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1.0 INTRODUCCION

En los organismos multicelulares 1la comunicacién
celular es necesaria para regular su desarrollo, organiza-
1)

cibn en tejidos, crecimiento, reproduccidn, coordinacidn de

sus actividades y comportamiento. Las células pueden comuni-

carse de forma directa (contacto fisico directo) o indirec-
ta (por medio de sustancias quimicas secretadas). Esta Gl-

tima se conoce como comunicacibn quimica y opera de tres for-

mas diferentes:

1) Por mediadores quimicos locales. Muchas de

las células en el cuerpo secretan una o m&s sustancias que

actlan sobre las células de su medio ambiente inmediato
ejemplo, todos los tejidos inervados por nervios simpatéti-
cos que secretan el factor de crecimiento nervioso: como las

células mdst que secretan histamina.

2) Por medio de hormonas, secretadas por las cé-
lulas endbcrinas (insulina, ACTH, FSH, LH, etc.) y viajan
a través del torrente sanguineo para influenciar a las célu-

las blanco; distribuidas en el cuerpo.

3) ‘A través de neurotransmisores. Las células
nerviosas secretan estos mediadores quimicos que act@ian so-

lamente en la <¢élula blanco adyacente. El transmisor se

difunde hacia 1a célula blanco, recorriendo una distancia

microscdpica: el proceso se efectia en menos de un milise-

gundo. Ejemplos: glicina, GABA, acetilcolina, norepinefrina

y encefalinas.

Las sustancias quimicas que participan en la comu-



nicacibén celular son diferentes en cuanto estructura y fun-
cibn, e incluyen:

Proteinas y glicoproteinas (insulina, TSH, ACTH, FSH, etc.).
Derivados de 4cidos grasos (prostaglandina E2).

Esteroides (testosterona, cortisol, estradiol).

Péptidos (vasopresina, somatostatina, factor liberador de

TSH y encefalinas).

AminoAcidos y compuestos relacionados (glicina, histami-

na, norepinefrina, epinefrina,tiroxina, GABA, acetilco-

lina).

Los mecanismos de comunicacidn quimica por hormo-

nas y neurotransmisores son muy semejantes. Muchas de las

sustancias usadas por células endbcrinas, también son utili-

zadas por células nerviosas (1').

En diferentes tejidos de varios vertebrados e in-
vertebrados se han identificado diversos péptidos biolbgi-
camente activos, que pueden funcionar como hormonas, neurc-

hormonas o neurotransmisores, dependiendo del tejido donde

se localizan (74).

En el caso particular del tejido nervioso y espe-

cialmente en el cerebro de los vertebrados, se ha comproba-

do la existencia de numerosos neuropéptidos, entre los cua-

les se encuentran las encefalinas; mismos que se han pro-

puesto como posibles neurotransmisores o neuromoduladores

(45, 159). Algunas de estas sustancias fueron inicialmente

identificadas como hormonas de la gléindula hipbfisis o del

tracto gastrointestinal, por ejemplo, la hormona adrenocor-



ticotrbpica o ACTH y la Gastrina respectivamente. Otras se-
cretadas por el hipotilamo para controlar la liberacidn de

las hormonas hipofisiarias, como es el caso de la Somatosta-
tina y el factor liberador de la hormona luteinizante; e in-
clusive como hormonas locales, por ejemplo, la Colecistoqui-

nina (140).

1.1 Encefalinas

Las encefalinas fueron los primeros péptidos opioi-
des* endbgenos identificados en el cerebro de los vertebra-
dos; su descubrimiento fue el resultado de la.blisqueda de
sustancias enddgenas que se unieron a los receptores de la
morfina (49, 51).

A partir de su descubrimiento, hacia principios
del siglo XIX (28), la morfina se ha utilizado en medicina
durante mucho tiempo, por sus efectos analgésicos aunque po-
co se conocia sobre su mecanismo de accién. E$ hasta la dé-
cada de los afios setenta, al ser identificados los recepto-
res que se unen a la morfina y a otras .sustancias alcaloi-

des opiéceas* (38, 113, 135) cuando se aportan evidencias

mas claras.

Al observar que solamente la forma levorrotatoria

de una mezcla racémica de alcaloides opiiceos producian los

efectos analgésicos (38); se pensd que podrian existir si-

tios de unibén estereoespecificos para los opilceos.

Consultar el apéndice.



Dos afios después, diferentes grupos de investiga-
cién (113, 135), detectaron sitios de unibén estereocespeci-
ficos para la morfina y otros opidceos en membranas de célu-
las nerviosas. A partir de entonces la existencia de los
receptores opiiceos ha sido confirmada (95, 99, 110, 111).

La accibn farmacolégica de 1la morfina se eval(a
mediante el biocensayo del conducto deferente de ratdn (42)

v el ileo de -cobayo {71), donde en presencia de opiéceos se
inhiben las contracciones evocadas eléctricamente siendo sus
efectos revertidos por naloxona. Tomando en cuenta que:

a) la estimulacién eléctrica de la materia gris del cerebro.-
de rata producia analgesia (96); b) que el efecto era rever-
tido por antagonistas* de la morfina (1); c) que en las cé-
1ulés nerviosas habian sido detectados sitios de unidn para
los opiAceos y dicha unién era de caricter estereoespecifi-
co (38, 113, 135), se propusd que los receptores opiiceos
podrian tener un significado biolégico relacionado con la
presencia de ligandos agonistas* endbgenos.

En ese momento varios grupos'de investigacidn di-
rigieron sus trabajos hacia la biéisqueda de ligandos endbge-
nos de los receptores de la morfina. En 1975, J. Hughes
(49), encontrd que en homogenados de cerebro de cerdo, exis-
tian compuestos de naturaleza peptidica, semejantes a la

morfina en cuanto a su accibdn farmacoldgica denominindolos

* Consultar el apéndice.



ENCEFALINAS dada su ubicacidn en el encéfalo. Ese mismo afio,
este grupo de investigacidén, identificb, caracterizd y sin-
tetizd quimicamente a los péptidos responsables, evaluando
sus caracteristicas farmacolbdgicas con bioensayos convencio-
nales utilizados para opiaceos (51).

Sus resultados indicaron que se trataba de dos
péptidos de cinco aminoicidos cada uno, con 1la siguiehté

composicibén y secuencias:

Composicidén
Aminoécido ~“Simbolo
. Tirosina Tir
Glicina Gli
Fenilalanina Fen
Metiotina Met
Leucina Leu
Secuencia

NH -Tir}—Gliz—GliS-Fen4—MetS-COOH Metionina-Encefalina
NHZ-Tir- 31i -Gli -Fen -Leu - COOH Leucina—Encefalina

Durante los siguientes diez afios posteriores al
descubrimiento de 1las encefalinas, han sido identificados

otros péptidos opioides endbgenos en el tejido nervioso y

adrenal de los mamiferos. Estos contienen en su secuencia

una copia o més de alguna de las encefalinas; ya sea Metio

nina-Encefalina (ME) o Leucina-Encefalina (LE) (tabla 1).

Las encefalinas como neurotransmisores putativos

en el SNC y su posible papel fisiolbgico

Desde su descubrimiento se plantebd que las encefa-
linas podrian actuar como ncurotransmisores en el Sistema

Nervioso Central (SNC)de los vertebrados (51).



Tabla 1. PEPTIDOS OPIOIDES

PEPTIDO ME LE TEJIDO No.aa. P Ref.
B-end 1 H de R

y de Cam 31 pPOMC 84, 92, 120
HE 1 MAB y EB 77 PEF 143, 144
0oC 1 MAB 8 PEF 67
HEX 1 MAB 6 PEF : 144
Pep. F 2 . MAB 34 PEF 149
Pep. 1 1 1 MAB 39 PEF 149
Pep. E 1 1 MAB 35 PEF 149
BAM 12P 1 MAB 12 PEF N 102
BAM 20P 1 MAB 20 PEEF 102
BAM 22P 1 MAB 22 PEF 102
Pep.8.6KD 1 MAB 77 PEF 57
Pep.12.6KD 3 MAB 113 PEF 7
Pep.18.6KD 4 MAB 165 PEF 66

. MT 1 CB 8 PEF 156

AM 1 MAB 26 PEF 131
a -Neoen 1 Hp pc 10 PDNF 60
b Neoen 1 Hp pc 9 PDNF 100
Din 1-17 1 Hy D

de pc 17 PDNF 37 145
Din 1-8 ' 1 H de Ry

Hp de pc 8 PDNFE 101
Din-B o
Rim 1 Hp de pc 13 PDNF 30 68
Din 1-24 1 H de pc 24 PDNF 64
Din 1-29 1 H de pc 29 PDNF 10

En esta tabla se incluye 1la mayoria de los péptidos opioides co-
nocidos. Estos contienen una copia o mids de alguna de las ence-
falinas (Metionina-Encefalina o Leucina-Encefalina). Se anota el
precursor del cual provienen y el nGmero de encefalinas que pre-

sentan. Se considera el tejido donde originalmente fueron iden-
tificados.

Abreviaciones: ME=Metionin-Encefalina; LE=Leucina-Encefalina;
No.aa.=nfimero de aminoficidos; P=precursor; Ref=referencia;

B - end = beta endorfina; H=hipdfisis; R=roedor; Cag=c mello;
POMC=proopioimelanocortina; HE=heptapéptido (ME-Arg—Feg); MAB=
médula adrenal de bovino; EB=estriado de bovino; PEF=proencefa-
lina; OC=octapéptido (ME-Ar#-Gli*Leu8; HEX=hexapéptido (ME-Arg);
Pep. F=péptido F; Pep. I=péptido I; Pep. E=péptido E; MT=metorfa-
mida; AM=amidorfan; CB=cerebro de bovino; a-Neoen=alfaneoendorfi-
na; B-Neoen=beta neoendorfina; Hp=hipotilamo; pc=porcino; PDNE=
prodinorfina; Din 1-17=dinorfina (1-17); Din 1-8=dinorfina (1-8);
Din-B=dinorfina B; Rim=rimorfina; Din 1-24=dinorfina (1-24); Din
1-29=dinorfina (1-29) o leumorfina; XD =kilodaltons,



Los criterios generales para considerar a una sus-
tancia como neurotransmisor se enumeran a continuacidn (595.
La sustancia debe:
1) Sintetizarse en las neuronas.
2) Estar presenté en terminales sinépticas.‘
3) Ser liberada bajo el efecto de estimulos depo-
larizantes y requiriendo de calcio.
4) Liberarse en cantidades suficientes para ejer-
cer su accidén en la neurona u Organo efector.
‘5) Provocar una respuesta semejante al transmisor
"liberado endbgenamente, al ser aplicado de ma-
nera exdgena.
6) Tener un mecanismo que lo remueva de su sitio
de accidn (en el espacio sinéptico).
. Comparando estas caracteristicas con las descritas
para. las encefalinas, se obtienen similitudes importantes:
1) Se sintetizan en las neuronas (48, 88, 97, 106).
2) Se han encontrado en terminales sinépticas,
dentré de vesiculas o grinulos de secrecidn
(99, 160).
§)' Se liberan por depolarizacibn eléctrica Yy con
altas concentraciones de potasio (43, 86, 108).
su liberacibén es calcio-dependiente y asociada
a grianulos de secrecibdn (45, 53, 108).
4) * Al ser aplicadas exbgenamente, producen efec-
tos similares a los provocados por las encefa-

linas endégenas (99, 127).



5) Una vez que ejercen su accidn, se ha observado

su inactivacibén por ﬁeptidasas que las hidroli-

\ " zan (19, 129). También se ha propuesto un me-
canismo de recaptura (123, 147).

Estas evidencias apoyan la hipdtesis de que estos
neuropéptidos pueden participar en procesos neuronales, ac-
tuando como sustancias neurotransmisoras.

Debido a que tanto las encefalinas, como 1l0s re-
céptores opiiceos se encuentran en regiones cerebrales, que
se sabe intervienen en la funcidén del dolor, y en base a los
~efectos analgésicos de las encefalinas, se ha propuesto su
participacidén en 1la regulacidn del dolor. Dicho aspecto ha
recibido la mayor atencién respecto al posible papel fisio-
légico de las encefalinas (54, 70, 75, 96, 103).

. Por 1la presencia de las encefalinas en diferentes
érganog, se ha sugerido su participacidn en otras funciones
relacionadas con la estructura u &rgano donde se han locali-
zado (127, 157, 117).

También se ha propuesto su intervencidn en algunas
patologias qué involucran desbérdenes cerebrales, como la es-
quizofrenia y la epilepsia (7, 32, 152).

El estudio de las encefalinas ha resultado de gran
interés desde diferentes puntos de vista. De manera global
se han enfocado hacia la identificacidn de su significado fi-
siolbégico en el SNC y otros tejidos.Y sobre las caracteristi-
cas propias dec estos neuropéptidos (sus caracteristicas bio-

quimicas y neuroquimicas). Aunque en la actualidad existe



gran cantidad de informacibn en relacibn a tales aspectos,
aun hace falta ordenar, aclarar y precisar los diferentes
hallazgos de una forma definitiva.

En el caso de la biosintesis de las encefalinas,
la mayoria de los datos se han obtenido a partir del tejido
adrenal de mamifero. 1Inicialmente se pensd que los resulta-
dos obtenidos de este tejido, podian ser extrapolados al te-
jido cerebral, sin embargo los estudios en el cerebro indi-
can que tal extrapolacidn no se cumple en todos los casos
y al parecer existen diferencias de tejido especificas. Por
esto resulta necesario efectuar estudios direé&amente con
el tejido cerebral para poder exclarecer los mecanismos in-
volucrados en la biosintesis de las encefalinas, proceso que
influye en su disponibilidad y por tanto en su posibilidad
de accidn. |

Si se considera que el SNC de los mamiferos es su-
mamente complejo, a tal grado que muchos aspectos fundamen-
tales de sus caracteristicas son dificilmente identificables,
aunado a la gran complejidad que se obsérva en el sistema de
péptidos opioides enddgenos, al cual pertenecen las encefa-
linas (ver seccibn 2.2) y asumiendo que el SNC de los verte-
brados "inferiores' como los anfibios presenta las mismas
caracteristicas bédsicas que se presentan en los mamiferos,
pero sin las innumerables complicaciones de redes neuronales
y de maquinaria neuroquimica que se observa en estos {iltimos.
En el presente trabajo se revisan algunos aspectos sobre 1la

biosintesis de las encefalinas, utilizando el encéfalo y 1la



gliandula hipb6fisis de un anfibio perteneciente al Orden de

los Urodelos, el Ambystoma mexicanum, conocido comiinmente

como AJOLOTE.

2.0 BIOSINTESIS
2.1 Proteinas de exportacibn
2.1.a Aspectos gemnerales S e e

Se ha propuesto que en las células eucariontes las
proteinas que se sintetizan en los ribosomas libres son des-
tinadas al uso intracelular, en tanto que las-que se sinteti-
zan en los ribosomas adheridos al reticulo endopliasmico (RE)
son de uso extracelular.

En el caso de 1las proteinas de exportacidén (de uso
extracelular) se ha propueéto un modelo que explica su bio-
sintesis y su liberacidn mediante una serie de eventos en
los que participan ademids de la transcripcibdn y la traduc-
ci6n, procesos postraduccionales, tales como modificaciones
enzimiticas y rompimiento proteolitico de 1as proteinas pre-
cursoras durante el transporte intracelular a través del re-
ticulo endoplédsmico rugoso (RER) y el complejo de Golgi, me-
diado por grianulos de secrecibn; proceso que termina con la
liberacidén de los productos finales pocr exocitosis (109, 141,
142).

La sintesis y transporte de las proteinas de expor-
tacidén es bien conocido gracias a los estudios en las célu-

las exb6crinas donde se sintetizan los zimbégenos (tripsinbge-
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no y quimiotripsinbgeno) (109). También por los estudios so-
bre la biosintesis de la insulina donde se propone que esta
proteina se forma a partir de una molécula precursora de al-
to peso molecular, que se procesa durante su transporte in-
tracelular para dar lugar a la molécula activa de insulina
(141, 142). Asi mismo por los estudios efectuados en algu-
nos sistemas neurosecretorios, donde hay evidencias de un
transporte intracelular que incluye un-transporte axdnico
mediado por grinulos de secrecidén que. liberan a los neuro-
péptidos cuando las terminales nerviosas son deplorarizadas

(10). Ver esquema 1, 2 y 3.

2.1.b Descripcibn de los principales eventos que parti-

cipan en la biosintesis de las proteinas de

- A
exportacidn

Transcripcidn

La informacidbén genética para una determinada pro-
teina de exportacibn contenida en el DNA del nficleo celular
se franscribe en RNA heterogéneo especifico, que mediante
modificaciones postranscripcionales (3' poliadenilacidn, re-
mocién de intrones y arreglo apropiado de exénes) da lugar
al RNA mensajero (RNAm) maduro; mismo que pasa hacia el ci-

toplasma y se une a los ribosomas del RER (21, 79).

Traduccibn

Durante ésta’fase, el RNAm unido a los ribosomas

~del RER, dirige el orden de unidén de los aminoicidos especci-



Esquema 1

Esquema 1: Representacidn
esquemiitica de una célula
pancreitica. Se muestran
las etapas de secrecidn de
proteinas zimbgenas.

Tomado de Lehninger A., 1980.

Esquema 2

Almacenaje

Concentracién
y empaquetado
“en las |

vesiculas

ce

Segregacion .
transporte en

las cisternas l \

Biosintesls de
zimégenos en
los ribosomas
de la superficie
rugosa del %
reticulo endo- .
plasmético

Fuente

eocrgética

Esquema 2: Respresentacidn
esquemdtica de la biosinte-
sis de la insulina en una
célula Beta de los islotes
de Langerhans en el tejido
pancre&atico.
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Esquema 3: Representacidén es-
quemitica de la biosintesis de
los neuropéptidos. La traduc-
cién del RNAm ocurre en los ri-
bosomas del retificulo endoplis-
mico rugoso (RER) a nivel del
cuerpre neuronal (celular). Los
productos de sintesis (molécula
proteica precursora o propépti-
do) son llevados hacia el espa-
cio cisternal del RER. El em-
paquetamiento de los productos
dentro de los grinulos de se-
crecidn se efectua en el apara-
to de Golgi. En los grinulos
de secrecidn ocurre el procesa-’
miento postraduccional que dari
lugar a productos peptidicos
mis pequefios, lo cual puede
ocurrir en el cuerpo celular o
bien durante el transporte
axdnico. Los productos pepti-
dicos se almacenan en los gri-
nulos de secrecidén en las ter-
minales nerviosas, hasta que se
rresentan los estimulos adecua-
dos para su liberacibn.

Tomado de Brownstein et al., 1980.
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ficos que constituirin una determinada proteina de exporta-
ciéﬁ (21, 79). .

Estudios bioquimicos han revelado que al igual que
la insulina muchos otros productos proteicos y peptidicos
(141, 142) y todos los neuropéptidos examinados (45, 159),
se sintetizan ribosomalmente como parte de una proteina pre-
cursora de alto peso molecular que es inactiva.

| Se sugiere el nombre de preproteina para el pro-
ducto directo de la traduccibén del RNAm. E1l prefijo pre se
refiere a la secuencia de aminoidcidos cdn caracteristicas
hidrofébicas en el extremo amino terminal de 1la proteina
recién formada y se conoce con el nombre de "péptido sefial™
(PS) (72, 142).

Al parecer durante la traduccidn ocurren algunos
eventos. del procesamiento, como la insercibén de la regidn
del PS a 1la membrana del RER, io cual, segin el modelo in-
terviene en el paso de 1la proteina recién sientetizada hacia
el espacio cisternal (142). La remocidén eventual del PS por
unalpeptidasa que podria estar asociada a las membranas del
RER (55, 73). Modificaciones co-traduccionales como la fos-
forilacién, gliocosilaciébén, formacidn de pueﬁtes disulfuro e
hidroxilacién de residuos de prolina y lisina por enzimas de

la membrana del RER o del espacio cisternal (109).

Postraduccidn y transporte (Procesamiento postraduccional)

Al término de la traduccidbn, las proteinas recién

formadas, pasan a través del RER y el complejo de Golgi
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hacia 1los grénulos de secrecibn, donde los productos se al-
madenan y transportan. Durante elhtranSporte ocurren las
modificaciones enzimidticas y el rompimiento proteolitico que
originan a los productos bioactivos (141).

El modelo propone que el movimiento de los produc-
tos de sintesis proteica del RER hacia el complejo de Golgi
es mediado por pequefias vesiculas de transporte que parecen
estar unidas a las regiones lisas del RE y que se funden con
los elementos ''cis' del complejo de Golgi (109).

El rompimiento proteolitico que se inicia en el
Golgi, continfia conforme se da la maduracién y concentracién
de los productos en los gréinulos de secrecidn nuevamente
formados a partir de los elementos *'trans' del complejo de
Golgi (62, 91).

Se reconoce que las modificaciones enzimiticas de
aceti;acién, glicosilacién, sulfatacién y amidacidén ocurren
en el complejo de Golgi (109, 141, 142). Se considera que
éstas no tienen ninguna influencia sobre los patrones pro-
teoliticos, sin embargo, dichos patrones si podrian estar
influenciados.por la estructura primaria, secundaria y ter-
ciaria de la molécula precursora (141).

En el caso de las prohormonas y otras proteinas
pfecursoras (preogastrina, prosomatostatina, proglucagén,
provasopresina, prooxitosina, proalblmina, proinsulina, etc.)
los sitios de rompimiento mids frecuentes son pares de amino-
dcidos basicos (Arg-Arg, Arg-Lis, Lis-Lis). Estos limitan

hacia ambos lados a los péptidos biolbgicamente activos en
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la secuencia de la molécula precursora, sugiriendo la parti-
cipacibén de enzimas del tipo de 1la tripsina.
Se ha observado que en algunos precursores, los

rompimientos proteoliticos no siempre se dan a nivel de pa--

res de aminoicidos bésicos, ni todos los sitios donde égié
ten pares de aminoicidos bAsicos se rompen; esto Gltimo se
explica suponiendo que los aﬁinoécidos correspondientes a. ';
sitios potenciales de rompimiento, podrian estar ubicados en,
segmentos del precursor que fueran inaccesibles a las pro-
teasas., Por ejemplo, regiones helicoidales. Esta suposi-
cibén sbélo podréd ser confirmada cuando se conozca la estruc-.
tura tridimensional de 1la molécula precursora (141, 142).

Respecto al transporte en sistemas neurosecreto-
rios, el esquema mids claro, se encuentra en el sistema hipo-
tdlamo-hipbfisiario. En éste las neuronas magnocelulares
del nficleo supradptico (NSO) y el nficleo paraventricular
(NPV) que sintetizan vasopresina (VP) y oxitocina (0X), ex-
tienden sus axones hacia la hip6fisis posterior (neurohipb-
fisis), pasando per la eminencia media. Las caracteristicas
anatdmicas de este sistema ha permitido su utilizacién expe-
rimental para obtener informacidn de los diferentes estados
de maduracibn de 1la VP (34).

En el caso de las células neurosecretoras se pro-
pone un esquema de evenfos a nivel celular, semejante.
Durante el transporte celular y axbnico, con un periodo de

tiempo suficientc que permite la maduracidn proteolitica de

los precursores (10, 34).
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Experimentos de ‘*‘pulso-caza' (donde se determina
la incorporacibn de aminolcidos marcados radioactivamente a
la sintesis de proteinas) han demostrado que los precursores
de la VP y la OX con su correspondientes neurofisinas cam-
bian en su punto isoeléctrico y peso molecular. Esto sugie-
re la participacidn de eventos proteoliticos y modificacio-
nes enzimiticas durante el transporte en el cuerpo celular
y durante el transporte axdénico. En ambos casos se han en-
contrado intermediarios marcados. En estos experimentos se
encontré que los productos marcados en el NSO pasan hacia la
neurohipéfisis mediante un componente de transporte axbénico

rdpido y sensible a colchicina (10).

Secrecién

Los productos finales de todo este pfoceso se al-
macenan-temporalmente en los granulos de secrecidn, hasta
que ée presenta el estimulo adecuado para su liberacién. La
compartamentalizacidén en los grianulos parecen ser una carac-
teristica com@in a todas las proteinas de exportacidn, permi-
tiendo que 155 sustancias puedan ser almacenadas y transpor-
tadas desde el sitio de sintesis hasta el de -su secrecibn.

Se propone que la secrecidn se efectlla mediante
exocitosis, por la fusidén dependiente de calcio de las mem-
branas de granulo secretorio con la membrana plasmitica.
La liberacibdn del contenido al exterior de la célula tiene
efecto una vez que se abre el lumen del granulo, después de

la fusidbén de las membranas (109).
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En el caso de los neuropéptidos, el contenido de
los granulos se libera cuando las terminales nerviosas son
depolarizadas, la liberacibén involucra fusibén dependiente de
calcio entre las membranas de los grinulos y las membranas
de las terminales nerviosas, seguida de la apertura y secre-

cién de los productos (10).

2.2 Péptidos opioides

2.2.a Aspectos generales

Se ha planteado que 1los péptidos opioides forman
parte de sistemas neurosecretorios y se asume de manera ge- -
neral que los procesos biosintéticos que los generan son ba-
sicamente los mismos que se han propuesto para las proteinas

de exportacibén (159).

2.2.b Evidencias sobre los pasos involucrados en la

biosintesis de los péptidos opioides’

Transcripcidn

Con el uso de la técnica del kNA recombinante‘y la
quimica de proteinas se ha sugerido que los péptidos opioides
se derivan del procesamiento de tres proteinas precursoras
inactivas que se sintetizan ribosomalmente. Estas son:
Proopiomelanocrotina (POMC) (104), Proencefalina (PEF) (13,
40, 107) y Prodinorfina {(PDNF) (58).

Estas 3 proteinas con sus péptidos derivados co-
rrespondientes (figura 1) representan a los tres sistemas de

péptidos opioides enddgenos conocidos, mismos que en el SNC
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Figural: Representacidn esquemitica de los tres precursores

de péptidos opioides.

Cada uno con sus péptidos derivados.

Se sefialan los sitios de rompimiento porteolitico que dan lu-

gar a é€stos (KR, RR, KR, RK),

las secuencias de cisteina y el

préptido sefial en el extremo amino terminal de las tres pro-

teinas precursoras.
ciones:
ticotrdpica,
hormona estimulante de los melanocitos,

Abrevia-
ACTH=hormona adrenocor-
LPH=1lipotropina, MSH=melanotropina u
a = alfa, CLIP=péptido

POMC= pro-opiocmelano cortina,
B =beta,

corticotropina-like del 16bulo intermedio de la hipdfisis,

¥ =gama,
terminal de la gama LPH, END-27=endorfina (1-27),
E=sinenkephalin,
ME-8=ME-Ar
lina, PEPTIDO F=PEF (107-140),
prodinorfina, Neo=neoendorfina,

END-31Zendorfina (1-31), FRAGMENTO-N=fragmento amino-
SYN-
PEF=proencefalina, ME=Metionina Encefalina,
g6-G1i7- Leu®, ME-7=ME-Arg6é-Fen7, LE=Leucina Encefa-
PEPTIDO E=PEF (210-235), PDNF=
DYN-17=dinorfina A(1-17),

Leu-M=leumorfina DYN-8=dinorfina A (1-8), DYN-B=dinorfina B o

rimorfina.

C=cisteina, R=arginina, K=lisina.

Tomado de Dores and Watson 1984,
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se diferencian por su distribucibén regional (figura 2 y cua-
dro 1) (8, 63, 153, 154). '

‘. Los hallazgos de otros péptidos opioides endogenos,
posterlores a las encefalinas han revelado que presentan en .
su secuencia una o mlds copias de alguna de las encefalinas
{(tabla 1 ¥y figurg 1).

La POMC genera varios péptidos ‘bioactivos, de 1los
cuales sdlo la Beta-endorfina y sus derivados de menor peso -
molecular son de naturaleza opioide. La PEF también da lu-
gar a varios productos biocactivos que a diferencia de los
de la POMC y al igual que los de la PDNF, todos son de natu-
raleza opioide (tabla 1). |

La molécula de la PEF contiene en.su secuencia a
las dos encefalinas (6ME y 1LE), mientras que la PDNF contie-
ne tres secuencias de LE. Por su parte la POMC sdlo contie-
ne una secuencia de ME.

. La posibilidad de que la POMC pueda ser el precur-
sor de las encefalinas, ha sido descartada, dada la ausencia
de la secuencia de LE. Aunque la ME forma parte de la mo-
lécula de 1la POMC no es un producto final de ésta, sino que,
forma la parte amino terminal de la B-end. Ademas de las
evidencias aportadas por los estudios de distribucidén de 1los
péptidos opioides (8, 63, 99, 153).

Aunque la PDNF contiene tres secuencias de LE, 1la
mayoria de las evidencias apoyan la idea de que las encefa-
linas se derivan de 1la PEF; sin embargo, la posibilidad de

que la PDNF pucda dar lugar a la LE en algunos tejidos no



ANATOMIA DE LOS SISTEMAS OPIOIDES EN EL SNC.

PRODINORFINA

Figura 2: Represcentacidn csquemitica de la distribucidn regional
los sistemas de péptidos opioides en el Sistema Nervioso Central.

de



Figura 2. Representacidn esquemitica de la dis-
tribucidén de los péptidos derivados de la proopiomelanocor-
tina, proencefalina y prodinorfina en el SNC de rata y ra-
tén, en mapas parasagitales.

Proopiomelanocortina. Contiene una copia de Beta
endorfina (opioide), una de ACTH, tres copias de MSH (alfa,
beta, gama). En el cerebrc la mayor poblacidn neuronal con
POMC se localiza en nficleos arcuato, con proyecc1ones a muchos
nlicleos limbicos y del tallo cerebral

Proencefalina (PEF). Este sistema codifica para
varios pé€ptidos que contienen como centro opioide activo la
secuencia Tir-Gli-Gli-Fen-Met (Leu). Esta incluye una copia

de Leucina-Encefalina (LE), cuatro copias de Metionina-Encefa-_ -
lina (ME) y una copia de ME-Arg-Fen - (Heptapéptido (HE) y '
ME-Arg-Gli-Leu (octapéptido (OC) ). _

Prodinorfina (PDNF). Codifica para varios péptidos::
opioides activos que contienen la secuencia de la LE. Estos
incluyen la dinorfina A dinorfina B y la alfa-neoendorfina.

En los mapas, el pericarion neural es mostrado como
circulos s8lidos y las fibras terminales como lineas curvas
cortas y puntos. Cada mapa representa miltiples niveles
parasagitales a través del cerebro de rata.

Abreviaciones: AA=amigdala anterior; ABL=nficleo
basolateral de amigdala; AC=comisura anterior; ACB=nficleo
acumbens; ACE=nficleo central de la amigdala; AD=nficleo ante-
rodorsal del tidlamo; AL=16bulo anterior de la hipdfisis;
AM=nficleo anteromedial del tdlamo; AMB=nficleo ambiguo; AME=

nGcleo medial de la amigdala; AON=nficleo olfatorio; ARC=nG-
cleo arcuato; AV=nficleo anterolateral del tdlamo; BST=nlicleo
de la estria terminalis; CC=cuerpo calloso; CGX=corteza angu-
lada; CM=nlGcleo medio-central del tdlamo; COCH=complejo nu-
clear cloclear; CPU=caudado-putamen, CST=tracto corticospinal;
DH=hueso de la espina dorsal; DG=girus dentado; DM=ndcleo
dorsomedial del hipot&lamo; DNV=nficleo dorsomotor del vago;
DTN=nficleo dorsal tegmental; FMM=nlGcleo fatigal del cerebelum;
FRX=corteza frontal; GL=capa glomerular del bulbo olfatorio;
GP=globus palidim; HM=nGclec medial habenular; HPC=hipocampo;
IC=colliculus inferior; IL=16bulo intermedio de la hipéfisis;
LC=nGcleo locus coeruleus; LG=nficleo geniculado lateral; LHA=
Area lateral hipotalidmica; LRN=nficleo lateral reticular; MG=
nicleo medial geniculado; ML=lemnisco medial; MdM=nficleo me-
dial mamilar; MNT=n@icleo mesencefdlico trigeminal; MVN=nticleo
medial vestibular; NCU=nlcleo cuneatus; NCX=neocorteza; NL=
16bulo neural de la hip6fisis; NRGC=nficleo reticularis gigan-
tocelularis; NTS=nficleo del tracto solitario; OCX=corteza
occipital; OR=tracto 6ptico; OTU=tubérculo olfatorio; PAG=
gris periacueductal; PAX-corteza periamigdaloide; PBN=nicleo
parabranquial; PC=comisura posterior; ON=puente¢; POA=4drea
prebptica; PV=nGcleo paraventricular del tdlamo; RE=nficleo
raphe dorsalis, RF=formacidén reticular; R=raphe; SNC=sustan-
cia negra compactada; SNR=sustancia negra reticulada; SNT=
nlcleo sensorio trigeminal; SON=nficleo supradptico; SPT=nd-
cleo septal; STN=nGcleo espinal del trigeminal; SUB=subiculum;
VM=nticleo ventromedial del hipotidlamo; VP=paludum ventral;
ZI=zona incerta. Tomado de Khachaturian et al., 1985,



Cuadro 1. . DISTRIBUCION DE PEPTIDOS OPIOIDES , " Ref.

) : | Hipotédlamo
ENCEFALO——— Amigdala : e
Corteza cerebral-----12,7161

POMC ——

Posterior

HIPOFISIS Anterior

23, 161

Estriado
Hipotilamo

Cerebelo
ENCEFALO Cerebro medio

: Hipocampo
SISTEMAS
OPIOIDES — | PEF — Corteza --------- 63, 115, 148

HIPOFISIS-——II Posterior-------- 63, 115, 163

NGcleo paraventricular
NiGcleo supradptico

ENCEFALO Tallo cerebral 154

Amigdala----------=----

PDNF —

Anterior
HIPOFISIS — ] Posterioy ------ 15, 63, 132

Las referencias en esta tabla corresponden a estudios sobre la medicidn
del RNAm que codifica para cada precursor y estudios sobre la distribu-
cibén de inmunorreactividad para péptidos derivados de los tres precurso-
res opioides respectivamente.
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puede ser descartada. Inclusive se ha propuesto una via di-
norfinérgica para la LE en lé sustancia negra del cerebro de
Tata, por 1lo que en este tejido y probablemente en otros, la
LE podria generarse a partir dé'losipfecurSoteS‘que la con-

tienen (13, 157, 162).

Estructuralmente como se obsér?a en'laS figﬂféé7
1 y 3, las tres moléculas precursoras de péptidos opididés
tienen varias caracteristicas en comén:
Peso molecular muy parecido, cercano a 30 000 Da.
Nimero de aminodcidos muy similar, variando entre 209 y
267. Son consideradas diferentes especies.
En la mayoria de los casos las secuencias correspondien-
tes a péptidos bioldgicamente activos dentro de la se-
cuencia del precursor estin limitadas hacia ambos lados
por pares de aminoAcidos béasicos.
La regidén amino terminal es rica en residuos de cisteina
Yy né incluye aminoicidos de reconocimiento proteolitico
tipico y esti precedida por una secuencia aminoicida
"sefial', de naturaleza hidrofdbica.

Colectivamente en estas proteinas se observan las
similitudes bioquimicas de los tres precursores opioides.
Existe la posibilidad de que hayan evolucionado de formas
moleculares relacionadas (21, 23, 45). La presencia de re-
giones nuclebdtidas repetitivas en los genes de POMC y PEF ha
llevado a plantear que estos genes han evolucionado por una
via de duplicaciones y eventos de -rearreglo a partir de se-

cuencias ancestrales, semecjantes a la MSH y las encefalinas

respectivamente (45).
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péptidos opiocides. Abreviaciones:
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Semejanzas estructurales entre los precursores de los
POMC=proopiomelancortina,

end=endorfina, B LPH=beta lipotropina, PEF=proencefalina, ME=Metio-
nina Encefalina, LE=Leucina Encefalina, PDNF=prodinorfina,

end= beta neocendorfina, Din=dinorfina.

dos.

Tomado de Douglas et al. 1984
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No. aa=nlimero de aminoici-
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Con el avance en las técnicas de biologia molecular
ha sido posible determinar 1la distribucién de RNAm traﬁscri-
to péra los genes de la POMC y la PEF en la hipbfisis y cere-
bro de rata. Se encontrd que el gene de la POMC es trans-
crito en el hipotilamo, amigdala y corteza cerebral (12) y
en los 1lbébulos apterior (LA) y 1bébulo neurointermedio (LNI)
de la hipdfisis (23). El gene de la PEF es transcrito en
orden de abundancia en el estriado, hipotilamo, cerebelo,
cerebro medio, hipocampo y corteza (148). En ambos casos se
ha sugerido un mecanismo de regulacidn a nivel transcrip-
cional.

La Temocidn de la corteza adrenal (fuente de
gluco-corticoides endbégenos) y el tratamiento con dexameta-
zona (glucocorticoide sintético) indican que los glucocorti-
coides regulan negativamente los niveles del RNAm de la POMC
en el LA de la hipdfisis de rata. En el LNI, los glucocor-
ti;oidés no tienen ningdn efecto sobre los niveles del RNAm
POMC (23).

La administracién de haloperidol (antagonista de
la dopamina) incrementa los niveles del RNAm de la POMC en
el LNI de l1a hipbdfisis de rata, efecto no observado en el
LA (15).

Se propone que la regulacibdn es de tipo deferen-
cial, y podrian estar participando los receptores para glu-
cocorticoides en el LA y para la dopamina en el LNI (45).

Respecto a la PEF se sugicre una regulacidén a nivel

transcripcional que involucra factores dopaminérgicos.
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Como resultado del tratamiento crénico con haloperidol, se
observdé un incremento en los niveles del RNAm PEF en el es-
triado de rata; tal efecto no fue observado en hipocampo,
hipotilamo y corteza (148).

En relacibn al sistema de la PDNF nd;éxistenxdatos

que indiquen su regulacidén a nivel transcripcional.

Traduccibn

En sistemas libres de células se ha realizado 1la
sintesis de 1la POMC'mediante la traduccidbédn del RNAm POMC.
La proteina sintetizada en este sistema, resulta ser ligera-
mente mis grande que cuando la traduccidn se realiza en pre;
sencia de células, con 25 aminoicidos adicionales en su ex-
tremo amino terminal (44). Se ha sugerido que esta secuen-
cia corresponde al "péptido sefial" que en analogia con otras
proteinas es eliminado durante el paso de la POMC recién
sintetizada por el RER en las células intactas (98).

Se ha encontrado que el stress agudo afecta 1la
tasa de sintesis de la POMC. Mediante .experimentos de pulso-
caza en cultivos de células de hipbfisis anterior de rata,
sometidas previamente a stress agudo, se observd un incre-
mento en la sintesis de la POMC. Asi mismo se detectd un
decremento paralelo en un 25% de B-end y ACTH, dos horas
déspués del tratamiento, el contenido de B-end y ACTH en el
LA se restablece (23).

Con la utilizacibén de un antisuero dirigido hacia
la regibén aminoterminal de la POMC, que se supone correspon-

de al "péptido sefial" (2) se encontrd que la cantidad medi-
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ble de "péptido sefial POMC" y su proporcién con la B-end
total fue significativamente incrementado . Estos hallaz-
gos, éon indicadores de que la separacidn del "péptido sefial"
de la POMC ocurre como un evento co-traduccional (21, 23).

Respecto al sistema de la PEF; los estudios median-
te la incorporacibén de aminoidcidos marcados radiocactivamente
a las encefalinas y la inhibicién de la sintesis proteica
con cicloheximida, indicaron que las encefalinas podian de-
rivarse de una molécula de mayor peso molecular, sintetiza-
da ' ribosomalmente y que daba lugar a las encefalinas en un
periodo aproximado de dos horas (50, 97).

Con la cromatografia de filtracidn en gel, para
los extractos 4cidos del cuerpo estriado de bovino, se in-
tenté identificar al precursor de las encefalinas. Se en-
contro inmunoreactividad (IR) para éstas, en material corres-
pondiente a alto peso molecular. Lo cual indicaba que po-
dria t%atarse del precursor, sin embargo las concentraciones
detectadas fueron muy bajas, dificultando su caracterizaciébn
(83). Tres afios después se detectaron altas concentracio-
nes de IR para encefalinas en tejido adrenal de bovino (128).

El primer acercamiento para la identificacibn del
precursor de las encefalinas se obtuvo con los trabajos de
Lewis y col. (1980). Con los extractos Acides de grénulos cro-
mafines de médula adrenal de bovino (MAB); 1la cromatografia
de filtracibén en gel, generd material de alto peso molecular
que mediante digestidn enzimAtica dio lugar a las encefalinas

en una proporcibén de 7 ME: 1 LE (82).
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Se ha propuesto que las enzimas que procesan a la
POMC en los diferentes 1lébulos de 1a'hip5fisis podrian ser
muy semejantes. Sin embargo, podrian diferir en su preferen-
cia o selectividad por 1los aminoécidos que Tompen (90).

Esta posibilidad se basa enlas diferencias observadas en el
patrbén postraduccional entre el 16bulo intermedio y el lébu-
lo anterior de la hipbéfisis. En el primero los principales
productos de la POMC son la alfa-MSH y otros péptidos rela-
cionados con la B-end. En el 16bulo anterior los productos
principalesbéon la alfa-LPH y la B-end (figura 4) (23).
| En hipbfisis intermedia, Glembotski (1981) ha de-
mostrado que el rompimiento de la POMC hacia la Beta-LPH,
ocurre durante él paso por el RER/Golgi. La conversidn de
la Beta-LPH hacia B-end tiene lugar en 1los grénulds secreto-
rios (36).

En cuanto a las modificaciones enzimiticas de 1los
productos finales de la POMC, se han encontrado modificacio-
nes de glicosilacidn (26), acetilacidn (139), fosforilacibn
(6).

La B-end y sus fragmentos 1-26 y 1-27 est&n N-ace-
tilados en la hipbfisis intermedia, pero no én la hipdfisis
anterior de la rata y cerdo (23, 91).

La acetilacién amino terminal (N-acetilacidén) de
la alfa-MSH (6, 23) es necesaria para su actividad biolbgica.
“ Para la B-end, la N-acetilacidbén ocasiona la eliminacidbn de
su actividad opioide en el 16bulo intermedio de la hipbdfisis

(161). Se infierc que la fosforilacidn ocurre poco después
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Figura 4: En este esquema se anotan algunas observaciones
sobre el procesamiento de la POMC hacia sus productos finales.
Se hace notar las diferencias en cuanto a la velocidad y 1los
productos finales en el 1ld6bulo intermedio y el 1&6bulo anterior.
Procesamiento de la proopiomelanocortina en el 1dbulo anterior
e intermedio de hipdfisis de rata y ratdn. Abreviaciones:
ACTH=hormona adrenocorticotrdpica, Pre=péptido sefial, N-termi-
nal=amino terminal, [5-LPH=beta lipotropina,en=beta endorfina,
¥ -LPH=gama litropina,a« MSH=alfa hormona estimulante de los
melanocitos, CLIP=péptido corticotropina like del 16bulo inter-
medio.

Tomado de Douglas et al., 1984 ( ).



23

de 1la sintesis'de la POMC, presumiblemente en el RER o0 el
Golgi (6, 91).

Asumiendo que pares de aminodcidos bédsicos son
sefiales de rompimiento proteolitico y en base a la estructu-
ra primaria de la PEF, se sugieren rompimientos potenciales
a nivel de cuatro copias de ME y una copia de LE, asi como
del octapé&ptido (0OC) (Metionina—Encefalina—Arg6—G1i7-Leua) y
el HE (48) (figuras 1 y 5). |

Adicionalmente se han identificado varios péptidos
que contienen encefalinas de la MAB (tabla 1 y figura 6).

En la mayoria de los casos los péptidos que con-
tienen encefalinas aparecen en la estructura del precursor
como secuencias limitadas por pares de aminodcidos bédsicos,
excepto en el caso de los pé&ptidos BAM 12P y BAM 22P, que se
originan por rupturas en aminodcidos que no son los de pro-
cesamiento tipico (149). Otro caso es el de la metorfamida,
un péptido de ocho amino&icidos resultante del rémpimiento de
un solo residuo de arginina (Arg) (156).

Los péptidos BAM 12P, 22P, péptido F, amidorfan y
BAM 18P también se han encontrado en el cerebro de bovino,
pero en muy bajas concentraciones (47).

Enzimas consideradas como responsables del procesa-
miento de la PEF fueron aisladas y purificadas. La ruptura
de.la PEF a nivel de amino#icidos bdsicos se atribuye a una
enzima de la familia de la kalicreina (21). La remocidn de
los aminoficidos bidsicos en la regidn carboxilo terminal de

los péptidos separados por la endopeptidasa se adjudica a
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una carboxipeptidasa dependiente de cobalto (33).

En cuanto a las modificaciones enzimiticas de lds
péptidos derivados de la PEF hay mucho menos informacién que
para el caso del sistema de la POMC, teniéndose'evidencias
solamente de modificaciones de amidacidn en el caso de dos
péptidos. E1 amidorfan y la metorfamida que son amidados en

su extremo carboxilo terminal (131, 156)...

Se propone que parte de la LE en la hip&fisis de .
rata, pero no en el cerebro, puede sufrir N-acetilacidn, con
lo cual pierde su actividad opioide (130).

Las evidencias indican que la PEF en la médula
adrenal y en el‘cerebro de bovino es estructuralmente idén-
tica o casi idéntica, en cuanto a la secuencia aminoidcida.

E1l RNAm de la PEF en ambos tejidos, tiene un mismo tamafio,
con cerca de 1400 nucledtidos (115). A partir del nlcleo '
caudado de bovino se aisld un péptide de 70 aminodcidos,
llamado Sin-enkephalin (Sin-enk) el cual originalmente se
encontrd en grianulos cromafines de bovino; mismo que resultd
ser'idéntico_a los aminoidcidos 1-70 de la PEF de 1a MAB (89).
Las enzimas que procesan a la PEF en la m&dula adrenal, tam-
bi&én se han detectado en el cerebro. Sin emBargo, a pésar
de tales semejanzas, los pasos y la velocidad del procesa-
miento en cada tejido parecen ser diferentes ya que en el
cerebro no se han identificado todos, ni los mismos péptidos
.intermediarios provenientes de la PEF detectados en la médu-

la adrenal (31, 52, 88, 115).
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Se ha planteado que en cerebro,JeI procesamiento
de la PEF parece ser mis completo que- en médula adrenai.
En el primero la PEF se procesa mfs ridpidamente, encontran-
do intermediarios de alto peso molecular en cantidades no
significativas. Lo cual sugiere que las encefalinas y otros
péptidos opioides de bajo peso molecular , como el HE y OC,
podrian ser los principales productos de la PEF en el cere-
bro (116). A diferencia de la mé&dula adrenal, donde la can-
tidad de péptidos de alto peso molecular que contienen en-

cefalinas respecto a las encefalinas libres, es relativamen-

te mayor (31).

En base a 1la anatomia del sistema hipotdlamo-hipo-
fisiario de raté, se encontrd que la PEF se procesa durante
el transporte axdnico. Los intermediarios de alto peso mo-
lecular. que contienen encefalinas estin en pequefias cantida-
des ¥y son distintos a los de MAB (5, 69, 88). En este sis-
tema, los péptidos que contienen encefalinas se encontraron
‘predominantemente en nificleo supradptico (NSO). En.la neuro-
hipéfisis fueron casi exclusivamente encefalinas libres.

Los hallazgos en este trabajo indicaron que el material de
alto peso molecular con inmunorreactividad (iR) a ME en NSO,
carece de la regidn amino terminal de 70 aminodcidos (Sin-
enk) de la PEF. Se sugiere la pérdida del tal regidn en un
estado inicial del procesamiento, generado proteinas de alto
‘peso molecular que conservan la regidn carboxilo terminal de

la PEF y que en la médula adrenal, la regidén amino-terminal

se separa como un evento posterior a la eliminacidn de la
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regidn carboxilo-terminal. Los autores plantean que las
diferencias entre estos dos tejidos podria resultar de di-
ferencias en la forma molecular de la PEF o bien de diferen-
cias en las reacciones proteoliticas durante el procesamien-
to del precursor (88).

Por otro lado los péptidos Beta-neoendorfina (100),
Dinorfina A- (1-17) (30, 37) y Leumorfina (105), se generan
a partir de 1la PDNF por rompimiento a nivel de pares amino--
Acidos baAsicos. Esto indicaria la participacidn de enzimas
semajantes a las propuestas para la PEF. La rimorfina (68)
se libera por rompimiento en un s8lo residuo de Arg. De la-
misma forma se genera la Dinorfina 1-8 (101). En ambos
casos se sugiere la participacidn de una enzima del tiﬁo de
la tripsina.

Los estudios en ﬁipéfisis de rata han indicado que
los péptidos derivados de 1a>PDNP son mids abundantes en la
hipd6fisis posterior, Se propone que este precursor se pro-
cesa diferencialmente. Aparentemente la PDNF en el 18bulo
anterior de la hipb6fisis genera formas ﬁoleculares de alto
peso molecular como pruductos principales y en el 16bulo
posterior proporciona formas de bajo peso molecular; en am-
bos 1dbulos el material contiene en su secuencia una o mis

copias de LE (132) (figura 7).

Secrecibn
Se sabe que los productos finales de los tres sis-
temas de péptidos opioides se liberan. Sin embargo, si se

considera que cada precursor opioide puede originar varios



HN

DYN 8(1-29)

DYN(1-32)
i 1=
DYNB »
ov~u41y/ RIMORPHIN

|

DYN{1-8)

R 3 l
E 2
.

Figura 7: Posible procesamiento proteolitico de la Prodinorfina
(PDNF) en la hipb6fisis. La figura muestra la representacidén es-
quemfitica de. la porcién carboxilo terminal de la PDNF, donde todas
las secuencias peptidicas opioides estan contenidas dentro de 1los
85 aminoficidos carboxilo terminal del precursor de 30- 000 daltons.
e indican las posiciones de los pares de aminoicidos bisicos (Arg
Lys) y de las tres secuencias de la Leu-E. En el Area punteada se
muestran los productos del procesamiento que son enzimiticamente
liberados de la molZcula precursora en el 18bulo anterior de la
hip6fisis. Abreviaciones: HzN=Amino terminal, COOll=Carboxilo ter-
minal, Lys=1lisina, Arg=arginina, Leu-E=Leucina Encefalina, B-NEO-
E=beta neoendorfina, a -NEO-E=alfa ncoendorfina, DYN (1-8)=dinor-
fina (1-8), DYN (1-17)=dinorfina (1-17), DYN (1-32) = dinorfina
(1-32), DYN B o RIMORPHIN = dinorfina B o rimorfina.

Tomado de Seizinger.et al. 1984 ( ).
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productos que varfan en especificidad y actividad biolé-
gica; resulta muy critico determinar qué& productos y dentro
de qué circunstancias son liberados. Dado que no se tiene,
a priori, forma de determinar el patrén de liberacidén o su
regulacidn biold8gica, es necesario desarrollar modelos de
estudio para abordar este problema (z21).

En el caso del sistema de l1la POMC se propone un
modelo para estudios de liberacidén utilizando un cultivo
primario del 16bulo anterior de hipdéfisis donde se encontra-
ron factores enddgenos de liberacidén. Con este sistema se
logra la liberacibn diferencial de material dé bajo peso mo-

lecular, como 1la B-end (21).

3.0 PEPTIDOS OPIOIDES EN LA ESCALA FILOGENETICA

Otro aspecto de particular importancia en relacidn .
a los péptidos opioides es que, no solamente se encuentran
en los mamiferos, sino que también se han reportado en otros
organismos a lo largo de la escala filpgenética, desde un
organismo unicelular (80), pasando por invertebrados, pro-
tocordados y todas las clases de vertebrados, incluyendo el
hombre (tabla 2).

El trabajo de Pert y col. (1974) (112) sobre 1la
distribucién filogenética de los receptofes opifceos, auna-
do al trabajo de Simantov y col. (1976) (133), sobre la me-
dicibn de la actividad de las encefalinas "purificadas" y
determinacién de la unidén a receptores opificeos en las pre-

paraciones de tejido nervioso de diferentes vertebrados e
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invertebrados sugirieron que los receptores opidceos y las
encefalinas s61lo estaban presentes en el grupo de los verfe—
brades. Sin embargo, posteriormente se obtuvieron eviden-
cias de la presencia de péptidos opioides o sustancias es-
tructuralmente muy parecidas a €stos, en varios grupos de
invertebrados (tabla 2) (118). La mayoria de las evidencias
tanto en vertebrados, como en invertebrados se han obtenido
para las encefalinas y B-end por medio de la té&cnica de in-
munohistoquimica (IHQ).

Péptidos relacionados con la POMC y PEF se han
detectado en invertebrados, protocordados y todas las clases
de vertebrados que se han revisado. Por otro lado, solamen-
te para los anfibios se han detectado péptidos representan-
tes de ‘1os tres sistemas de péptidos opioides evidenciados en
mamiferos. Respecto al sistema de la PDNF, al igual que en
las secciones precedentes, la informacidén disponible es mas
escasa.

En el caso particular de los anfibios se ampliari
un boco la informacibn, puesto que, este trabajo se efectud
con el encé&falo y la hipd6fisis de un anfibio; el urodelo

Ambystoma mexicanum.

La presencia de la POMC y sus derivados ha sido
mostrada en el 1dbulo neurointermedio de la hipdfisis de 1la

rana Xenopus laevis y la Rana ridibunda. E inclusive en el

-filtimo caso se ha detectado material acetilado, proponiendo
un esquema de procesamiento que incluye intermediarios de

alto peso molecular como la BETA-LPH y ACTH que se procesan



Tabla 2. PEPTIDOS OPIODES EN LA'ESCALA'FILOGENETICA

PROOPIOMELANOCORT INA
CLASE ORGANISMO TEJIDO REFERENCIA
REPTILES Lagarto Hp. y Cerebro m 22,24
] Lagartd H. interm. 20¢¢’
ANFIBIOS ~  _ Rana H. interm. 150 =0
Rana Est. POMC 93 .
PECES Teleosteo Pro y meta- K
adenohip. 27
Salimén Hip6fisis 61,146
- PROTOCORDADO Ascidia Comp. Neural 113
INVERTEBRADO L de t. G&an, cer. 3
UNICELULAR T.puriformis  Extractos ac. 80
PROENCEFALINA
AVES Pichén Cerebro 3
Pollo domes. Telencéf. 119
REPTILES Tortuga Cerebro
Lagarto Cerebro
Lagartija Cerebro 87
Caiman Telencéf. 9
Tortuga Retina
ANFIBIOS Rana Glan, Adr. 78
Rana Est. PEF 94
Sapo Cerebro 65
Salamandra Retina 155
PROTOCORDADO Ascidia SN 35
INVERTEBRADOS Cangrejo Org.Nh y tallo oc. 56
: Insectos Extractos 118
L de t. Gan. cer. 3,125
Sanguijuela SNC y SNP 76,164
Molusco SNC 81
Pulpo Vena cava
PRODINGORFINA
ANFIBIOS Sapo SNC 16

Abreviaciones: Hp.=hipotfilamo; m=medio; H=hip&fisis; interm.=inter-
media; Est=estructura; POMC=proopiomelanocortina; Pro y metaadenohp=
pro y metaadenohip&fisis; Comp.=complejo; Gan.cer.=ganglio cerebral;
ac.=8cidos; Telencéf=telencéfalo; Glan.Adr.=glindula adrenal; SN=
sistema nerviosos; Org.Nh=6rgano neurochemal; oc=ocular; SNC=sistema
nervioso central; SNP=sistema nerviosos periferico; L det=lombriz de
tierra.
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hacia las melanotropinas y B-end (150). M&ds recientemente
incluso, se ha obtenido la secuencia nucle8tida del DNA com-

plementario para la POMC de la rana Xenopus laevis (93).

Mediante IHQ y anfdlisis bioquimico, se ha mostrado
la presencia de las encefalinas en los grinulos cromafines
de Tana (77). Qon antisueros dirigidos hacia el extremo
amino terminal de la PEF (Sin-enk) de mamiferos, se sugiere
la existencia de proteinas semejantes a la PEF en las cé&lu-

las cromafines de 1la Rana ridibunda (78).

La cromatografia de filtracidn en gel de extractos

Acidos de cerebro de sapo Buffo marinus indicd la presencia

de ME, LE y HE libres. También se encontrd IR a encefalinas
en material de alto y bajo peso molecular. Los autores plan-
tean que la presencia del HE, que corresponde al extremo car-
boxilo terminal de la PEF de mamiferos, es una evidencia de
que la PEF tambié&n existe en los anfibios. La concentracidn
de ME fue mucho mayor que la de LE y casi cuatro veces mis
que el HE. La proporcitn ME:HE coincidid con lo encontrado
en mamiferos, lo cual no sucede con la proporcidn ME:LE (65).

Otro anfibio, la rana Xenopus laevis se utilizé

para examinar, por medio de técnicas de biologia molecular,
el gene que codifica para la PEF; encontrando que la estruc-
tura primaria de los principales exones de los genes de 1los

PEF en Xenopus laevis codifican para siete secuencias de ME,

pero para ninguna secuencia de LE. Dentro de la secuencia

de la PEF de Xenopus laevis las posiciones de ME son las mis

mas que en la PEF de mamiferos. El lugar correspondiente
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a la LE, esta ocupado por una copia de ME. En la posiciébn
del OC hay una secuencia de ocho aminofdcidos limitada por.
pares de aminoficidos bidsicos; pero en este caso, el octavo
aminodcido es la Tir, que en mamiferos corresponde a la Leu.
La secuencia de HE al igual que en mamiferos se localiza en
el extremo carboxilo terminal de la PEF. Las secuencias de
ME, HE y Metionina-Encefalina-Arg6- Glf-TirB, dentro de 1la

PEF de Xenopus laevis, estdn limitadas por pares de amino-

dcidos bAsicos y su proporcidén es SME: 1LE: 1 Metionina-
Encefalina-ArgG—Gli7—Tirg.

En el caso del sistema de la PDNF se ha descrito
la presencia de IR para Dinorfina 1-13 en la hipdfisis,

cerebro y médula espinal del sapo Buffo marinus. Se deter-

mind el contenido de IR-Dinorfina y sus patrones de distri-
bucidn molecular. Las concentraciones méds altas de IR-Din
se encontraron en el 18bulo neurointermedio (LNI) de la hi-
p6fisis, mientras que las concentraciones detectadas en el
cerebro y la médula espinal representaron el 1% de lo encon-
traao en el LNI.

Ademias de estos estudios, hay evidencias de 1la
existencia de receptores opiidceos en sistemas neuronales de
anfibios. Inicialmente se reportd que los receptores opiid-
ceos en anfibios, presentaban una afinidad ligeramente menos
sensitiva a la observada en rata (11). Mas turde RlUegg pre-
-sentd datos sobre la solubilizacidn parcial de receptores
opiiceos al tratar las membranas de células nerviosas de ce-

rebro de sapo con digitonina (124). Simon describid la so-
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lubilizacidn de receptores opificeos a partir del cerebro de

la Rana esculenta encontrando sitios de unién tipo "mu'",

"delta' y "kappa'". Las membranas cerebrales de esta rana
solubilizadas con digitonina, dieron origen principalmente a
receptores tipo "kappa''; los cuales fueron separados de los
otros dos tipos (134).

Todaos 1los reportes sobre receptores y péptidos
opioides en anfibios hasta aqui mencioandos se han efectua-
do en anfibios pertenecientes al Orden de los Anuros (sapos
Yy ranas). El dinico trabajo efectuado en un urodelo hasta
la fecha es el de Watt (1985) (155) donde se determind IR
para encefalinas en las c&lulas amacrinas de retina de lar-

vas de salamandra Ambystoma tigrinum mediante IHQ.

4.0 . BIOLOGIA DEL AJOLOIE Ambystoma mexicanum

4.1 ' Caracteristicas generales del ajolote

Clasificacidén taxonBmica: (158,1661)

Reino Animal

Phylum Chordata

Subphylum Vertebrata

Superclase Tetrapoda

Clase Anfibia

Orden Urodela (Caudata)

Suborden Ambystomoidea

Especie ’ Ambystoma mexicanum (Siredon

mexicanum)
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Durante la evolucién de los vertebrados, un cam-
bio notable fue el paso de un tipo de desplazamiento mediaﬁ-
te natacién hacia la locomocién en cuatro patas, y de la res
piracibén por medio de branquias a la respiracidén por pulmo-
nes. Es en la clase de los anfibios donde se observa esta
etapa de transicidn.

Los anfibios son organismos que en la mayoria de
los casos durante su vida larvaria viven en el agua y duran-
te su vida adulta son terrestres. Este cambio de medio am-
biente estdi asociado a cambios morfoldgicos y fisioldgicos
importantes que permiten al animal desarrollarse en medios
ambientes tan distintos.

Los Ufodelos {(salamandras y tritones) se distin-
guen de los otros dos brdenes de anfibios (Anura: sapos y
ranas) .y (Apoda: cecilias) por la forma del cuerpo: |

a) En el cuerpo de los Urodelos puede distinguir-
se bien la cabeza, el tronco y la cola permanente.

b) 'Las larvas son estructuralmente muy parecidas

a las formas . adultas.

c) Tanto las larvas como los adultos presentan

dos pares de extremidades débiles.

Las salamandras por su forma externa son semejan-

tes a los antiguos anfibios que se originaron directamente

de los peces, Con cuerpo alargado, pero grueso, la muscula-

" tura del tronco es potente y la cola estid desarrollada ayu-

dando a la natacidn (322).



34

El Ajolote Ambystoma mexXxicanum que habita en los

canales de Xochimilco (México, D.F.) pertenece al Orden de
los Urodelos; en su medio natural se encuentra como una for-
\

ma neoténica, la cual no presenta evidencias externas de
metamorfosis, pero que es madura sexualmente y se reproduce
conservando su morfologia de larva (138, 158). Parece pro-
bable que las aéuas frias de los lagos montafiosos y la es-
casez de iodo en el agua son,en parte las responsables de

la neotenia en su medioc natural. La metamorfosis es fdcil-
mente inducida en estos organismos por inyecciones de ex-

tractos tiroideos y hormonas tiroideas.

Se considera muy probable que de la especie

Ambystoma mexicanum existan diferentes subespecies o razas
geogrificas. (166').

Estudios bioquimicos han indicado cambios normal-
mente asociados a la metamorfosis de los anfibjos en el
Ajoloie; un ejemplo es el cambio de la hemoglobina, de una
forma larvaria caracteristica, hacia una forma adulta, du-
rante el desarrollo del Ajolote (24, 25).

Los ambystomideos de México representan tres géne-
ros y cerca de una docena de especies. La especie histdrica-
mente mis encontrada y probablemente la mis cominmente usada

como alimento es el Ajolote obscuro (Ambystoma mexicanum),

que aparentemente esti restringido al Lago de Xochimilco.
Las larvas de Salamandra tigrinum de color mis
claro que las de Xochimilco, distribuidas en E.U., excepto

en el extremo Este, tambi&n se encuentran en el Suroeste de
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Canadid y en lugares cercanos a las ciudades de Puebla vy
México, son referidos en casi todos los casos como Ajolote
del fipo de los de Xochimilco, aunque en realidad se trata
de otra especie. En el Lago Lerma del Valle de Toluca hay
una especie muy parecida a la de Xochimilco en cuanto a color.
El Ajolote ha sido utilizado para diferentes ti-
pos de investigacidn y es conocido con el nombre cientifico

de Ambystoma mexicanum, igualmente aplicable a todos los

estados de desarrollo; pero, su nombre verniculo "Axolotl' o
Ajolote ha sido miAs estable. El nombre Axolotl es de origen
azteca y su significado es interpretado como:

Mostruo del agua

Duende del agua

Perro del agua

Gamelo del agua
Sirviente del agua, etc.

La relacién de '"Xolotl" como una deidad, con el
Axolotl es evidenciada en el contexto de lo 'feo' desde 1los
primeros tiempos. En relacidn al mito del Dios Xolotl, que
se supone adoptaba formas "feaé", como monstruo © como agave
del doble tallo. E1 Axolotl podria representar otra forma
fea del Dios, s6lo que en este caso como habitante del agua.
La adopcidn de esta forma seria como tentativa de escapato-
ria del Dios o en relacidbn, segiin la leyenda, a que el Dios

Xolotl presidia el nacimiento de gemelos y monstruos (138).

4.2 El Sistema Nervioso Central (SNC) del Ajolote

Estructuralmente en el cerebro de los Urodelos,
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incluyendo al Ajolote, se puede distinguir las tres regiones

principales del encéfalo de los vertebrados '"superiores'.

Bulbos olfatorios
Telcencéfalo

o - Hemisferios cerebrales
~— -

= Prosencéfalo Diencéfalo

W@ Mesencéfalo .

&

5 Rombencéfalo

Se ha planteado que evolutivamente cada regién
pudo haberse desarrollado en asociacidn con alguno de los
tres principales 8rganos de los sentidos. E1l sentido del
olfato esti relacionado principalmente con el _prosencé&falo.
El sentido de la vista con el mesencéfalo. El sentido del
oido, cambios de presidn y equilibrio, con el rombencé&falo.

En el rombencéfalo se encuentran los centros de
asociacidn con los nervios que llegan a la linea lateral y
el oido interno en los vertebrados acuiticos (122,.158).

Durante la evolucidén del SNC de los vertebrados
encontramos a los anfibios en una posicidén intermedia, en
donde se conservan las caracteristicas de los peces, pero
adem3s empiezan a manifestarse los cambios que llevaron al
desarrollo, tal como se presenta en mamiferos.

En anfibios, cuyos hemisferios cerebrales estin
poco desarrollados los principales centros de actividad ner-
viosa se encuentran en el tallo cerebral (mesencéfalo-rom-
bencéfalo). En el techo del mesencéfalo existe un gran cen-
tro de coordinacidbn e iniciacibn de la actividad motora, es
principalmente un centro visual, pero recibe estimulos de

todos los demis centros de asociacidn; de esta zona salen



37

drdenes para los centros y columnas motoras.

Conforme se asciende en la escala filogenética de
los vertebrados, la regién del techo pierde importancia{,a
favor de los hemisferios; en los mamiferos la regidn deiiie;
cho ya es secundaria. ,‘ o

En peces y anfibios con cola, la regidn del bulbo
(rombencéfalo), contiene los cuerpos celulares de 1la células
gigantes del Mauthner que recorren toda la mé&dula espinal y
controlan los movimientos ritmicos del tronco y la cola,
fundamentales para el desplazamiento.

En los peces la materia gris sblo existe en las
paredes internas adyacentes a los ventriculos y la materia
blanca forma la superficie externa. A medida que se acerca
al encéfaio y se asciende en la escala de los vertébrados;
las materias gris y blanca van perdiendo su posicidn original
¥y se entremezclan en mayor o menor grado. En los hemisferios
cerebrales, el techo del mesencé&falo y el cerebro de los ver-
tebrados ''superiores', la posicidn de estas dos capas estd
invertida, constituyendo la corteza cerebral. En los anfi—
bios, es donde el cambio de la posicidn de la materia gris
hacia la periferia empieza a notarse; donde algunas cé&lulas
de la materia gris se han desplazado hacia la periferia.

En los anfibios el tdlamo propiamente dicho (pare-
des del diencéfalo) es una zona de importancia secundariu,

" aunque sigue siendo un centro de relevo para los impulsos que
van a los hemisferios cerebrales. La parte dorsal del tdla-

mo tiene poca importancia en los anfibios, mientras que
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en los mamiferos las funciones del tdlamo dorsal son funda-
mentales (122). -

El género Ambzstoméfes iﬁtermedio entre las espe-
cies "inferiores" y "suﬁeiiéfég" de la Clase de los Anfibios:
se parece mucho a los peces, Sin embargo, su cerebro coﬁé
un todo, estid organizado en un plaﬁo mayor, lo cual hace po—
sible su comparacidn con el de los reptiles y mamiferos.

. Las subdivisiones mis grandes en el cerebro humano pueden
identificarse en el Ambystoma, aunque existen remarcables

diferencias en forma y tamafio relativo (46).

5.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En diferentes tejidos de vertebrados e invertebra-,
dos se ha identificado diversos péptidos opioides Biolégica-
mente activos (tabla 2). Actualmente se acepta de manera‘
general la existencia de tres moléculas precursoras, las
cuales generan a todos los péptidos opioides conocidos, mis-
mas que se'de5criben como POMC, PEF y PDNF.

Las encefalinas se forman a partir de la PEF, sin
embargo; existe la posibilidad de prcduvcir LE como producto
final proveniente de 1la PDNF.

La presencia de péptidos opioides en anfibios se

describe por vez primera en el cerebro del sapo Buffo marinus,

encontrindose inmunorreactividad para HE, encefalinas y pépti-
"dos de alto peso molecular que contienen encefalinas. Sin
embargo, no se detectd inmunoreactividad para el OC. Este

Gltimo constituyente también de la PEF de mamfferos. La pro-
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porcidén ME:HE en el cerebro de sapo es de 3.5:1, similar a
lo reportado en tejidos de mamiferos (65).

Poco tiempo después se logrd identificar por méto-
dos inmunohistoquimicos a las encefalinas y a la porcidén 1-70
de la PEF de mamifero, denominada Sin-enkephalin, en la glin-

dula adrenal de la Rana ridibunda (77,78)

La identificacidn de Sin-enkephalin, HE, encefa-
linas libres e integradas a péptidos de alto peso molecular
es consistente con la idea de una forma anfibia de PEF.
Esta idea se vio confirmada al obtenerse la secuencia nu-

cledtida del gene que codifica para la PEF en Xenopus laevis.

La molécula no presenta ninguna secuencia de LE y contiene

en su estructura 5 copias de ME, una de HE en su extremo car-
boxilo terminal y una de Met—encefalina—Args-Gli7—Tir8 (es-
ta secuencia se encuentra en la misma posicidn que el 0OC en
la PEF de mamiferos, pero contiene una tirosina en lugar de
Leucina en la octava posicidn). Los autores de este trabajo
plantean que durante la evolucidn la ME precede a la LE den-

tro de la PEF. (94).

No obstante, existe una discrepancia importante en

los datos presentados. Es demostrada la preséncia de LE en

Buffo marinus, sin embargo, la secuencia nucledtida que co-

difica para la PEF no contiene una sola secuencia de LE.

Esto permite sugerir que la LE proviene de una molécula pre-
cursora diferente; dicho precursor podrfia ser semejante a la
PDNF, planteamiento que encuentra apoyo en la identificacidn

de dinorfina 1-3 en el SNC de Buffo marinus (16).
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En México existen anfibios Urodelos y Anuros, de
estos GGltimos parten la mayor cantidad de investigaciones
bioquimicas y fisioldgicas, mientras que la biologia de los
Urodelos es poco conocida. En la mayorfia de los casos han
sido utilizados principalmente como modelo del estudio en-
décrino de la metamorfosis. Por lo tanto es importante
iniciar el estudio bioquimit§ del Sistema Nervioso de una
especie Urodela mexicana; como el Ajolote Ambystoma
mexicanum. En este caso, partiendo de un estudio sobre 1la
biosintesis de las encefalinas en el cerebro de tal anfibio.

En funcidén de las evidencias que demuestran la pre-
sencia de péptidos opioides pertenecientes a los sistemas de
PEF y PDNF en el cerebro de anfibios Anuros; la hipdtesis de

este trabajo es que la Metionina y Leucina-Encefalina exis-

‘ten en el cerebro del Urodelo Ambystoma mexicanum y que ta-
les neuropéptidos provienen de precursores de mayor peso ho—
lecular en el cerebro de esta especie.

Los objetivos principales son:

1. Demostrar la presencia de Metionina y Leucina-
Encefalina en las siguientes estructuras del cerebro del

Ajolote Ambystoma mexicanum: telencéfalo, diencéfalo-mesencé-

falo,'rombencéfalb e hipd6fisis.

2a. Analizar la distribucién molecular de péptidos
que contienen encefalinas. Mediante la revisidn del perfil
de distribucidbn por pesos moleculares del material con inmu-
noreactividad para encefalinas en cromatografia de filtracibn

molecular; a partir de los extractos ZAcidos correspondientes

a cada una de las extructuras ya mencionadas.



41

2b. Comprobar que las encefalinas se derivan de
péptidos de mayor peso molecular, mediante la digestibén en-
zimdtica de los eluatos resultantes dé la cromatografia de
filtracidén en gel.

Todo esto con el propdsito de contribuir al estu-
dio de la biosintesis de las encefalinas en el SNC de los
vertebrados; suponiendo que los procesos biosint&ticos de

Estas en el cerebro de Ambystoma mexicanum podrian ser iden-

tificables con menor dificultad que en el caso del cerebro
de vertebrados superiores como los mamiferos, donde la com-
plejidad en la organizacidn del SNC y de los sistemas de
péptidos opioides es relativamente mayor. Asi como para
‘iniciar un estudio sobre las caracteristicas bioquimicas del

SNC Del Ajolote.

6.0 °  MATERIAL Y METODOS

Mantenimiento de los animales

Para efectuar este trabajo se utilizaron 40 Ajolo-

tes- (Ambystoma mexicanum) de ambos sexos, provenientes de
Lago de Xochimilco. La longitud de los animales fue de 18 a
20cm y el peso de 60 a 100g. Los Ajolotes se mantuvieron en
el Laboratorio, hasta su utilizacidn,en peceras con agua de-
clorinada, un colorante antihongos .y un sistema de aireacidn
de agua a una temperatura de 18 - 20°C, alimentfndolos con

~ peces pequeiios vivos y polvo de moscos.

Diseccidn de cerebro

En la primera parte de este trabajo se utilizaron

20 Ajolotes, que se sacrificaron por decapitacidn. El cere-

bro se extrajo cortando el crineo por la parte dorsal {obte-
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niéndose desde los bulbos olfatorios, hasta el inicio de la
médula espinal), _ ,

Trabajando sobre una superficie fria {4?C) se
separaron cuatro regiones: | .‘f  >7 - - .

1) Telencé&falo iv :‘vi(§5ﬁ”

2) Diencéfalo-Mesencéfalo (DQM]

3) Rombencéfalo . (R)

4) Hipbéfisis (H)

Los cortes se hicieron tomando en cuenta el Atlas
elaborado para el cerebro de la salamandra (Ambystoma
tigrinum por Herrick 1948 (46), Las regiones separadas fue-
ron las que estructuralmente resultaron distinguibles a un
nivel macroscdpico; la separacibn de diencéfalo y mesencéfa-
lo es diffcil debido al tamafio tan pequefio y la forma de es-
tas estructuras; por lo cual ambas regiones se tfabajaron
juntas (esquema 4),

Cada una de las estructuras se coloct por separado
sobre hielo seco hasta completar la obtencidn de las cuatro
regiones correspondientes a 20 Ajolotes.

Al té&rmino de la diseccidn, cada estructura se
pesd en forma individual e incubd en cinco voliimenes de
dcido clorhidrico (HCL) 0.IN a. SS°C durante 15 minutos
(esto se hace con el fin de eliminar la accidn de las enzi-
mas que degradan a las encefalinas). Después las muestras
'se mantuvieron a 4°C durante 5 minutos y se guardaron en el

congelador a —20°C para su posterior utilizacién,



CEREBRO DE AJOLOTE

( Ambystoma mexicanum )

Esquema
Ajolote
cual se
Tras con

. () TELENCEFALO
@ ® DIENCEFALO-MESENCEFALO
(3 ROMBENCEFALO
@ HIPOFISIS
4: Representacidn esquemﬁfica del cerebro del

(Ambystoma mexicanum), indicando el nivel al
hicieron los cortes para obtener las estructu-
las que se trabajo.
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Purificacidn de las encefalinas

- Homogenizacidén. Cada una de las 20 muestras
correspondientes a las cuatro regiones, se homogenizd duran-
te 5 minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm).

- Centrifugacidén. E1 homogenado tisular obtenido
en el paso anterior fue centrifugado a 20 000 rpm durante
una hora a 2°C; recuperindose el sobrenadante.

- Cromatografia de absorcidn en amberlita XAD-2

La amberlita se lavd previamente a su utilizacidn
condiferentes solventes en el siguiente orden: Acetona,
Metanol absoluto y agua. Se utilizan tres vol@imenes de cada
solvente, con tres lavados en cada caso; se deja en cada uno
durante 24 horas, quedando finalmente en agua. Estos lava-
dos se hacen con el objeto de liberar a la resina de impu-
rezas y de que sus propiedédes cromatogridficas se conserven
en buen estado.

Se utilizaron columnas de vidrio de 15cm de largo
por O0.5cm de difmetro; el nivel de la resina (amberlita)
fue de 10 a 1icm. .

Una vez preparadas las columnas de amberlita, se
reguld la velocidad de flujo a 0.5 ml por minuto y se
corrid la muestra haciendo dos lavados a dicha velocidad.

El primer lavado fue con 20ml de HCL 0.1N y el segundo con
40ml de agua destilada; finalmente se recuperaron las ence-
falinas, eluyendo el material retenido por la amberlita, con

20ml de metanol absocluto.

La recuperacidn de las encefalinas parcialmente
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purificadas a partir de extractos tisulares, por este méto-

do es de alrededor de un 90% cdomo.en (137, 152).

Cuantificacidn de las encefalinas

Los eluatos obtenidos de la cromatografia de ad-
sorcidn se evaporaron a sequedad, con aire en bafio maria y
se rehidrataron con 2 ml de agua destilada. A partir de
esta muestra se tomaron las alicuotas para. la cuantificacidn
de las encefalinas mediante la técnica de radioinmunoidnali-
sis (RIA) (85). En el caso de la ME, 1a§ muestras fueron
previamente oxidadas con 50 microlitros de solucidn de
pe;%xido de hidfégeﬁo'(1.1 ml de H,0, al 30% en 500 ml.
de solucidn) a temperatura ambiente durante 16 horas. La
oxidacidn se hace, debido a que el estandar de ME utilizado
para la formacidn del antisuero para la ME estaba oxidado.
Por lo que al oxidar las muestras se mejora el reconocimien-
to. Después de la oxidacidén, las muestras sSe evaporaron y
resuspendieron en agua. De &stas se tomaron las alicuotas
para la cuantificacidn del IR-ME. La cuantificacidn de 1la
IR-LE se efectud tomando las alicuotas directamente, después
de evaporar y rehidratar los eluatos resultantes de la cro-
matografia de absorcidn. .

La técnica es especifica’y de alta sensibilidad.

(85). La especificidad estd dada por el uso de antisueros;

.en este caso dirigidos contra las encefalinas y la segunda

por el uso de substancias marcadas radioactivamente. En es-

te trabajo se utilizaron encefalinas marcadas con tritio
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(3H-Met-encefa1ina y 3H-Leu-encefalina) obtenidas cemercialmente.

Los antisueros fueron obtenidos previamente en el
Laboratorio. Se prepararon mediante la inmunizacidn de
con;jos Nueva Zelanda con cada uno de los pentapéptidos aco-
plados a alblmina sérica bovina (BSA) y glutaraldehido, si-
guiendo el protocolo de inmunizacidén descrito en Vindrola y
col. (1981) (1523. El anti-Metencefalina presentd un 100%
de cruzamiento con (Met (0) encefalina); 0.3% con LE y menos
de 0.01% con Met—encefalina-Argz, Leu-encefalina-ArgG, Dinor-
fina 1-13, Alfa, Beta y Gama, endorfina.

El anti-Leu-encefalina presenté un 5.9% de cruza-
miento con ME; 1.4% con Dinorfina 1-13 y menos de 0.01% de
cruzamiento con Alfa, Beta y Gama endorfina (151).

Los antisueros anti-ME y anti-LE a una dilucidn fi-
nal de 1:925 y 1:825 respectivamente se incubaron durante
24 horas con soluciones estidndar de encefalina fria (no marca-
da) en concentraciones crecientes y conocidas, o bien con 1las
alicuotas provenientes del tejido cerebral, en 550 microlitros
de Buffer fosfatos 0.1M, pH=7.4 (con 0.9% de NaCl, 0.02% de
dcida sbdica ¥ 0.1%.de gelatina). En ambos casos las mues-
tras se ensayaron por triplicado. Al té&rmino de la incuba-
cidn, la separacibén de la encefalina marcada unida al anti-
suero de la no unida, se efectubé con una suspensidn de
carbbn activado (1.5% de carbén activado + 0.15% de nextran
en Buffer fosfatos igual al usado en la incubacibn, pero
sin gelatina), mediante centrifugacidn durante 30 minutos a

3 000 rpm a 2°C, recuperando el sobrenadante, al que se le
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agregd liquido de conteo (centelleo) (10ml) (tritdn-500 ml,
PPO-8g., llevando a dos litros con tolueno). .
24 horas después, se contd la radiactividad pre-
sente en cada muestra en un contador Beta de centelleo 11i-
quido. Las concentraciones tisulares de IR para encefalinas
se expresaron en picomoles por gramo de tejido (pmol/g).
Los resultados con n=20 se estimaron utilizando la prueba de
T de Student y se muestran en la tabla IR y ZR.

En la segunda parte de este trabajo para el anéli-
sis de la distribucidn molecular de los péptidos que contie-
nen encefalinas se utilizaron otros 20 Ajolotes, obteni&ndose
las mismas cuatro regiones que en la primera parte. En este
caso se formé una muestra con n=20 para cada regidén. Confor-
me se obtuvieron las estructuras, fueron pesadas inmediata-
mente e. incubadas a 95°C durante 15 minutos en 5 voliimenes de
dcido acético IM pH 1.9 y luego a 4°C durante 5 minutos; con-

gelando para su posterior utilizacifn,

Preparacidn de los extractos

Cada muestra fue homogenizada a 3000 rpm, durante
5 minutos y centrifugado a 20 000 rpm duranté 2 horas a 2°C;
recuperiandose ei sobrenadante; al cual se le extrajeron los
lipidos con tres lavados de n=hexano (30ml cada lavado y
centrifugando a 3 000 rpm durante 30 minutos a 2°C).

El extracto, parcialmente libre de grasas se eva-
pord a sequedad con aire, en bafio marfia y se reconstituyd con

4ml de 4icido acético 1M pH 1.9 con 8M de Urea. La utiliza-

. cibn de la Urea se hace con el propb6sito de desnaturalizar a =
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las proteinas de los extractos cerebrales; y obtener asi la

estructura primaria.

Cromatografia de filtracibén en gel con Sephadex G-50

Por medio de la cromatografia de filtracidn en gel
se logra la separacidn de diferentes sustancias, generalmen-
te péptidos y proteinas de acuerdo a su peso molecular. El
rango de separacidn de el Sephadex G-50 es de 30 000 a 1000
Da. (29). ‘ '

Cada uno de los extractos se paso por una columna
de Sephadex G-50 (180cm de largo por 1.5cm de _difmetro) pre-
viamente caracterizada con diferentes proteinas de pesos mo-
leculares conocidos y equilibrada con el Buffer de elucibn
(Acido acé&tico 1M pH 1.9), a una velocidad de flujo de 3ml

por hora, colectando fracciones de 3ml.

Cuantificacibén de la IR-ME e IR-LE antes y después de

la digestidtn enzimitica.

a) RIA antes de la digestidn enzimética.

Se tomd una alfcuota de cada fraccidén (20-70). E1
RIA para cada encefalina fue ensayado por triplicado en di-
chas fracciones, bajo las mismas condiciones descritas en la
primera parte. Ei RIA de ME se hizo previa oxidacidén de las
alicuotas tomadas de cada fraccidén. Los resultados se ex-

presaron en picomoles de IR-ME e IR-LE por tubo (fraccidn).

Graficas IR-8R.
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b) Digestién enzimitica

La digestifn enzimdtica se hace con el propﬁsitd
de separar a las encefalinas de los péptidos de mayor peso
molecular obtenidos en la cromatografia de Sephadex. Se
tomé una alicuota de cada fraccibn (20-70) y sé diluyd 4 ve-
ces con el objeto de disminuir la concentracidn de urea, ya
que ésta inhibe la accidn enzimftica. Las muestras diluidas
se evaporaron Yy resuspendieron en 200 microlitros de buffer
tris 50mM + 2mM de CaCl2 pH 7.9. A cada una se le agre-
garon 200 microlitros de solucidn de tripsina TPCK a una con-
centracidn final de 50 microgramos/ml, incubando durante 2
horas a 37°C. Al té&rmino de este tiempo exactamente se
detuvo la accidn enzimidtica aumentando la temperatura hasta
95°C durante 15 minutos. Posteriormente se colocaron a
4°C durante 5 minutos y se centrifugaron a 3 000 rpm, 5 min.
a 2°C. A continuacibn, se agregd a cada fraccidén 100 mi-
crolitros de solucidn de carboxipeptidasa B Sigma a una con-
centracidn final de 5 microgramos/ml, incubando durante una
hora exactamente a 37°C y deteniendo la accién de la enzima
de la misma forma que se hizo con la tripsina. Se tomaron
difergntes alicuotas de la muestra original para efectuar 1la
digeétién'enzimﬁtica y cuantificar la IR-ME o IR-LE.

c) RIA después de la digestidén enzimitica.

La IR-LE se midid directamente de las muestras Te-
. sultantes de la digestién enzimitica. En el caso de la IR-
ME las muestras fueron oxidadas, como ya se menciond para los

otros casos, y reconstituidas en 500 microlitros de agua des-
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tilada, a partir de donde se efectud la cuantificacidn bajo
las condiciones de RIA ya mencionadas. |

Los resultados obtenidos antes y después de la di-
gestidn enzimitica se expresaron en pmol/tubo y se muestran

en las gridficas 1R-8R.

7.0 RESULTADOS

En la tabla IR se presentan los resultados sobre
la inmunoreactividad (IR) para las encefalinas (ME y LE) ex-
presada en pmol/estructura y en la tabla 2R. en pmol/g de
tejido. En ambos casos los valores representan la media +
el error estandar para n=20.

Segﬁn.los resultados obtenidos en este trabajo,
(tabla ‘IR), 1la cantidad de IR-ME e IR-LE es diferente en
cada regidén. En el telencéfalo (T) se encontrd la cantidad
mds alta de inmunoreactividad para las 2 encefalinas. La
hip6fisis presenta la menor cantidad de IR-ME y el romben-
céfalo, la menor cantidad de IR-LE.

' Aparéntemente existe una relacidn proporcional en-
tre la cantidad de IR-ME y el peso de la estructura en el
caso del (T) y ¢1 Diencéfalo-Mesencéfalo (D-M); que no se
presenta en el (R) y 1la (H). Es decir a mayor peso mayor
contenido de IR-EK*, EL (R) pesa mis de un 30% que el (D-M)
Yy presenta un contenido de IR-ME menor que (D-M) en un 25%

- Mientras que la (H) que pesa alrededor de siete veces menos
que (D-M) mostrd un contenido de IR-ME equivalente a un ter-

cio de 1la presente en (D-M) y al 50% del (R),

Inmunoreactividad a encefalinas



Tabla TR. Inmunoreactividad (IR) (pmol/estructura) a Metio-
nina-Encefalina (ME) y LeucinaBEncefalina (LE) en
diferentes estructuras del cerebro de Ajolote

(Ambystoma mexicanum)

: ‘Peso IR
ESTRUCTURA estructura pmol/estructura Proporcibn
(mg) ME LE ME:LE

TELENCEFALO 43+6 74+12 7+2 10:1
DIENCEFALO-

MESENCEFALO 14+1 25+6 3+1 8:1
ROMBENCEFALO 23+3 18+1 2+1 9:1
HIPOFISIS 3.2+0.3 8+1 3+1 2.6:1

Los datos representan la media + el error estandar

con
n=20 para cada estructura.



Tabla 2R.

Inmunoreactividad (IR) (pmol/g de.tejido) a Metio- .. . .
nina-Encefalina (ME) y Leucina- Encefalina (LE) -en AT

diferentes estructuras del cerebro. de Ajolote.
(Ambystoma mexicanum)

Peso IR
ESTRUCTURA estructura pmol/g de tejido Proporcidn
(mg) ME- LE ME:LE )
TELENCEFALO 43+6 1761+75 213+14 8:1
DIENCEFALO-
MESENCEFALO 14+1 1752+64 185+12 9:1
ROMBENCEFALO 23+3 828+64 73+11 11:1
HIPOFISIS 3,2+0.3 2344+101 1074 +41 2.2:1

Los datos representan la media * el error estandar
n=20 para cada estructura.

con
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Para la IR-LE los resultados son muy semejantes en

cuanto a la proporcidn, respecto al peso de la estructura,

s610 que en este caso la mayor cantidad de IR-LE se encontrd

en (T) y la menor en (R),.

Considerando los datos sobre la inmunoreactividad

en (pmol/g) (tabla 2R) los valores mds altos correspondieron

a la (H) y los mis bajos a el (R). La IR en pmol/g, al

igual que
sultd ser

la IR-LE,

la IR en pmol/g éstructura de ME . en cada caso, re-
alrededor de nueve veces mis que la detectada para

excepto en el caso de la (H), donde la IR-LE es

casi la mitad de la IR-ME.

‘la misma;

La concentracidén de IR-ME en (T) y (D-M) es casi
alrededor de 1761* 75 pmol/g.

En el (R) la concentracidn de IR-ME (828+64 pmol/g)

representa un poco menos de la mitad encontrada en las otras

regiones cerebrales. A su vez en la (H) la concentracidn de

IR-ME (2344+101 pmol/g) es 25% mds que la presente en el

(T) vy (D-M) y 36% mi&s que la IR-ME de (R).

mostraron
alrededor
madamente
el (R) 1la
menor que

“en (H) en

contenido

Las regiones cerebrales mas anteriores (T y D-M)
una concentracidn muy semejante entre si de IR-LE,
de 190 pmol/g, siendo menor que en.la (H) aproxi-
en un 80% (IR-LE en H es de 1074+41 pmol/g). En
concentracidén de IR-LE (73i11 pmol/g) resultd ser

en las otras regiones cerebrales en un 60% y que

4

un 90%,
La proporcidn de IR-ME:IR-LE, calculada en base al

de IR de cada encefalina en las regiones cerebrales
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examinadas (tabla 1R), indican que no hay diferencias gran-
des en la proporcidén ME:LE, estando alrededor de 9ME por
cada LE. Esta en cada caso, cambia ligeramente, si los
cdlculos se efectillan en base a los valores de concentracidn
(pmol/g), tabla 2R, sin embargo; 1la proporcién se conserva
si se toman en cuenta las desviaciones de los datos.

En las figuras 1R-8R, se muestran los perfiles cro-
matogridficos resultantes de lacrmnatografia de filtracién
en gel de Sephadex G-50 de los extractos &cidos para cada
una de las cuatro estructuras (muestra con n=20) correspon-
dientes a las dos encefalinas.

Las figuras IR-4R pertenecen a los resultados ob-
tenidos para la IR-ME (pmol/tubo) y las figuras 5R-8R mues-
tran los resultados de la IR-LE {pmol/tubo).

Las mediciones dé IR para las dos encefalinas se
efectud a partir de 1los mismds extractos de cada estructura,
considerando todas las fracciones, desde volumen muerto has-
ta volumen final.

Tanto para la IR-ME como paré la IR-LE en las mis-
mas graficas se incluyen los resultados obtenidos con 1la
digestidn secuencial con tripsina y carboxipeptidasa B.

| La IR-ME detectada antes de la digestidn enzimiti-
ca, se encontrd principalmente en las Gltimas fracciones,
correspondientes al volumen de elucibn para bajo peso mo-
lecular; en la zona donde se eluyd la ME marcada (3H-Met—en-

cefalina) (como estdndar de calibracidn).
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Figura 1R. Inmunoreactividad para Metionina-Encefalina (IR-ME) resultante de la cromatografia

de filtracidn en gel de Sephadex G-50 para los extractos dcidos de Telencéfalo de Ajolote
(Ambystoma mexicanum) (n=20) antes y después de digestidn enzimidtica con tripsina y carboxipep-
tidasa B. La columna (80 x 1.5 cm) se equilibrdé previamente con el buffer de elucidn (ac1do
acético 1M pH 1.9). La calibracidén en cuanto a pesos moleculares se hizé con: albiimina sérica
bovina = 68 KD (Vo), quimiotripsindgeno = 25 KD, inhibidor de tripsina = 21.5 KD, ribonucleasa
A = 13.7 KD y 3H-Met-Encefalina = 573 D. La muestra problema al igual que los estandares de
callbrac1on se eluydé a una velocidad de flujo de 3ml/h , colectando fracc1ones de 3 ml.

Abreviaciones: KD= Kilodalton, D= Dalton. ’ o ‘“““'”"'T,';
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Figura 2R. Inmunoreactividad para Metionina-Encefalina (IR-ME) resultante de la cromatografia
de filtracidn en gel de Sephadex G-50 para los extractos &dcidos de Diencéfalo-Mesencéfalo de
Ajolote (Ambystoma mexicanum) (n=20) antes y después de digestién enzimdtica con tripsina y
carboxipeptidasa B. La columna (80 x 1.5 cm) se equilibrd previamente con el buffer de elu-
cidén (4cido acético IM pH 1.9). La calibracifn en cuanto a pesos moleculares se hizo con:
albdmina sérica bovina = 68 KD §Vo), quimiotripsindgeno = 25 KD, inhibidor de tripsina = 21,5
KD, ribonucleasa A = 13,7 KD y “H-Met-Encefalina = 573 D. La muestra problema al igual que
los estdndares de calibracidn se eluyd a una velocidad de flujo de 3 ml/h, colectando frac-
cicnes de 3 ml. Abreviaciones: KD = Kilodalton, D = Dalton. .
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Figura 3R. Inmunoreactividad para Metionina-Encefalina (IR-ME) resultante .de.la cro-
matografia de filtracidén en gel de Sephadex G-50 para los extractos &cidos de-Rombe-
encéfalo de Ajolote (Ambystoma mexicanum) (n=20) antes y.después de digestién enzimi-
tica con tripsina y carboxipeptidasa B. La columna (80 x 1.5 cm) se equilibré previa-
mente con el buffer de elucidn (dcido acético IM pH 1.9). La calibracidn en cuanto a
pesos moleculares se hizo con: albGmina sérica bovina = 68 KD (Vo), qu1m10tr1p51n6geno
= 25 KD, inhibidor de tripsina = 21.5 KD, ribonucleasa A = 13.7 KD y 3H-Met-Encefalina

= 573 D. La muestra problema al igual que los estindares de calibracidén se eluy8 a una
velocidad de flujo de 3 ml/h, colectando fracciones de 3 ml. Abreviaciones: KD =
Kilodalton, D = Kilodalton, D = Dalton.
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Figura 4R. Inmunoreactividad para Metionina-Encefalina (IR-ME) resultante de la cromatografia
de filtracidn en gel de Sephadex G-50 para los extractos dcidos de Hip6fisis de Ajolote
(Ambystoma mexicanum) (n=20) antes y después de digestidén enzimdtica con tripsina y carboxipep-
tidasa B, La columna (80 x 1.5 cm) se equilibré previamente con el buffer de elucidn (&cido
acético IM pH 1.9). La calibracién en cuanto a p#sos moleculares se hizo con: albumina sérica
bovina = 68 KD, (Vo), quimiotripsin6égeno = 25 KD, inhibidor de tripsina = 21.5 KD, ribonucleasa
A = 13,7 KD y "H-Met-Encefalina = 573 D. La muestra problema al igual que los estdndares de
calibracidn se eluyd a una velocidad de flujo de 3 ml/h, colectando fracciones de 3 ml. Abre-
viaciones: KD = Kilodalton, D = Dalton.
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Inmunoreactividad para Leucina-Encefalina (IR-LE) resultante de la cromatograffa
de filtracidn en gel de Sephadex G-50 para los extractos dcidos de Telencefalo de Ajolote
(Ambystoma mexicanum) (n=20) antes y después de digestidn enzimitica con tripsina y carboxipep-

Figura S5R .

tidasa B. ©La columna (80 x 1.5 cm) se equilibro previamente con el buffer de elucibn (4cido
acético 1M pH 1.9). La calibracibn en cuanto a pesos moleculares se hizo con: albumina sérica
bovina =68 KD (Vo) quimiotipsinbgeno = 25KD, inhibidor de tripsina = 21.5 KD, ribonucleasa A =
13.7 KD y 3H-Met-Met-Encefalina = 573 D. La muestra problema al igual que los estandares de

calibracién se eluyo a una velocidad de flujo de 3 ml/h, coléctando fracciones de 3 ml. Abre-
viaciones: KD = kilodalton, D = dalton.
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Figura 6R. Inmunoreactividad para Leucina-Encefalina (IR-LE) resultante de la cromatografia
de filtracidn en gel de Sephadex G-50 para los extractos dcidos de Diencéfalo-Mesencéfalo de
Ajolote (Ambystoma mexicanum) (n=20) antes y después de digestidn enzimdtica con tripsina y
carboxipeptidasa B.” La columna (80 x 1.5 cm) se equilibr6 previamente con el buffer de elu-

cién (dcido acético IM pH 1.9). La calibracidn en cuanto a pesos moleculares se hizo con:
albimina sérica bovina = 68 KD gVo), quimiotripsindégeno = 25 KD, inhibidor de tripsina = 21.5
KD, ribonucleasa A = 13.7 KD y "H-Met-Encefalina = 573 D.

La muestra problema al igual que
los estdndares de calibracidn se eluyd a una velocidad de flujo de 3 ml/h, colectando fraccio-
nes de 3 ml. Abreviaciones: KD = Kilodalton, D = Dalton.
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Figura 7R. Inmunoreactividad para Leucina-Encefalina (IR-LE) resultante de la croma-

tohrafia de filtracibén en gel de Sephadex G-50 para los estractos dcidos de Rombe-
encéfalo de Ajolote (Ambystoma mexicanum) (n=20) antes y después de digestidén enzimiAti-
ca con tripsina y carboxipeptidasa B. La columna (80 x 1.5 cm) se equilibré previa-
mente con el buffer de elucidn (&dcido acético IM pH 1.9). La calibracidn en cuanto a
pesos moleculares se hizo con: albtimina sérica bovina= 68 KD (Vo), qulmlotr1p51n6geno'

= 3H-Met-Encefalina =

= 25 KD, inhibidor de tripsina = 21.5 KD, ribonucleasa A = 13.7 KD,

573 D. La muestra problema al igual que los estindares de callbrac16n se eluyd a una

velocidad de flujo de 3 ml/h colectando fracciones de 3 ml. Abreviaciones: KD =
Kilodalton, D = Dalton. .
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Figura S8R. Inmunoreactividad para Leucina-Encefalina (IR-LE) resultante de la cromatografia
de filtracidn en gel de Sephadex G-50 para los extractos dcidos Hip6fisis de Ajolote

(Ambystoma mexicanum) (n=20) antes y después de digestidn enzimédtica con tripsina y carboxipep-
tidasa B. La columna (80 x 1.5 cm) se equilibrd previamente con el buffer de elucién (dcido
acético IM pH 1.9). La calibracidn en cuanto a pesos moleculares se hizo con: albdmina sérica
bovina = 68 KD, (Vo), quimiotripsindgeno = 25 KD, inhibidor de tripsina = 21.5 KD, ribonucleasa
A = 13,7 KD y "H-Met-Encefalina = 573 D. La muestra problema al igual que los estdndares de
calibracidn se eluy6 a una velocidad de flujo de 3 ml/h, colectando fracciones de 3 ml. Abre-
viaciones: KD = Kilodalton, D = Dalton.
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En esta misma zona fue donde la IR-ME fue incre-
mentada como resultado del tratamiento enzimitico. En to-
dos los casos el incremento de IR-ME, despu&s de la diges-
tidn enzimitica fue mayor al 50%.

Al igual que para el caso de la IR-ME, la IR-LE
antes de la digestidn enzimitica se localizé en las dltimas
fracciones (tubos), pero a diferencia de 1lo que sucede en el
caso de la IR-ME, en este caso la digestidn secuencial con
tripsina y carboxipeptidasa B ocasiond la desaparicidn com-
pleta de 1la IR-LE.

Una observacibn importante es que 1; cantidad to-.
tal de IR-LE esperada en la segunda parte de este trabajo,
se contradice hasta cierto punto con lo encontrado en la
primera parte, La cantidad total de IR-LE en la cromatogré-
fia de filtracién en gel résulté ser mucho ﬁayor que la
esperada, de acuerdo a los resultados para IR-LE obtenidos
al efectuar la medicidén de la IR-ME a partir de los eluatos
obtenidos por medio de cromatografia de absorcidn en amber-

lita XAD-2.

8.0 DISCUSION Y CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en el presente trabajo
indican la presencia de las encefalinas en el cerebro y 1la

hip6fisis del Ajolote (Ambystoma mexicanum) en concentracio-

nes relativamente altas.
Comparando la concentracidn detectada en el cere-

bro total de rata (320 pmol/g) (87) con lo encontrado en el
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Ajolote, se tiene que en la hip6fisis la concentracifn de
IR-ME es casi siete veces mis; en las regilones media y an-
terior del cerebro (T y D-M) es alrededor de cinco veces mis
y en el rombencé&falo un 30% mis que en el cerebro total de
rata (tabla 2R)

Respecto a la TR-LE sucede algo semejante; con 1la
mayor concentracidén en la H, la cual resultd ser casi 18 ve-
ces miAs que la IR-LE de cerebro total de rata (87).

Las altas concentraciones de encefalinas detecta-
das en el cerebro y la hip&6fisis del Ajolote concuerdan con
lo encontrado para reptiles (87) y con la observacidn de
Simantov (1976) (133) en cuanto a que en las especies sub-
mamiferas la concentracidén de encefalinas es notablemente
mayor que en mamiferos.

La discrepancia podria explicarse tomando en cuen-
ta las diferencias en cuanto al desarrollo de la corteza
cerebral de los vertebrados. Se podria asumir que las con-
centraciones altas de encefalinas en las especies submami-
feras, se relaciona con las cantidades relativas de encefa-
linas en varias regiones del cerebro; se ha visto que en
general la concentracidon de encefalinas en la corteza cere-
bral de mamiferos son bajas (63, 152) y se ha propuesto que
quizds la diferenciacidén extensiva y el crecimiento de 1la
corteza cerebral en los mamiferos ocasiona una dilucidn en
las concentraciones subcorticales de las encefalinas; asi
que en el cerebro total de mamiferos tienden a ser menores.

Por 1o tanto los resultados obtenidos en este trabajo podrfian
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reflejar la carencia relativa de tejido cortical en los
anfihios,

Tratando de abordar la posibilidad del origen bio-
sintético de las encefalinas, consideremos la proporcién
IR-ME: IR-LE en cada una de las regiones,

En el caso del encéfalo de Ajolote hemos encontra-
do que la proporcidn IR-ME: IR-LE se conserva en las tres
- regiones examinadas, alrededor de SME: 'I1LE; proporciones que .
no concuerdan con lo encontrado en mamiferos, donde se acep-
ta de manera general que las encefalinas se generan a partir
de 1la PEF, encontridndose una proporcidn de 4ME: 1LE. En .
base a esto se podria suponer que en el cerebro del Ajolote
las encefalinas se generan de manera diferente que en el
cerebro de los mamiferos. Esta diferencia podria ser a ni-
vel de la estructura del pfecursor o bien a nivel del pro-
cesamiento postraduccional. v

Los resultados obtenidos en este trabajo concuer-

dan con lo encontrado en otro anfibio; el sapo Buffo marinus,

en que la concentracidén de IR-ME es mucho mayor que la de
IR-LE (65). Sin embargo; la proporcidn IR-ME: IR-LE que se
detectd en el sapo no coincide con lo encontrado para el
Ajolote; ya que en el sapo hay 25 veces mas IR-ME que IR-LE;
mientras que nuestros resultados indican una proporcifn de
OME por cada LE.

Esta diferencia entre el sapo y el Ajolote podria
explicarse considerando que se trata de especies diferentes,

como ocurre en el caso de especies distintas de reptiles,
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pertenecientes a &rdenes diferentes. En &stos,

las concentraciones de encefalina§ y las proporciones de
éstas varian dependiendo de la especie, con la mayor concen-
tracidn en la tortuga y la menor en lagartija (87).

0 bien a que en el caso del sapo se trabajdé con cerebro to-
tal, mientras que en el Ajolote se secciond al cerebro; esto
seria suponiendo que las encefalinas se generan de la misma
forma .entre estos dos anfibios.

Por otro lado suponiendo que en anfibios, incluyen-
do al Ajolote, existiera la PEF y que é&sta fuera igual a 1la
detectada en los mamiferos en cuanto al contenido de ME y
LE, en base a las proporciones de estos dos pentapéptidos,
se podrfa pensar que las diferencias en la proporcidén ME:

LE entre anfibios y mamiferos se deben a diferencias en el
procesamiento postraduccional del precursor. No obstante;

la sequencia nucledtida de la PEF de la rana Xenopus laevis

indica que la secuencia de la LE no esti presente en la

PEF de este anfibio (94). Asumiendo que es mds factible un
prarecido entre anfibios que entre anfibios y mamiferos,
cabria esperaf que en el Ajolote, la ME se podria generar
a partir de un precursor muy semajente a la PEF detectada

en Xenopus laevis. Esto podria explicar cuil es la fuente

de origen de la ME pero no de la LE, lo cual hace sugerir

que &sta puede originarse a partir de un precursoi diferente.
En mamiferos se ha propuesto que la LE puede deri-

varse de los dos precursores que la contienen, la PEF y la

PDNF (132, 157, 162). La presencia del sistema de la PDNF
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‘ha sido evidenciada en el SNC de anfibio, el sapo Buffo
marinus y por tanto seria factible que en el Ajolote también
exisfiera este sistema, a partir del cual se podrd generar
la LE que se ha detectado en su cerebro.

La existencia de los tres sistemas de péptidos
opioides en el SNC de los anfibios ha sido demostrada (16,
65, 77, 78, 93,-94, 150, 155). Aunque para el orden de los
Urodelos s8lo se ha reportado .un trabajo. sobre la presencia
de las encefalinas en las células amécrinaé de la retina de
la salamandra (155), tomando en cuenta la presencia de los
tres sistemas de péptidos opioides en el orden de los Anuros
se sugiere que en los Urodelos y por tanto en el Ajolote,
también exista el sistema de la PEF, PDNF y de la POMC.

‘Los resultados obtenidos en este trabajo por si
solos no pueden aportar evidencias suficientes respecto a esta
posicidn, por lo cual seria necesario efectuar otros trabajos
kmés deiallados y encaminados a demostrar o descartar tal po-
sibilidad, como por ejemplo para evidenciar la presencia de
1la PDNF en el SNC del Ajolote y discernir si a partir de
ésta se genera la LE.

Independientemente del precursor principal (PEF o

PDNF) del que provengan las encefalinas en el SNC del

Ambystoma mexicanun, los resultados de la cromatografia de

filtracidén molecular indican que en su generacibn no parti-
cipan intermediarios estables de alto peso molecular y E&stas
se encuentran principalmente en forma libre. En el caso de
la ME podrfan existir precursores de bajo peso molecular en

las cuatro estructuras. examinadas, ya que como resultado de
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la digestidn con tripsina y carboxipeptidasa B para las
fracciones de la cromatografia en Sephadex se observsé un in-
cremento de IR-ME respecto a la IR-ME obtenida para las mis-
mas fraccionés antes de la digestidn enzimitica, en un vo-
lumen de elucidn correspondiente a bajo peso molecular, muy
cercano al volumen de elucidn para 573D (Figura 1R-4R).
Respecto a la LE, después de la digestidn enzimi-
tica, la IR-LE desaparecid completamente, lo cual podria de
berse a la dilucidn de las muestras para disminuir la concen-
tracidn de la urea, ocasionando que mediante nuestro método
no se detectara nada. Ademds esto hace suponér que la LE
se encontraba en una forma libre, ya que si hubiera estado
incluida en intermediarios; con el efecto de la digestidn
enzim3tica su concentracidén habria aumentado como en el caso
de la ME. Otra posibilidad es que aunque su concentracién
no hubiera disminuido mucho por 1la dilucidn, debido a que se
encontraba en forma libre; la accidn de las enzimas utiliza-
das en el ensayo haya ocasionado alguna modificacidn e inclu-
sive las haya digerido. A pesar de que.no son el sustrato
especifico (aminodcidos bidsicos), si tal sustrato especifico
no existe, las enzimas también podrian romper a nivel de
otros aminoiAcidos durante el tiempo de incubacidn utilizado,
En conclusidn, los resultados de este trabajo indi-
can:
a) La existencia de IR para las dos encefalinas en las cua-
tro estructuras examinadas del SNC del Ambystoma

mexicanum
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Una diferencia regional en cuanto a la concentracibén de
la IR para encefalinas, con la mayor concentracidn en
la hipéfisis y la menor en rombencéfalo (tabla 2R).
Que la pfoporcién IR-ME: IR-LE estid alrededor de 9ME:
1LE, excepto para la hip6fisis, que es de éME: 11.E; di-
ferencia debida a la alta concentracifn de IR-LE en 1la
hipdfisis. Las . proporciones que se encuentran en el

Ambystoma mexicanum son diferentes a las reportadas para

tejidos de mamiferos en los que se asume que ambas ence-
falinas se generan a partir de la PEF y se encuentran en
una proporcidén de 4ME: 1LE esto aunado a la ausencia de

LE en la PEF del anfibio Xenopus laevis y la presencia

de IR para péptidos derivados de 1la PDNF en el SNC del

sapo Buffo marinus hace sugerir que en el SNC de

Ambystoma mexicanum existe una PEF que no contiene LE 'y

que muy probablemente también existe la PDNF, por lo tan-

to se plantea que la IR-LE en Ambystoma mexXicanum podria

provenir de la PDNF.

" Por otro lado, la diferencia en la proporcidn de IR-ME:

IR-LE entre la hip6fisis (2ME; 1LE) y las otras tres
estructuras examinadas tal vez podria tener un significa-
do fisiolégico si se considera la importancia de la hipb-
fisis como principal gfﬁndula de secrecidn interna en los
vertebrados. Cabria esperar que las encefalinas estu-
vieran involucradas en las funciones end8crinas del

Ambystoma mexicanum. La participoacidén de la LE podria

ser mis significativa, ya que en la hip6fisis se encontrd
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la mayor concentracidn de IR-LE, lo cual aunado a la
presencia del sistema de la PDNF en el SNC de Buffo
marinus que presenta la mayor concentracifn de IR-Din
1-13 precisamente en la hip&fisis podrfa estar relacio-
nado con la posibilidad de que la LE -provenga de la PDNF
en los anfibios.

Que el procesamiento del precursor principal hacia las
encefalinas no incluye intermediarios de alto peso mole-
cular; sino que mis bien es directo hacia encefalinas
libres y péptidos de bajo peso molecular que contienen
ME. Los precursores inmediatos de ME pod;ian ser pépti-
dos de un peso molecular muy cercano al de la ME. Segfin
nuestros resultados la concentracidn de tales precurso-
res varfia entre las estructuras, la cantidad de IR-ME

con la digestidn enzimfitica en relacidn a la IR-ME libre

.en cada caso fue diferente, con la mayor cantidad en 1la

hipdéfisis y la menor en el telencéfalo.

En el caso de la LE inclusive, se podria pensar que en
su generacién no intervienen ni péﬁtidos de bajo peso
molecular. Sin embargo en este caso hace falta aclarar
algunos aspectos contradictorios en relacién a los re-
sultados obtenidos. La cantidad de IR-LE antes de la
digestidén enzimitica fue mayor a la esperada en base a
la cantidad correspondiente a la primera parte de este
trabajo. Esto ocasiond que la proporcién de IR-ME: IR-
LE libre en los perfiles cromatogrfificos de Sephadex
G-50 fuera diferente a la observada a partir de la cro-

A S
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matografia de adsorcifn en amberlita XAD-2. Esta con-
tradiccibn podria explicarse suponiendo que con =1 pr&—
cesamiento para la obtencidn de los extractos, la LE se
separ6 de su precursor principal aumentindose asi la

LE 1libre, 1o cual también podria relacionarse con la de-
saparicifén de la IR-LE después de la digestifn enzimdti-
ca. Para aclarar por lo menos en parte esta contradic-
cidén habria.que incluir controles mids rigurosos en el
mé&todo, sobre todo en cuanto a la recuperacidn en cada
paso y antes de pasar el extracto por la columna de
Sephadex o tal vez hasta cambiar la metodologia de ex-
traccidn pafa la LE, asf como los tiempos de incubacidn
y concentraciones de la enzimas. La optimizacién de
estos aspectos metodoldgicos requiere del disefio y des-
arrollo de otros experimentos que por el momento quedan
fuera del alcance de esta tesis.

En este trabajo se han aportado evidencias que
plantean la posibilidad de que cada una de las encefalinas
provenga de un precursor diferente aspecto que habria que
demostrar y en caso de ser asi; el SNC del Ajolote Ambystoma
mexicanum ofrece un buen modelo para el estudio bioquimico
de cada encefalina por separado. En este sistema es proba-
ble que se pueda discernir su participacibn por separado en
procesos fisioldbdgicos. Ademis de que representaria una evi-
.dencia clara de que la LE se genera a partir de la PDNF, as-
pecto que se ha propuesto para mamiferos, pero que, debido

a la doble posibilidad de origen para la LE (de PEF o PDNF)
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en tejidos donde ambos sistemas coexisten no ha sido posible
esclarecer.

Por otro lado, los datos obtenidos en este tipo de
estudios, si bien por el momento, no pueden aportar informa-
cibn sobre el significado fisiolbégico de las encefalinas en
los anfibios; son informacidn complementaria sobre la exis-
tencia de los péptidos opioides en el SNC de los vertebrados,
en este caso particular de un anfibio Mrodelo; informacidn
que puede servir para conocer la distribucidn filogenética
de los péptidos opioides; y tal vez ubicar su significado

evolutivo.
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Agonista:

Alcaloide:

Antagonista:

Opiaceo

Opioide
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APENDICE

Substancia que se une a los sitios recep-
tores y produce una respuesta bioldgica
(149).

‘A partir de la descripcidn sobre la capa-

cidad de la morfina para formar sales, a
las substancias que presentan esta carac-
teristica se les conoce como alcaloides
(28).

Substancia que a pesar de unirse a los
sitios receptores no es capaz de producir
ninguna respuesta biolbdgica o bien revier-
ten o previenen la unidén del material acti-
vo (149).

El término opificeo, en un sentido farma-
colbégico se utiliza para referirse a las
drogas alcaloides que inducen analgesia

in vitro Yy cuyos efectos son prevenidos

o revertidos por antagonistas de la morfi-
na (naloxona, naltrexona) (149).

Con el descubrimiento de las encefalinas

se introdujo el té€rmino opioide, para refe-
rirse a los péptidos enddgenos que son los

agonistas naturales de los receptores opid-
ceos; opioide también se usa para referirse

-a los péptidos sintéticos que son anilogos

a los naturales (149).
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