta que el estudio que presentamos es considerado como
exploratorio y por este motivo mencionamos que es necesario realizar una mejor
caracterizacion del posible mecanismo de accion del NPY sobre los canales que
generan la corriente NSR. Para nosotros, ha llamado la atencién el blanco del
NPY ya que a la fecha en las células estudiadas no se han observado
neuromoduladores 0 neurotransmisores que actden sobre esta corriente en
neuronas del 6rgano X del langostino de rio. Ademas tomando en cuenta las
referencias mencionadas anteriormente existe la posibilidad de que otros péptidos
puedan tener como sitios de accion moduladora la Insg.

Un aspecto importante a resaltar es que nuestros resultados nos permiten
sugerir que los cambios en el potencial de membrana y de accién de las neuronas
del OX del langostino de rio, estan mediados por la Iysg, generada por iones de
Na" y ca®*. Por primera ocasion en esta preparacion se sugiere la participacion
de NPY como neuromodulador de las neuronas secretoras del OX del langostino y
que pueden derivarse trabajos posteriores en busqueda de explicar los cambios
de peso y talla en camarones cuando son sometido a una dieta rica en NPY o
cuando este es administrado intramuscularmente, ya que se ha mostrado que al
suministrar NPY provoca un incremento significativo en la ingesta de alimentos en

Marsupenaeus japonicus y Penaeus semisulcatus (Kiris et al., 2004). Cabe sefialar
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gue en el sistema OX-GS participa en la regulacion de la ingesta a través de las

hormona que libera al torrente hemolinfético.
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CONCLUSIONES
El NPY provoca:

Un incremento en la resistencia de entrada de las células del OX de 48 horas de

cultivo.

Disminucion de la duracién del potencial de accion e hiperpolarizacién del

potencial de membrana de las células del OX.

Disminuye la amplitud de la corriente de pendiente negativa (NSR), lo cual nos
permite sugerir que este cambio en la corriente es la causa que provoca el cambio
en el potencial de membrana y el potencial de accion observados. Sin afectar las
corrientes dependientes de voltaje Na* o Ca?* caracteristicas de las neuronas del
OX.
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