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Resumen

El sistema vestibular forma parte de una compleja red de mecanismos
propioceptivos, encargados del mantenimiento del equilibrio y la postura. En los
mamiferos se encuentra formado por dos 6rganos otoliticos, utriculo y século,
ademdas por los canales semicirculares anterior, posterior y horizontal. Este
sistema se comunica con el sistema nervioso central, los cambios detectados por
los 6rganos que lo forman, son enviados en forma de impulsos nerviosos a los
nacleos vestibulares. Las células ciliadas liberan neurotransmisores en el espacio
singptico que conecta con el nervio vestibular aferente de manera esponténea, lo
cual se conoce como descarga basal, dicha descarga puede modificarse mediante
estimulos mecanicos o farmacos. En este trabajo se estudié papel de receptores
opioides de tipo delta en el vestibulo y su efecto en la descarga basal del nervio
vestibular, para ello se analizo el efecto de la [D-Penicilamina2, D-Penicilamina5]
Encefalina (DPDPE) aplicada por microperfusion en la preparacion de vestibulo
aislado de la rata, con la técnica de registro extracelular multiunitario.  Las
concentraciones del farmaco utilizadas fueron 3 uM, 300 nM, 100 nM, 10 nM y 3
nM. El efecto fue medido a los 30 segundos, 3 minutos y 10 minutos posteriores
de la aplicacion y comparados con el registro control utilizando. Los resultados
fueron analizados y se tomaron como estadisticamente significativos aquellos con
una P<0.05. Sobre la descarga basal se observaron dos tipos de efectos, un
efecto excitador (aumento de la frecuencia de descarga) que fue estadisticamente
significativo a la concentracion de 100nM a los 30 segundos de la aplicacion, y un
efecto inhibidor (disminucion sobre la frecuencia de descarga), que fue
estadisticamente significativo a la concentracion de 300nM a los 10 min después
de la aplicacion (300 nM, P=0.03; 10nM, P=0.04; 3nM, P=0.01). Estos resultados
sugieren que los receptores delta opioides podrian estar participando como

moduladores de la frecuencia de descarga.



2. ABREVIATURAS

AMPA: Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-
4-isoxazolpropiénico

ACH: Acetil colina
AMP:: Adenosin monofosfato ciclico
ATP: Trifosfato de adenosina

CGRP: Péptido relacionado con el gen

de la calcitonina

CSs: Canales semicirculares

CV: Coeficiente de variacion

DOR: Receptor delta opioide
DPDPE: (D-Pen? D-Pen®)-Encefalina

GABA: Acido y-aminobutirico

GTP: Guanosin trifosfato

GDP: Guanosin difosfato

IPS: Impulsos por segundo
KOR: Receptor kappa opioide
MOR: Receptor mu opioide
NMDA: N-metil, D- aspartato
NV: Nucleo vestibular

ORL: Receptor similar a opioide
PKA: Protein cinasa A

PKC: Protein cinasa

VOR: Reflejo vestibulo-ocular



1. INTRODUCCION

El sistema vestibular forma parte de una compleja red de mecanismos
propioceptivos. En el humano el aparato vestibular tiene tres funciones principales:
1) Participa en la sensacion subjetiva del movimiento y de la orientacion espacial,
permitiéndonos estimar la posicion de la cabeza en el espacio con seis grados de
libertad: tres angulares y tres lineales. 2) Las entradas vestibulares al sistema de
control de la postura permiten ajustar la actividad muscular y la posicion del
cuerpo para evitar caidas. 3) La influencia vestibular a los nacleos oculomotores
permite estabilizar los movimientos oculares y la posicion de los ojos en el espacio
durante movimientos de la cabeza (Broussard et.al., 2011; Latridou et. al. 2013), el
mantenimiento del equilibrio y la postura; también contribuye a la diferenciacion
espacial entre arriba y abajo, el establecimiento de la linea media vertical aparente
del cuerpo y funciona como un sensor inercial para la deteccion del
desplazamiento en el espacio (Cullen, 2012). Junto con la informacién proveniente
de receptores somaticos y viscerales, participa en la generacion de un mapeo de
la posicion del cuerpo en el espacio y contribuye a formar el esquema corporal
(Highstein, 2004). Este es uno de los sistemas sensoriales mas primitivos y
conservados entre las distintas especies animales. Los estatocistos en los
invertebrados son los analogos de los 6rganos otoliticos; mientras que, los
canales semicirculares son exclusivos de vertebrados. La linea lateral es el 6rgano
encargado de la percepcion del movimiento del agua y responsable de la
orientacién de los desplazamientos de animales acuéticos, hay evidencia de ser
un caracter evolutivo bastante conservado, ya presente desde los peces Agnatos
del periodo Silarico y en los peces primitivos como la lamprea hasta la larva de los
anfibios; toma su nombre de la disposicion céfalocaudal de mecanorreceptores
sensoriales llamados neuromastos a lo largo de las caras laterales del cuerpo vy
sus neuronas asociadas correspondientes, esta estructura deriva de la placoda
pre-6tica y de las células de la cresta neural (Collazo et. al. 1994; Gacek, 1974;
Fritzsch y Straka, 2014).



2. EL SISTEMA VESTIBULAR

El sistema vestibular funciona como un propioceptor que transduce y
codifica informacion del movimiento de la cabeza en las tres dimensiones, se
encuentra localizado en el laberinto éseo, embebido en el hueso temporal del
craneo formando parte del oido interno, se compone por un conjunto de érganos
organizados en cinco 6rganos sensoriales que, complementados con el oido
contralateral, detectan aceleraciones tanto angulares como lineales. Cualquier
movimiento corporal en el espacio involucra tanto un componente rotatorio como
uno de traslacion. Los canales semicirculares (CSs) anterior, posterior y horizontal
responden a aceleraciones rotatorias debidas movimiento de la cabeza o el cuerpo
(Holstein et. al., 2004; Kandel, 2013). Cada CS posee un engrosamiento en uno
de sus extremos denominado ampolla o ampula, en el interior de esta se
encuentra una regién conocida como cresta, donde se alojan las células

sensoriales (células ciliadas); (Guyton y Hall, 2001).

Los drganos otoliticos detectan aceleraciones lineales (ya sean debidas a
cambios de orientacion con respecto a la gravedad o translaciones) como arriba y
abajo o bien adelante y atras (Figural) (Eatock, 2011); debido a que dentro de
estos 6rganos se localiza una matriz gelatinosa con cristales de carbonato de
calcio que en su conjunto se le denomina masa otolitica; a su vez la masa otolitica
se encuentra localizada sobre la macula, zona de los érganos otoliticos en la que

se encuentran las células sensoriales ciliadas (Figura 2).
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Figura 1.- Esquema del aparato vestibular. En la figura es posible distinguir la forma en espiral
caracteristica de la coclea en la proximidad del aparato vestibular. En el aparato vestibular se
observa la ubicacién del utriculo y el saculo (azul y morado respectivamente). Los canales
semicirculares anterior (color rosa), posterior (amarillo) y horizontal (naranja). Las ramas aferentes
provenientes de la sinapsis en la clpula de los canales semicirculares se unen posteriormente para
componer los ganglios de Scarpa superior e inferior, los nervio vestibularer superior e inferior.
También se muestran el nervio facial, nervio coclear y el ganglio espiral; estos Ultimos

pertenecientes a la coclea. Fuente: Modificado de Kandel et.al. (2013).

2.1 Células ciliadas

Las células presentan en la parte apical de 50 a 100 estereocilios que son
micro vellosidades formadas por actina, ademas tienen un solo kinocilio, cilio
verdadero que se localiza excéntricamente conformado por microtibulos en una
disposicion de 9+2, todos ellos se encuentran unidos entre si por una estructura
llamada “uniones de punta” (Gillespie, 1995). Los cilios se organizan de tal modo
gue el kinocilio se encuentra desplazado hacia un extremo de la superficie apical
mientras que los estereocilios mas grandes se encuentra adyacentes al kinocilio y
van disminuyendo su tamafio conforme se alejan de éste en la superficie apical de

la célula ciliada (Deans, 2013).
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Figura 2.- Proceso de mecanotransduccion. En la célula ciliada al producirse un estimulo

(movimiento angular o lineal) el movimiento inercial de la endolinfa induce deflexion de los cilios en
direccion al kinocilio, induciendo la apertura de canales de Ca’ de modo que la célula ciliada se
despolariza (banda naranja) y da inicio a la via de sefializacién desencadenando la liberacion de un
neurotransmisor, este aumenta la frecuencia de descarga de los potenciales de accién en la
neurona aferente. Cuando la deflexién de los cilios es en el direccibn opuesta al kinocilio, se
produce una inhibicién, cerrando los canales permitiendo la hiperpolarizacion de la celula ciliada
(banda azul), disminuyendo la liberacion de neurotransmisores y a su vez decayendo la frecuencia
de descarga de los potenciales de accién en la neurona aferente. Fuente: Modificado de Kandel et
al., (2013).

En el interior del laberinto membranoso se encuentra un liquido extracelular
denominado endolinfa, cuya composicion difiere de los demas liquidos
extracelulares por su alta concentracion de iones K* y baja concentracion de iones
Na’, estas caracteristicas la hacen diferente de la perilinfa, que posee
concentraciones idnicas similares a otros liquidos extracelulares como el plasma o

el fluido cerebro espinal (Leefmans et al., 2009).

Las aceleraciones de la cabeza tanto lineales como angulares, producen
movimiento de la endolinfa, y es este movimiento del liquido endolinfatico lo que
produce la deflexién inercial sobre la cupula (una masa de mucopolisacaridos que
contienen embebidas las terminales apicales de las células ciliadas (estereocilios)
y que ocupa el espacio entre el techo del &mpula y la superficie apical de la cresta)

y la subsecuente deflexién de los cilios induce cambios conformacionales en los



canales de transduccion permitiendo la apertura de canales idnicos principalmente
de Ca*" y K", debido a la presencia en la punta de cada estereocilio de proteinas
conocidas como uniones de punta (Ricci et al., 2006). Si la deflexion se dirige en
sentido del kinocilio, la membrana celular se despolariza e induce la liberacion del
neurotransmisor y se hiperpolariza si la deflexion se dirige en sentido opuesto al
kinocilio disminuyendo la liberacién de neurotransmisor (Figura 2; Kandel, 2013).
El neurotransmisor liberado por las células ciliadas es el glutamato, este se une a
diferentes subtipos de receptores a N-metil, D- aspartato (NMDA), Acido a-amino-
3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico (AMPA/Kainato) y metabotropicos. Las
neuronas eferentes en las células ciliadas son esencialmente colinérgicas e
interactian con receptores muscarinicos y nicotinicos, pero también liberan el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), sustancia P vy
encefalinas, que actian sobre receptores especificos (figura 3); (Soto et. al; 2013).

Las células ciliadas se pueden clasificar por la morfologia de su cuerpo celular en

cilindricas o con forma de matraz. También dependiendo de la morfologia de la
sinapsis neurona-célula se pueden clasificar como células ciliadas tipo | las cuales
poseen una terminacion sinaptica con forma de céliz o células ciliadas de tipo Il
cuyas terminales sinapticas tienen forma de boton (figura 3); (Goldberg, 1984;
Highstein, 2014).



TIPO 1l TIPO |

ATP ATP! 1

M —

oo CGRP-R
i B P R H NG mACh-R
Enk —_ mACh1-s 1 %
Subs P4l - S RACh-9c10 [ aAcn a2pB4
ik s w_— NO - >
¢ €3
£ ACh
NPS | &— GABA ? §£ LI
AMPA o - o 4N Enk
NMDA g H,, H, AMPA,NMDA > Siibs.P
\ NOS NOS NOS GABA

B> H,, H,
&= mACh-R
@ H

Figura 3.- Clasificacion de las células ciliadas vestibulares de acuerdo con el tipo de
sinapsis en células ciliadas tipo | y tipo Il. De derecha a izquierda en el esquema se muestra la
sinapsis aferente en forma de caliz y la eferente hace sinapsis sobre la aferente, esta morfologia
de la sinapsis es caracteristica de las células ciliadas tipo I, en cuanto a las células ciliadas tipo Il
las sinapsis tanto aferente como eferente presentan forma de botén. En el esquema se observa
los diferentes tipos de receptores y moduladores como Ach (acetilcolina), CGRP (péptido
relacionado al gen de la calcitonina), subs P (substancia P), enk (encefalinas) y GABA (acido y-
aminobutirico) involucrados en la mecano transduccién (Modificado de Soto et. al., 2013).

2.2 Vias vestibulares periféricas y centrales

Las aferencias provenientes de estructuras vestibulares se encuentran
conformadas por grupos de neuronas bipolares que dan origen a la rama superior
e inferior del nervio vestibular y cuyo soma se encuentra en el ganglio de Scarpa,
la rama superior estad formada por la union de los nervios que inervan la macula
utricular, la cresta del canal semicircular anterior y horizontal. Mientras las
aferencias provenientes de la macula el saculo y la cresta del canal semicircular
posterior conforman la rama inferior (Gaceck, 2002). Se unen a la via del VIII par
craneal (Rohregger y Dieringer, 2003) el cual a su vez se proyecta hacia los
nucleos vestibulares ipsilaterales localizados en el bulbo raquideo y la porcion
caudal de la protuberancia, aunque existen colaterales que se dirigen de manera
directa desde los organos vestibulares hacia el nédulo floculo nodular del
cerebelo. En los nucleos vestibulares (NV) se pueden encontrar divisiones como
Nucleo triangular de Schwalbe (mediano, medial o interno) que recibe fibras de los

canales semicirculares y también aferencias espinales. Nucleo de Deiters (0
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lateral) en funcion de las vias que recibe, se pueden diferenciar en él un area
retroventral que recibe aferencias de utriculo y saculo, asi como algunas
aferencias del canal semicircular anterior ademas de otra area dorsocaudal, que
recibe aferencias del cerebelo y la médula espinal. Desde este nacleo parte el
fasciculo vestibulo-espinal lateral que se dirige a las astas anteriores medulares.
El &rea retroventral proyecta fibras sobre la médula cervical, mientras que el area
dorsocaudal proyecta sobre la médula lumbar y los musculos extensores
cervicales. El Nucleo de Betcherew (craneal o superior) tambien recibe fibras de
los CSs, el nucleo de Roller (inferior, de la raiz descendente o caudal) recibe fibras
vestibulares primarias procedentes de los CSs y otras fibras procedentes del
saculo, el de Lewandowsky situado entre el nicleo de Betcherew y el de Deiters.
Por ultimo el Nucleo del techo se encuentra situado en el vérmix cerebeloso, por
encima de la oliva cerebelosa, por o que no suele incluirse como parte del NV,sin
embargo tiene importantes conexiones directas con los receptores vestibulares a
través de la raiz dorsal del nervio vestibular (via vestibulo-cerebelosa directa)
(Marco, 1984; Guyton y Hall, 2001; Takahashi, 2007; Angelaki y Cullen, 2008;
Bronstein, Patel and Arshad, 2015). Desde estos nucleos se originan proyecciones
hacia los nucleos involucrados con el control oculomotor (par craneal Il, IV y VI)
por medio del fasciculo longitudinal medial, asi como la musculatura extensora anti
gravitatoria del cuello y tronco por medio de los tractos vestibulo espinales lateral y
medial. Los nucleos vestibulares tienen proyecciones dirigidas al nucleo
ventroposterolateral de talamo y de ahi hacia el giro postcentral o corteza
somatosensorial primaria. Lo anterior da lugar a una via de transmisién sensorial
gue hace consciente el movimiento y la orientacion (Marcotti y Masetto, 2010; Soto
y Vega, 2010; Grassi y Pettorossi, 2011). Los estimulos son transducidos y
distribuidos mediante proyecciones glutamatérgicas, colinérgicas (principalmente)
y GABAérgicas, al sistema oculomotor, esqueletomotor, visceral y talamo-cortical,
también se encuentran otros aminoacidos excitadores como el aspartato y
homocisteato, capaces de activar receptores (NMDA y no-NMDA) de tipo
glutamatérgicos (Whittaker, 1964; Vega, 1988; Patneau y Mayer, 1990; Soto y
Chéavez, 2001; Vega, 2003; Dememes, 2006; Angelaki y Cullen, 2008). La ruta



mas corta implicada en el control del VOR (reflejo vestibulo ocular) esté
compuesta por un arco de 3 neuronas que van de las aferencias vestibulares
hasta las neuronas en el nucleo vestibular localizadas entre el bulbo raquideo y la
protuberancia; alli algunas fibras hacen sinapsis con neuronas de segundo orden y
proyectan hacia las motoneuronas extraoculares (Cullen, 2012).

Las fibras aferentes del vestibulo se pueden clasificar de acuerdo a la
regularidad de su descarga, tomando en cuenta el coeficiente de variacién (CV) de
los intervalos entre espigas. ElI CV varia con el intervalo promedio, por lo tanto,
Goldberg y colaboradores (1984) propusieron usar el coeficiente de variacién
normalizado (CV*) como una forma de clasificar la frecuencia de descarga de las
aferentes vestibulares. Basandose en su CV* las neuronas aferentes del vestibulo
fueron clasificadas en: regulares (CV*<0.10), intermedias (0.10<CV*<0.20) e
irregulares (CV*>0.20). En el utriculo de pez dorado la liberacion de
neurotransmisores ha demostrado poseer caracteristicas de liberacion cuantica
(Furukawa, 1978).

Existen farmacos que tienen efecto sobre el sistema vestibular y pueden
clasificarse en dos categorias de acuerdo a su principal mecanismo de accion:
primero tenemos a aquellos que actian como neurotransmisores Yy
neuromoduladores, en segundo lugar a aquellos que ejercen su efecto sobre los
canales ionicos dependientes de voltaje (Soto et al.,, 2013). Los aminoacidos
excitadores (glutamato), histamina, colinérgicos, farmacos con efecto sobre
receptores GABA y canales idnicos (antagonistas de Ca,", Na*), corticosteroides y
péptidos opioides se encuentran entre los su principal blanco de acciéon son los

canales idnicos (Soto y Vega, 2009).
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3. PEPTIDOS OPIOIDES

Se han identificado 3 prohormonas peptidicas que dan origen a algunos
péptidos opioides: la pro-opiomelanocortina (POMC) (Nakanishi et.al., 1979; Seo
et.al, 2008) que da origen a la Met-encefalina, la B-endorfina y la B-lipotropina. La
proencefalina A (PENK) (Comb et al., 1982; Mitchell et al, 1995) produce 4 copias
de Met-encefalina, una de Leu-encefalina, Met-encefalina-Arg®-Phe’ y Met-
encefalina-Arg®-Gly’-Leu® (Sollars, 2005). Por dlimo la proencefalina B o
prodinorfina (PDYN) (Kakidani et al., 1982; Sahley et al., 2013) contiene copia de
dinorfina A, dinorfina B, a neoendorfina y B neoendorfina. Pro-endomorfina da

origen a la endorfina-1 y la endorfina-2 ambas aisladas del cerebro bovino

;’/Opioides Enddégenos h e
\ / { \
y N ) Y ‘ 5
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) — | A
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Figura 4.- Moléculas precursoras de opioides endégenos y sus receptores.

En este esquema se puede ver clasificado el grupo de moléculas precursoras (naranja), los
opioides enddgenos (verde) y sus respectivos receptores opioides (amarillo). Modificado de Bali,
2015.

Estos péptidos se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes
tejidos (Wittert et al., 1996; Freye, 2008) y juegan un papel fundamental en la
nocicepcion, las funciones endocrinas, cardiovasculares, gastrointestinales e
inmunoldgicas. Asi como a nivel de sistema nervioso central y periférico (Boom et
al., 1999; Maolood y Meister 2008) actuando como neurotransmisores 0 como
neuromoduladores. Todos ellos presentan la secuencia conservada Tyr-Gly-Gly-
Phe-Met/Leu en la posicion N-terminal, que es indispensable para la activacién de

los receptores opioides (Akil et al., 1997; Yamazaki et al., 1993).
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3.1 Receptores Opioides.

Los receptores Y, d y x (conocidos como MOR, DOR y KOR en la
nomenclatura IUPHAR) son fisiologicamente activados por péptidos opioides
endogenos y cuyo antagonista tipico es la naloxona (Thompson, 1984) con
excepcion del ORL. Estos pertenecen a la familia de receptores acoplados a
proteinas G-heterotriméricas (GPCR) y se constituyen por 7 dominios
transmembranales que forman 3 asas extracelulares y 3 intracelulares, el extremo
amino terminal se encuentra se orienta hacia el espacio extracelular de la
membrana mientras el carboxilo se orienta hacia el citosol. Los dominios
transmembranales (TM [-VII), abundantes en aminoacidos con propiedades
hidrofébicas, son las zonas mas conservadas (73-76 % de homologia con
respecto a los otros receptores) a diferencia de las regiones extracelulares las
cuales son considerablemente divergentes (34-40 % de identidad). Los dominios
transmembranales se unen por tres bucles extracelulares (E1, E2, E3) y tres
intracelulares (11, 12, 13) ricos en aminoacidos que les confieren propiedades
hidrofilicas (Strosberg, 1991; Dascal, 2001; Audet y Bouvier, 2012).

El receptor ORL es blanco de un heptadecapeptido conocido como orfanina
FQ (NOC/OFQ) o nociceptina y se encuentra clasificado en el grupo de los
receptores opioides debido a su alto grado de homologia en la secuencia que lo
codifica (50% a un 60% de homologia) con respecto a los otros receptores
opioides, pero no ha mostrado afinidad a los ligando tipicos de estos receptores
(Meunier, 1997;Ashitaka e Ito, 2000; Kho et al., 2006). Sin embargo, este receptor
también es capaz de inhibir los canales de Ca** tipo N- (Murali et al., 2012).

Los receptor p presentan una alta afinidad a las endorfinas, sin embargo
poseen poca afinidad a las encefalinas. Entre los agonistas para este receptor se
encuentran la morfina, la endomorfina 1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2), la endomorfina 2
(Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2) (Zadina, 1997; Manglik et al., 2012), el fentanil, la E7384 y
el [D-Ala2, N-Me-Phe4, Gly5-ol]-encefalina (DAMGO). Existen dos subtipos de

receptores, el Yy, presente a nivel de sistema nervioso central y es principalmente
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afin a la morfina, el subtipo p, se localiza a nivel de sistema nervioso periférico y al
contrario que el y; posee poca afinidad a la morfina (Pasternark y Wood, 1986).

Evans y colaboradores en 1992 clonaron por primera vez el receptor
opioide d (DOR). Los receptores d son afines a las encefalinas y poseen dos
subtipos: d; que se une con alta afinidad a la [D-Penicilamina?, D-Penicilamina’]
encefalina (DPDPE) (figura 5), al 3-[(4aS,12aR)-11-amino-2-methyl-
1,3,4,5,12,12a-hexahydropyrido[3,4-b]acridin-4a(2H)-yl]fenol (TAN-67), al [D-Ala2,
Leu5, Cys6]-enkephalin (DALCE) y 7-benzylidenenaltrexone (BNTX). El d> que es
altamente afin a [D-Ser, D-Leu] encefalina-treonina (DSLET) (Portoghese et al.,
1992; Kieffer, 1992; Van Rijn, 2013).

Los receptores « poseen afinidad a la dinorfina y niravolina (RU 51599)
presentan 2 subtipos, los k; son sensibles al U50488 y los k, que se acoplan al
benzomorfan, bremazocina (Kieffer, 2002; Bhushan, 2004). Estudios de inmuno
reactividad demostraron la presencia de estos receptores en las vias aferentes del

sistema vestibular (Perachio y Kevetter, 1989; Popper y Wackym, 2001).

La mayoria los receptores opioides activan vias de sefalizacion
intracelulares reguladas por la actividad de las tres subunidades que conforman a
las proteinas G-heterotrimericas: Ga, GB y Gy. La subunidad Ga hidroliza GTP en
GDP causando cambios conformacionales que provocan la disociacion del
heterodimero GBy; ambos Ga y Gy son capaces de activar multiples cascadas de
sefalizacion efectoras (Wettschureck y Offermanns, 2005; Law, 2011; Zamponi y
Currie, 2013). En este punto los efectos reportados mas comunes son la inhibicién
de la adenilato ciclasa, la activacién de la conductancia de k*, la inhibicion de la
conductancia de Ca?" y la inhibicién de la liberacién de neurotransmisor (Williams,
2001; Fabian, 2001).

Pruebas de inmunoreactividad han demostrado la presencia de los 3
receptores opioides en las vias aferentes del sistema vestibular (Perachio y
Kevetter, 1989; Popper et al, 2001)
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3.2 D-Penicilamina? D-Penicilamina® Encefalina (DPDPE)

CHS H O

HE‘N\)\N”ﬁrN\)L Lﬂ/ ‘¢OH . HBC)J\OH
ey

Figura 5.- Estructura de la D-Penicilamina2 D-Penicilamina5 Encefalina (DPDPE). Fuente: Sigma
Aldrich

Los agonistas naturales de los DOR son las encefalinas [Met5]-encefalina y
la [Leu5]- encefalina, deltorfina | y deltorfina Il y la dermencefalina (Hughes et al.,
1975; Kreil et al., 1989; Erspamer et al., 1989). Las deltorfinas tienen una mayor
afinidad a los DOR y son enzimaticamente mas estables, sin embargo las
encefalinas presentan una selectividad moderada a los DOR y su degradacion

enzimatica se lleva a cabo rapidamente (figura 6).

H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH [Met“]enkephalin
H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH [Leu®lenkephalin
H-Tyr-D-Met-Phe-His-Leu-Met-Asp-NH, Dermenkephalin
H-Tyr-D-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-NH, Deltorphin |
H-Tyr-D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH, Deltorphin 1l

Figura 6. Estructura peptidica de los agonistas naturales afines a los DOR.

Debido a esto se han desarrollado analogos lineales de las encefalinas
con una selectividad potenciada como la H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu-OH (DADLE)
(Beddell et al., 1977), H-Tyr-D-Ser-Gly-Phe-Leu-Thr-OH (DSLET) (Gacel et al.,
1980), H-Tyr-D-Thr-Gly-Phe-Leu-Thr-OH (DTLET) (Zajac et al., 1983), y H-Tyr-D-
Cys(tBu)-Gly-Phe-Leu-Thr(tBu)-OH (BUBUC) (Gacel et al., 1990). Tambien se han
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desarrollado péptidos opioides analogos a las encefalinas pero con estructuras
ciclicas como el H-Tyr-c[D-Pen-Gly-Phe-D-Pen] (DPDPE) y el H-Tyr-c[D-Pen-Gly-
Phe-Pen](DPLPE) con un fuerte efecto agonista sobre los DOR, en particular de
los receptores d (Mosberg, 1983a, 1983b; Erspamer et al, 1989) vy
especificamente del subtipo d;, mientras que la deltorfina lo es de los d, (Collins et
al., 1996). El DPDPE ha sido utilizado ampliamente como una herramienta en
estudios farmacolégicos debido a que es capaz de pasar a través de la barrera
hematovestibular (Soto et al.2013), por su alto grado de selectividad sobre los
receptores delta, también porque alterando su estructura es posible generar
diferentes cambios en el grado de selectividad y la potencia del efecto (Sasaki et
al., 1991; Sasaki y Chiba, 1995; Bryant et al.,1997).
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4. JUSTIFICACION

Los estudios sobre los péptidos opioides es muy amplia debido a su
presencia y la distribucion de sus receptores en diferentes 6rganos y regiones
tanto del sistema nervioso central como el sistema nervioso periférico (Wittert,
1996; Boom, 1999; Stein et al., 2003; Fields y Margolis, 2015; Liu et al., 2015).
Son estudiados por su participacion en el tratamiento del dolor y otros
padecimientos (Ray y Monahan, 2004; Bodnar, 2013; Chung y Kieffer, 2013; Van
Rijin, 2013) propuestos también como alternativas sin efectos secundarios o
dependencia en el tratamiento de padecimientos como el sindrome de Meniere y
vértigo. Sin embargo, la informacién acerca de los efectos que tienen en algunas
regiones del sistema nervioso tanto central como periférico aun es escasa asi
como la caracterizacion de sus posibles efectos sistémicos. Considerando el papel
gue se ha demostrado tienen los DOR, KOR y MOR en el vestibulo de otros
grupos de vertebrados como el ambystoma mexicanum (Vega y Soto, 2003),
resulta importante definir en mamiferos el papel de los DOR. Este trabajo se
realiz6 con el fin de aportar informacion acerca de papel de los receptores
opioides sobre la actividad eléctrica del nervio aferente vestibular de mamifero

(Rata Long Evans) y tratar de determinar su efecto.
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5. HIPOTESIS

La [D-Pen? D-Pen®] encefalina (DPDPE) tiene un efecto modulador,
inhibiendo la frecuencia de descarga basal del nervio vestibular aferente de

mamifero debido a la activacion de DOR especificos ubicados en estas fibras.

6. OBJETIVOS
GENERAL

Determinar el efecto del [D-Pen?, D-Pen’] encefalina (DPDPE) sobre la
actividad eléctrica basal de las neuronas aferentes del nervio vestibular de

mamifero (rata Long Evans).

PARTICULARES

e Comparar el efecto del [D-Pen?, D-Pen® encefalina a diferentes
concentraciones (3nM, 10nM, 100nM, 300nM y 3uM) sobre la descarga
basal del nervio vestibular aferente de mamifero y analizar la relacion dosis-
respuesta correspondiente medido en diferentes lapsos de tiempo después

de la aplicacién del farmaco.

e Caracterizar la accion ejercida por el [D-Pen? D-Pen®] encefalina sobre la

descarga basal del nervio vestibular aferente de mamifero.
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7. METODOLOGIA

7.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas (Rattus norvergicus) de la cepa Long Evans en un rango
de edad de 13 a 15 dias con peso aproximado entre 17 a 30 g. El cuidado y
procedimientos con los animales fueron de conformidad con todas las normas que
indica el Instituto Nacional de Salud en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio establecidas en la NOM- 062- ZOO- 1999. Los animales fueron
proporcionados por el Bioterio "Claude Bernard" de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla.

7.2 Obtencion de la preparacion de vestibulo aislado.

Los animales fueron anestesiados con sevoflurano por inhalacion y
posteriormente sacrificados por decapitacion. Para obtener la preparacion de
vestibulo aislado se retird0 la mandibula haciendo cortes a nivel
temporomandibular, la piel y la bdveda craneana fueron removidas,
posteriormente se retird la masa encefalica. Se separo el maxilar superior, se hizo
un corte sagital en sentido anteroposterior de la base del craneo, siguiendo el
orificio del hueso occipital. De esta manera se obtienen ambos vestibulos por
separado. La diseccion termina después de remover el exceso de los huesos
temporales. Se coloca el vestibulo en la camara de registro y por microdiseccion,
usando un microscopio estereoscopico se retira el hueso para exponer el ampula,

el utriculo y el nervio,

18



Figura 6.- Imagen del vestibulo. La punta de flecha verde sefiala el canal semicircular anterior. La
microdiseccion se realizd en el area sobre el ampula del mismo canal (flecha roja) removiendo el
hueso que cubre esa zona y exponiendo tanto el ampula como la rama del nervio vestibular para
el registro (flecha azul).

7.3 Soluciones y farmacos utilizados.

Una vez aislado el vestibulo, se coloc6é al microscopio estereoscopico
(Nikon, SMZ-10) en una camara de registro y se perfundié continuamente
mediante perfusion gravitacional a 2.5ml por minuto con solucién Tyrode para
mamifero con la siguiente composicion (en mM): NaCl 118, KCI 2.5, MgCl, 1, CaCl
2.5, NaHCO3; 25, Na;HPO, 1(Brichta, 2005); burbujeada con gas carbégeno (95%
O y 5% COy con temperatura controlada +36.6° C con un termostato (TC 324-B
Warner Instruments Co.). El pH de la solucion fue de 7.5. EIl farmaco utilizado fue
DPDPE (Sigma Chemical Co., USA) preparado en alicuotas cuyas
concentraciones fueron de 3nM, 10nM, 100nM, 300nM y 3uM.

19



7.4 Aplicacion

La aplicacion de los farmacos se hizo por microperfusion acercando la
jeringa Hamilton de 100 pl, cargada con 40 pl de farmaco y expulsandolo en una
sola dosis con un tiempo de aplicacion de entre 2 y 3 segundos por presién sobre
las aferencias de nervio vestibular y el ampula para no producir demasiado ruido
por el artefacto de aplicacion.

7.5 Técnica de registro

La técnica de registro con la preparacion de vestibulo aislado permite
observar la actividad eléctrica del nervio vestibular manteniendo integra la sinapsis
entre las células ciliadas y la terminal aferente vestibular. Para este trabajo se hizo
el registro de la descarga basal en 30 experimentos, durante un tiempo
aproximado de 40 minutos dependiendo de la recuperacion en la frecuencia de
descarga, los primeros 12 minutos fueron tomados como control, posteriormente
se aplico el agonista DPDPE y se mantuvo el registro por 40 minutos en caso de
gue la frecuencia de descarga asi lo permitiera, el registro se detuvo cuando la

descarga basal ya no pudo ser observada por mas de 5 min. .

Para obtener la respuesta del nervio vestibular se acercé un electrodo de
borosilicato para succionar una pequefia parte del nervio vestibular aferente.
Ejerciendo presidon negativa, se cred un sello entre el electrodo y el nervio. Desde
el electrodo se dirigié un cable a un amplificador (DP-301, Warner Instruments)
este se conectd a un osciloscopio (Tektronix, 2216) y a un discriminador de
ventana (WPl 121). La salida del discriminador de ventana se condujo a una
computadora cargada con el programa Turbo Pascal FREC2000 (Soto y Vega,
1987) con el cual se analizaron los resultados y se construyeron los histogramas
de frecuencia de descarga de las fibras aferentes. Para los experimentos se tomo
en cuenta solo las descargas de las aferentes que alcanzaron o rebasaron el nivel
de ventana configurada con el discriminador de ventana. Una vez que se observo
la descarga basal del nervio vestibular se acercé una microperfusion cargada con

40ul del farmaco en la concentracién correspondiente al dmpula y al nervio.
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Cuando la descarga basal fue estable durante el control, se procedi6 a la
aplicacion del farmaco. Para determinar la presencia funcional del receptor opioide
delta en la sinapsis del vestibulo, aplicamos al agonista DPDPE a las
concentraciones 3 puM, 300 nM, 100 nM, 10 nMy 3 nM.

Osciloscopio

Camara de registro

fflT

—

o= | _/
B B - =

. . .0 @0] o
——— Discriminador de

—
L ventana

¢

Termostato
Amplificador

Figura 7.-Esquema del equipo de registro extracelular multiunitario. En la plataforma se
encuentra la cdmara de registro, el amplificador, los manipuladores, el electrodo de succiony el
sistema de aplicacién del farmaco. La sefial una vez amplificada, es llevada a un osciloscopio, a
un discriminador de ventana y a una computadora para su almacenamiento y posterior analisis.
Modificado de Chavez et al., 2000.

7.6 Analisis estadistico

Los registros de la actividad eléctrica obtenidos fueron analizados en una
computadora con el programa Turbo Pascal Frec2000 el cual construye
histogramas de frecuencia en funcion del tiempo, ademas procesa los datos para
obtener los valores estadisticos de promedio y desviacién estandar. Los datos
fueron graficados posteriormente con el programa SigmaPlot 11.0. Para el andlisis

se tomaron bloques de 30 segundos. El bloque control se tomd 30 s antes de la
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aplicacion del farmaco. El primer registro se hizo 5 s después de la aplicacién del
farmaco. EIl segundo y tercer bloque se tomaron a los 3 y 10 minutos posteriores
a la aplicacion. Las diferencias entre los diferentes tiempos de medicion se
analizaron mediante una prueba de T. de Student pareada tomando como valores

significativos cuando p<0.05.
8. Resultados

Al hacer el andlisis estadistico de las series experimentales se pudo
observar que el farmaco modificé la descarga en las concentraciones 300 nM, 10
nMy 3 nM medidas 10 minutos después de la aplicacion. Mientras que la
concentracion a 100nM modifico la descarga 30 segundos después a la aplicacion.
El efecto del farmaco y los valores de la prueba estadisticas se muestra a

continuacion en la tabla 1 y en la figura 9.

Tabla 1.- Actividad eléctrica basal del nervio vestibular de rata (Long Evans) a los cuales se les

aplicé [D-Penicilamina2, D-Penicilamina5] Encefalina (DPDPE).

Frecuenciaalos | Frecuenciaalos | Frecuencia alos
Concentracion n. experimental 30 seg. (%)*ES 3 min. (%)tES 10 min. (%)xES
3uM 5 306.4 + 152.0 1225+ 33.7 105.2 + 43.4
300 nM 4 104.8 +18.2 115.3+57.1 23.4+18.7
100 nM 12 163.4+27.9 97.8+11.7 89.0+11.8
10 nM 5 137.9+47.8 92.0+175 48.4 + 16.1
3nM 4 400.5 £ 306.5 87.0+13.2 26.6 +9.9

Tabla 1. En la tabla se muestra las frecuencias de descarga a diferentes tiempos. Todos los

valores fueron normalizados en porcentajes, el 100% corresponde a los controles correspondientes

con cada concentracion.

Los valores de*P arrojados por la prueba estadistica T (Pareada) se

consideraron significativos cuando fueran menores a 0.05 (color rojo). Todas las mediciones fueron

realizadas a los 30 seg, 3min y 10 min posterior a la aplicacién y comparadas con su control 30

segundos antes de la aplicacion, **ES Error Estandar.

Los experimentos fueron graficados en histogramas de frecuencia (figura 8)

donde se muestran los valores de frecuencia contra tiempo durante el registro de
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la actividad eléctrica del nervio vestibular, se observa en el eje Y los impulsos por
segundo (IPS) mientras en el eje X el tiempo en minutos (min). Y fueron

analizados conforme a lo establecido en la metodologia.
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Figura 8.- En la grafica se muestra el histograma de frecuencias, el eje “y” los impulsos por
segundo (ips), en el eje “x” el tiempo (Min). Este histograma se obtuvo de un registro control en el
gue se aplicé Solucién Tyrode fosfatos (xM). La linea vertical roja indica el momento de la
aplicacion de la solucién control, como se observa en la grafica durante y después de la aplicacién

no se produce ninglin cambio en la frecuencia de descarga.
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Figura 9.- En la grafica de barras se muestra el efecto del DPDPE sobre la actividad eléctrica basal
del nervio vestibular. Todos los valores fueron normalizados a porcentaje. El control (100%) se
observa al inicio representado con una barra negra, 1) La primera barra en cada grupo representa
el efecto evaluado a los 30 segundos de la aplicacién, la segunda a los 3 minutos de la aplicacién y
la tercera a los 10 minutos. Por sobre la linea punteada se puede observar el porcentaje de efecto
comparado con su respectivo control, las barras cuyos valores rebasan la linea punteada nos
indican el incremento en los IPS. Valores por debajo nos indican una disminucién. Debajo de cada
grupo se muestran las diferentes concentraciones el nimero de experimentos realizados. 2) Las
letras (A, B, C, D) sefialan los grupos en los cuales se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) con respecto al control.
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La figura 10 muestra un histograma de frecuencia de la actividad basal del
nervio vestibular, la flecha azul sefiala el momento en que se aplic6 40 pl de
DPDPE a una concentracion de [3nM] el efecto a esta concentracién fue disminuir
frecuencia de descarga hasta alcanzar casi el 0 a los 50 min. El andlisis
estadistico para la concentracion de [3nM] nos arrojé resultados estadisticamente
significativos (P=0.01) para la descarga basal evaluada a los 10 minutos

posteriores a la aplicacion del farmaco.

Para la concentracion [10nM] se observd una disminucion en la frecuencia
de descarga basal. El andlisis estadistico fue significativo a las 10 minutos
posteriores a la aplicacion, con una p=0.02, en cuanto a los valores medidos a los
30 segundos y 3 minutos no fueron estadisticamente significativos con una p=0.43

y p=0.63 respectivamente.

La aplicacion del farmaco a una concentracién [100nM] produjo un aumento
en la frecuencia de descarga (excitador) en la mayoria de los experimentos. En
algunos casos se observdé un efecto bifasico (aumento y disminucion de la
frecuencia de descarga) como se muestra en la figura 12. Los valores analizados
a los 30 segundos de la aplicacion resultaron ser estadisticamente significativos
con una p=0.04, a los 3 minutos y 10 minutos no fueron estadisticamente

significativos (p= 0.86 y 0.37 respectivamente).

En 2 de 4 experimentos, la aplicacion de DPDPE [300nM] produjo una
disminucién de la frecuencia de descarga basal del nervio vestibular de mamifero
el anadlisis a los 10 minutos posterior a la aplicacion fue estadisticamente
significativo con un valor de P=0.03 y a los 30 segundos y 3 minutos posteriores a

la aplicacion no fue estadisticamente significativo (p= 0.81 en ambos casos)..

La figura 11 muestra un histograma de frecuencia de la actividad eléctrica
basal del nervio vestibular, la flecha azul nos indica el momento de aplicaciéon de
DPDPE a una concentraciéon de [3 uM]. La aplicacién de este farmaco produjo un
aumento de la frecuencia de la descarga basal con respecto a su control medido a

los 30 segundos posteriores a la aplicaciébn. Este comportamiento no fue
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consistente en todos los experimentos de esta concentracion ya que también se
pudo observar la disminucién de la frecuencia de descarga como efecto de la
aplicacion del farmaco. Como resultado del andlisis estadistico, los efectos del
farmaco a esta concentracion medidos a los 30 segundos (p=0.25), a los 3
minutos post. Ap. (p=0.54) ni a los 10 min post. Ap. (p= 0.91) posteriores a la

aplicacion no son estadisticamente significativos.

DPDPE [3nM]
100 -

80 -

60

IPS

40 A

20

0 1w bdeiaaiid 1, LT
T T T T T

Tiempo (min.)

Figura 10.- En la grafica se muestra un histograma de frecuencias de la descarga del nervio
vestibular. En el eje Y se muestra la frecuencia en impulsos por segundo (IPS) contra tiempo (min.)
en el eje X. La flecha azul indica el momento de la aplicacion de DPDPE [3nM]; como se puede

observar el efecto induce una disminucién gradual de la frecuencia de descarga.
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Figura 11.- En la grafica se muestra un histograma de frecuencias de la descarga del nervio

vestibular. En el eje Y se muestra la frecuencia en impulsos por segundo (IPS) contra tiempo
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(min.) en el eje X. La flecha azul indica el momento de la aplicacion de DPDPE [3uM], después de

la aplicacion se observa un aumento en la frecuencia de la descarga basal.
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Figura 12.- En la grafica se muestra un histograma de frecuencias de la descarga del nervio
vestibular. En el eje Y se muestra la frecuencia en impulsos por segundo (IPS) contra tiempo (min.)
en el eje X.. La flecha azul indica el momento de la aplicacion de DPDPE [100nM], como se puede
observar el efecto fue un incremento de la frecuencia de descarga basal, seguido de una

disminucion de la frecuencia.

La estadistica no refleja las observaciones de los experimentos debido a
gue en algunos registros observamos efectos duales (excitador/inhibidor) o
ambos. Es probable que se encuentren participando algunos otros factores que
tendrian que ser evaluados o bien sea necesaria una subclasificaciéon de los
efectos para poder dar una explicacion funcional de los resultados obtenidos. Si
los factores o variables pueden ser identificadas o la subclasificacion es posible,
probablemente se pueda obtener una curva dosis-efecto que nos permita

determinar la acciéon del farmaco.
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9. Discusion

En la literatura han reportado que los receptores a opioides en el oido interno
en ratas de 13 a 15 dias de edad se expresan tanto en la células ciliadas como en
el nervio vestibular y que estos receptores son funcionales (Popper et al., 2002;
Jongkamonwiwat et al., 2003; Phansuwan-Pujito et al., 2003; Rusch et al., 1998).

Los receptores a opioides se encuentran clasificados dentro de los
miembros pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G,
los cuales desencadenan multiples cascadas de sefalizacién. Entre los efectos
tipicos descritos para los receptores opioides se encuentra la inhibicion de los
canales de Ca®" dependientes de voltaje por la activacién de la via de la
fosfolipasa CQ, la inhibicion de la adenilato ciclasa, el incremento en la
conductancia de K* y la disminucion de la liberacién de neurotransmisor. Nuestra
hipdtesis plantea que el efecto de este farmaco tendria que observarse en la
disminucién de la frecuencia de descarga del nervio vestibular. En las neuronas
aferentes vestibulares se expresan los canales de calcio de tipo T-, L-, N-, R- y
P/Q. Sesefa y colaboradores sugirieron en 2014, que los canales de calcio de tipo
T-, L- y N- son regulados mediante MOR. Los tipos N-, L- y P/Q pueden ser
regulados mediante DOR (Wu et al., 2008) en células del ganglio de la raiz dorsal
gue no presentan enlace con isolectina B,. La sefalizacion por segundos
mensajeros puede ser bloqueada por diversos mecanismos como la actividad
intrinseca ATPasa de la subunidad Ga, el posterior acoplamiento de la sub unidad
Go-GDP y el complejo heterodimerico GBy (Dascal, 2001; Zhang, 2015) este
efecto puede verse aumentado por la actividad de la proteina activadora de
ATPasa o reguladoras de la sefalizacion por proteinas G (RGS). La presencia
continua del agonista desencadena un proceso de desensibilizacion (Allouche et
al., 2014) que también produce el cese de la cascada de sefalizacion por la via
del desacoplamiento del receptor debido a la fosforilacion por proteincinasa A
(PKA) o la proteincinasa C (PKC). Aunque también como parte del proceso de
desensibilizacion puede ocurrir la endocitosis del complejo GPCR por la

fosforilacién del extremo C- terminal que permite el acoplamiento de la maquinaria
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endocitica y de arrestinas (Claing et al., 2002; Varga, 2003; Charfi et al., 2014). En
nuestros resultados observamos una disminucion en la frecuencia de descarga,
probablemente debido a los mecanismos de sefializacion involucrados en la
activacion de los receptores opioides, esta disminucion no es estadisticamente
significativa en varios de los casos; sin embargo en 3 concentraciones a los 10
minutos de la aplicaciéon ([300 nM], [10nM], [3nM]) los resultados son
estadisticamente significativos. Un proceso desensibilizacion requiere que los
receptores se encuentren en una constante exposicion al agonista. Charfi y
colaboradores en 2013 demostraron que el DPDPE tiene un efecto agonista
parcial sobre los receptores d y que esto desencadenaba una via de inhibicién de
AMP. lo cual explicaria por qué podemos observar una disminucion en la
frecuencia de descarga a los 10 minutos de la aplicacion del farmaco en nuestros
experimentos. En las células ciliadas y el nervio aferente del vestibulo ademas de
los receptores a péptidos opioides enddgenos, se encuentran otros receptores, asi
como diferentes sustancias neuroactivas como el péptido relacionado al gen de la
calcitonina, endocanabinoides, Oxido nitrico, histamina, substancia P, acido y-
aminobutirico (GABA) y ATP (Soto, 2013). Por lo que es probable que existan
diferentes interacciones entre los ligando y los receptores. Lioudyno vy
colaboradores, en 2002, estudiaron los efectos de algunos péptidos opioides sobre
los receptores a9/a10 nicotinicos a acetilcolina (a9/a10nAchRs) encontrando que
el DPDPE no inhibi6 la corriente evocada por Ach en células ciliadas del saculo.
Estos resultados son consistentes con los encontrados por Andrianov y Ryzhova
en 2003, donde probaron los efectos de la Leu-Encefalina sobre la descarga basal
evocada por Ach en el nervio vestibular aferente de rana (Rana temporaria).
Primero la Leu- encefalina fue probada sola en solucién normal, posteriormente en
condiciones de un pre-tratamiento con atropina, un antagonista de los receptores
ACh, los resultados obtenidos sugieren que la encefalina no actia sobre los
receptores en los canales semicirculares. Otros resultados obtenidos en vestibulo
de axolote sugieren que la actividad del DPDPE no es significativa, probablemente
debido a que la regulacién de la actividad eléctrica del nervio vestibular aferente

ocurre en una forma compleja, donde los MOR regulan una respuesta excitadora a
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nivel de las neuronas aferentes mientras que los KOR lo hacen de manera

inhibitoria a nivel pre singptico en la célula ciliada (Vega et al., 2003).

Como en el vestibulo, en el estudio en locus ceruleo (LC) los efectos del
DPDPE permanecen inciertos, Pan y colaboradores en 2002 realizaron
experimentos administrando este farmaco en neuronas de proyecciones espinales
del LC, observando que existe inhibicién para una poblacion de estas células a la
vez que produce excitacion en otras. Llegando a la conclusion de que la activacion
presinéptica de los DOR por DPDPE se debia probablemente a la inhibicion de la
liberacion de GABA. Tantos diferentes efectos se podrian explicar la existencia de
de 12 heterébmeros opioides en células cultivadas y su papel en sistemas in vivo
permanece aun incierto (Yekiralaa et al., 2011). Los DOR pueden formar
complejos heterbmeros con MOR, asi, utilizando ligando bivalentes cuya diana
fueran los heteromeros DOR-MOR demostraron que estos ligandos tienen efectos
antinociceptivos atenuado el efecto de tolerancia (Leonard et al., 2007; Gomes et
al., 2013).
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10.Conclusioén.

Los resultados obtenidos en este trabajo sobre los efectos del DPDPE en el
registro de la actividad eléctrica basal del nervio aferente vestibular de mamifero,
hasta el momento no permiten definir su papel en la modulaciéon de la actividad
basal, y aunque la evidencia no es suficiente para descartar su papel como
neuromodulador por DOR en este sistema, da pie para continuar con el estudio y
profundizar debido a que, hasta el momento, este es el primer reporte de la
actividad de este farmaco en este modelo biolégico. En trabajos posteriores y
mediante una diseccidn farmacoldgica es posible llegar a determinar el efecto de
DPDPE, e incluso demostrar que en este sistema puede existir una interaccion
con otros receptores o la formacion de heteromeros, lo que permitiria explicar con

mayor claridad nuestros resultados.
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