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1.0 INTRODUCCION 

En los organismos multicelulares la comunicaci6n 

celuiar es necesaria para regular su desarrollo, organiza-

ci6n en tejidos, crecimiento, reproducci6n, coordinaci6n de 

sus actividades y comportamiento. Las células pueden comuni

carse de forma directa (contacto físico directo) o indirec

ta (por medio de. sustancias químicas secretadas). Esta Úl

tima se conoce como comunicaci6n química y opera de tres for

mas diferentes: 

1) Por mediadores químicos locales. Muchas de 

las células en el cuerpo secretan una o más sustancias que 

actúan 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 

c~lulas mast que secretan histamina. 

2) Por medio de hormonas, secretadas por las cé

lulas end6crinas (insulina, ACTH, FSH, LH, etc.) y viajan 

a través del torrente sanguíneo para influenciar a las célu

las blanco; distribuidas en el cuerpo. 

3) ·A través de rieurotransmisores. Las células 

nerviosas secretan estos mediadores químicos que actúan so

lamente en la célula blanco adyacente. El transmisor se 

difunde hacia la célula blanco, recorriendo una distancia 

microsc6pica: el proceso se efectúa en menos de un milise-

gundo. Ejemplos: glicina, GABA, acetilcolina, norepinefrina 

y encefalinas. 

Las sustancias químicas que participan en la comu-
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nicaci6n celular son diferentes en cuanto estructura y fun

ci6n, e incluyen: 

1roteínas y glicoproteínas (insulina, TSH, ACTH, FSH,etc.). 

Derivados de ácidos grasos (prostaglandina Ez). 

Esteroides (testosterona, cortisol, estradiol). 

Péptidos (vasopresina, somatostatina, factor liberador de 

TSH y encefalinas). 

Aminoácidos y compuestos relacionados (glicina, histami

na, norepinefrina, epinefrina,tiroxina, GABA, acetilco

lina). 

Los mecanismos de comunicaci6n química por hormo

nas y neurotransmisores son muy semejantes. Muchas de las 

sustancias usadas por células end6crinas, también son utili

zadas por 'células nerviosas (1'). 

En diferentes tejidos de varios vertebrados e in

vertebrados se han identificado diversos péptidos biol6gi

camente activos, que pueden funcionar como hormonas, neuro

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 glándula hip6fisis o del 

tracto gastrointestinal, por ejemplo, la hormona adrenocor-

' 
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ticotr6pica o ACTH y la Gastrina respectivamente. Otras se-

cretadas por el hipotálamo para controlar la liberaci6n 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* end6genos identificados en el cerebro de los vertebra

dos; su descubrimiento fue el resultado de la.búsqueda de 

sustancias end6genas 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 conocía sobre su mecanismo de acci6n. Es hasta la dé

cada de los afias setenta, al ser identificados los recepto

res que se unen a la morfina y a otras .sustancias alcaloi

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

más claras. 

Al observar que solamente la forma levorrotatoria 

de una mezcla racémica de alcaloides opiáceos producían los 

efectos analgésicos (38); se pens6 que podrían existir si

tios de uni6n estereoespecíficos para los opiáceos. 

* Consultar el apéndice. 
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Dos años después, diferentes grupos de investiga

ci6n (113, 135), detectaron sitios de uni6n estereoespecí

ficos para la morfina y otros opiáceos en membranas de célu

las nerviosas. A partir de entonces la existencia de los 

receptores opiáceos ha sido confirmada (95, 99, 110, 111). 

La acci6n farmacol6gica de la morfina se evalúa 

mediante el bioemrayo del conducto deferente <le rat6n (42) 

y el ileo de -cobayo (71), donde en presencia de opiáceos se 

inhiben las contracciones evocadas eléctricamente siendo sus 

efectos revertidos por naloxona. Tomando en cuenta que: 

a) la estimulaci6n eléctrica de la materia gris del cerebro. 

de rata producía analgesia (96); b) que el efecto era rever

tido por antagonistas* de la morfina (1); c) que en las cé

lulas nerviosas habían sido detectados sitios de uni6n para 

los opiáceos y dicha uni6n era de carácter estereoespecífi

co (38, 113, 135), se propuso que los receptor~s opiáceos 

podrían tener un significado biol6gico relacionado con la 

presencia de ligandos agonistas* end6genos. 

En ese momento varios grupos de investigaci6n di

rigieron sus trabajos hacia la búsqueda de ligandos end6ge

nos de los receptores de la morfina. En 1975, J. Hughes 

(49), encontr6 que en homogenados de cerebro de cerdo, exis

tían compuestos de naturaleza peptídica, semejantes a la 

morfina en cuanto a su acci6n farmacol6gica denominándolos 

* Consultar el apéndice. 
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ENCEFALINAS dada su ubicaci6n en el encéfalo. Ese mismo añ9, 

este grupo de investigaci6n, identific6, caracteriz6 y sin

tetiz6 químicamente a los péptidos responsables, evaluando 

sus características farmacol6gicas con bioensay~s convencía-

nales utilizados para opiáceos (51). 

Sus resultados indicaron que se trataba de dos 

péptidos de cinco aminoácidos cada uno, ~on la siguiente 

composici6n y secuencias: 

Composici6n 

Aminoácido 

Tirosina 
Glicina 
Fenilalanina 
Metiotina 
Leucina 

Secuencia 

NHz-Tir~-Gli 2 -Gli 3 -Fen4 -Met 5 -cooH 
NH 2-Tir- 3li -Gli -Fen -Leu -COOH 

Símbolo 

Tir 
Gli 
Fen 
Met 
Leu 

Metionina-Encefalina 
Leucina-Encefalina 

Durante los siguientes diez años posteriores al 

descubrimiento de las encefalinas, han sido identificados 

otros péptidos opioides end6genos en el tejido nervioso y 

adrenal de los mamíferos. Estos contienen en su secuencia 

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

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

1.2 Las encefalinas como neurotransmisores putativos 

en el SNC y su posible papel fisiol6gico 

Desde su descubrimiento se plante6 que las encefa

linas podrían actuar como neurotransmisores 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 POMC 84, 92, 120 
HE 1 MAB }'.: EB 77 PEF 143 2 144 
oc 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 14.9 
'Pep. E 1 1 MAB 35 PEF 149 
BAM 12P 1 MAB 1 2 PEF .. 102 
BAM 20P 1 MAB 20 PEF 102 
EAM 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 1 31 
a·Neoen 1 Hp pe 1 o PDNF 60 
b Neoen 1 Hp pe 9 PDNF 100 
Din 1 - 1 7 1 H y D 

de pe 1 7 PDNF 37 145 
Din 1-8 1 H de R y 

Hp de pe 8 PDNF 1o1 
Din-B o 
Rim 1 Hp de pe 13 PDNF 30 68 
Din 1-24 1 H de pe 24 PDNF 64 
Din 1-29 1 H de pe 29 PDNF 1 o 

En esta tabla se incluye la mayoría de los péptidos opioides co
nocidos. Estos contienen una copia o más de alguna de las ence
falinas (Metionina-Éncefalina o Leucina-Encefalina). Se anota el 
precursor del cual provienen y el número 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 = betl\ endorfina; H=hipófis is; R=roedor; Ca61=cqmello; 
POMC=proopioimelanocortina; IIE=heptapéptido (ME-Arg-Fe1'l); MAB= 
médula ad renal de bovino; EB=est.¡iado de bovino; PEF=proencefq,,,
lina; OC=octapéptido (ME-Ar¡f-Gli-Leúfj; HEX=hexapéptido (ME-Argl; 
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-Ncoen=beta neoendorfina; llp=hipot5lamo; pc=porcino; PDNF= 
prodinorfina; Din 1-17=dinorfina (1-17); Din 1-S=dinorfina (1-8); 
Din-B=<linorfina B; Rim=rimorfina; Din 1-24=dinorfina (1-24); Din 
1-29=dinorfina ( 1- 29) o leumorfina; KD =kilodal tons. 

... 
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Los criterios generales para considerar a una sus

tancia como neurotransmisor se enumeran a continuaci6n (59). 

La sustancia debe: 

1) Sintetizarse en las neuronas. 

2) Estar presente en terminales sinápticas. 

3) Ser liberada bajo el efecto de estímulos depo-

larizantes y requiriendo de calcio. 

4) Liberarse en cantidades suficientes para ejer-

cer su acci6n en la neurona u Órgano efector. 

5) Provocar una respuesta semejante al transmisor 

liberado end6genamente, al ser aplicado de ma

nera ex6gena. 

6) · Tener un mecanismo que lo remueva de su sitio 

de acci6n (en el espacio sináptico). 

Comparando estas caracteristicas con las descriias 

para.las encefalinas, se obtienen similitudes importantes: 

1) Se sintetizan en las neuronas (48, 88, 97, 106). 

2) Se han encontrado en terminales sinápticas, 

dentro de vesículas o gránulos de secreci6n 

(99, 160). 

3) Se liberan por depolarizaci6n eléctrica y con 

altas concentraciones de potasio (43, 86, 108). 

Su liberaci6n es calcio-dependiente y asociada 

a gránulos de secreci6n (45, 53, 108). 

4) Al ser aplicadas ex6genamente, pro<lucen efec

tos similares.a los ~rovocados por las enccfa

linas cnd6genas (99, 127). 
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S) Una vez que ejercen su acci6n, se ha observado 

su inactivaci6n por peptidasas que las hidroli-

zan (19, 129). También se ha propuesto un me-

canismo de recaptura (123, 147). 

Estas evidencias apoyan la hip6tesis de que estos 

neuropéptidos pu~den participar en procesos neuronales, ac

tuando como sustancias neurotransmisoras. 

Debido a que tanto las encefalinas, como los re

ceptores opiáceos se encuentran en regiones cerebrales, que 

se sabe intervienen en la funci6n del dolor, y en base a los 

efectos analgésicos de las encefalinas, se ha propuesto su 

participaci6n en la regulaci6n del dolor. Dicho aspecto ha 

recibido la mayor atenci6n respecto al posible papel fisio-

16gico de las encefalinas (54, 70, 75, 96, 103) . 

. Por la presencia de las encefalinas en diferentes 

6rganos, se ha sugerido su participaci6n en otras funciones 
. . 
relacionadas con la estructura u órgano donde se han locali-

zado (127, 157, 117). 

También se ha propuesto su intervenci6n en algunas 

patologías que involucran des6rdenes 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 identificaci6n de su significado fi

siol6gico en el SNC y otros tejidos.Y sobre las característi-

cas propias de estos neurop6pti<los (sus características bio

químicas y neuroquímicas). Aunque en la actualidad existe 
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gran cantidad de informaci6n en relaci6n a tales aspectos, 

aun hace falta ordenar, aclarar y precisar los diferentes 

hallazgos de una forma definitiva. 

En el caso de la biosíntesis de las encefalinas, 

la mayoría de los datos se han obtenido a partir del tejido 

adrenal de mamífero. Inicialmente se pens6 que los resulta-

dos obtenidos de este tejido, podían.ser extrapolados al te-

jido cerebral, sin embargo los estudios en el cerebro indi

can que tal extrapolaci6n no se cumple en todos los casos 

y al parecer existen diferencias de tejido específicas. Por 

esto resulta necesario efectuar estudios directamente con 

el tejido cerebral para poder exclarecer los mecanismos in

volucrados en la biosíntesis de las encefalinas, proceso que 

influye en su disponibilidad y por tanto en su posibilidad 

de 
. , 

accion. 

Si se considera que el SNC de los mamíferos es su-

mamente complejo, a tal grado que muchos aspectos fundamen

tales de sus características son difícilmente identificables, 

aunado a la gran complejidad que se observa en el sistema de 

péptidos opioides end6genos, al cual pertenecen las encefa

linas (ver secci6n 2.2) y asumiendo que el SNC de los verte-

brados "inferiores" como los anfibios presenta las mismas 

características básicas que se presentan en los mamíferos, 

pero sin las innumerables complicaciones de redes neuronales 

y de maquinaria neuroquímica que se observa en estos Últimos. 

En el presente trabajo se revisan algunos aspectos sobre la 

biosíntesis de las enccfalinas, utilizando el encéfalo y la 
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glándula hip6fisis de un anfibio perteneciente al Orden de 

los Urodelos, el Ambystoma rnexicanum, conocido comúnmente 

como AJOLOTE. 

2.0 BIOSINTESIS 

2.1 Proteínas de exportaci6n 

2.1.a Aspectos generales 

Se ha propuesto que en las células eucariontes las 

proteínas que se sintetizan en los ribosomas libres son des

tinadas al uso intracelular, en tanto que las que se sinteti

zan en los ribosornas adheridos al retículo endoplásmico (RE) 

son de uso extracelular. 

En el caso de las proteínas de exportaci6n (de uso 

extracelular) se ha propuesto un modelo que explica su bio

síntesis y su liberaci6n mediante una serie de eventos en 

los que participan además de la transcripci6n y la traduc

ci6n, procesos postraduccionales, tales corno modificaciones 

enzimáticas y rompimiento proteolÍtico de las proteínas pre

cursoras durante el transporte intracelular a través del re

tículo endoplásrnico rugoso (RER) y el complejo de Golgi, me

diado por gránulos de secreci6n; proceso que termina con la 

liberaci6n de los productos finales poc exocitosis (109, 141, 

142). 

La síntesis y transporte de las proteínas de expor

taci6n es bien conocido gracias a los estudios en las célu

las ex6crinas donde se sintetizan los zim6genos (tripsin6ge-
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no y quimiotripsin?geno) (109). También por los estudios so

bre la biosíntesis de la insulina donde se propone que esta 

proteína se forma a partir de una molécula precursora de al

to peso molecular, que se procesa durante su tr~nsporte in

tracelular para dar lugar a la molécula activa de insulina 

(141, 142). Así mismo por los estudios efectuados en algu

nos sistemas neu:ro·s-ecretorios, donde hay evidencias de un 

transporte intracelular que incluye un-transporte ax6nico 

mediado por gránulos de secreci6n que liberan a los neuro

péptidos cuando las terminales nerviosas son deplorarizadas 

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

2. l. b D~scripci6n de los principales eventos que parti

cipan en la biosíntesis de las proteínas de 

exportaci6n 

Transcripci6n 

La informaci6n genética para una determinada pro

teína de exportaci6n contenida en el DNA del núcleo celular 

se transcribe en RNA heterogéneo específico, que mediante 

modificaciones postranscripcionales (3' poliadenilaci6n, re

moci6n de intrones y arreglo apropiado de exones) da lugar 

al RNA mensajero (RNAm) maduro; mismo que pasa hacia el ci

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

Traducci6n 

Durante esta fase, el RNAm unido a los ribosomas 

del RER, dirige el or<len de uni6n de los aminoácidos espccí-



Esquema 1 

Esquema 1: Representaci6n 
esquemltica de una c€lula 
pancreltica. Se muestran 
las etapas de secreci6n de 
proteínas zim6genas. 

Tomado de Lehninger A., 1980. 

Esquema 2 

Almacenaje 

Concentración 
y .empaquetado 

·en las 
vestcuIÜ 

Esquema 2: Respresentación 
esquemática de la biosinte
sis de la insulina en una 
célula Beta de los islotes 
de Langerhans en el tejido 
pancreático. 
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Esquema 3: Representaci6n es
quemática de la biosíntesis de 
los neuropéptidos. La traduc
ci6n del RNAm ocurre en los ri
bosomas del retículo endoplás
mico rugoso (RER) a nivel del 
cuerp0 neuronal (celular). Los 
productos de síntesis (molécula 
proteica precursora o propépti
do) son llevados hacia·el espa
cio cisternal del RER. El em
paquetamiento de los- productos 
dentro de los gránulos de se
creci6n se efectua en el apara
to de Golgi. En los gránulos 
de secreción ocurre el procesa-· 
miento postraduccional que dará 
lugar a productos peptídicos 
más pequeños, lo cual puede 
ocurrir en el cuerpo celular o 
bien durante el transporte 
ax6nico. Los productos peptí
dicos se almacenan en los ~rá
nulos de secreción en las ter
minales nerviosas, hasta que se 
presentan los estímulos adecua
dos para su liberación. 

Tomado de Brownstein et al., 1980. 
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ficos que constituirán una determinada proteína de exporta

ci6n (21, 79). 

Estudios bioquímicos han revelado que al igual que 

la insulina muchos otros productos proteicos y peptídicos 

(141, 142) y todos los neuropéptidos examinados (45, 159), 

se sintetizan ribosomalmente como parte de una proteína pre

cursora de alto peso molecular que es inactiva. 

Se sugiere el nombre de preproteína para el pro

ducto directo de la traducci6n del RNAm. El prefijo~ se 

refiere a la secuencia de aminoácidos cdn características 

hidrof6bicas en el extremo amino terminal de la proteína 

recién formada y se conoce con el nombre de "péptido señal" 

(PS) (72, 142). 

Al parecer durante la traducci6n ocurren algunos 

evento~ del procesamiento, como la inserci6n de la regi6n 

del PS a la membrana del RER, lo cual, según el modelo in

terviene en el paso de la proteína recién sientetizada hacia 

el espacio cisternal (142). La remoci6n eventual del PS por 

una peptidasa que podría estar asociada a las membranas del 

RER (SS, 73). Modificaciones co-traduccionales como la fos

forilaci6n, gliocosilaci6n, formaci6n de puentes disulfuro e 

hidroxilaci6n de residuos de prolina y lisina por enzimas de 

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

Postraducci6n y transporte (Procesamiento postraduccional) 

Al término de la traducci6n, las proteínas recién 

formadas, pasan a través del RER y el complejo de Golgi 
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hacia los gránulos de secreci6n, donde los productos se al-

macenan y transportan. Durante el transporte ocurren las 

mod~ficaciones enzimáticas y el rompimiento proteolítico que 

originan a los productos bioactivos (141). 

El modelo propone que el movimiento de los produc

tos de síntesis proteica del RER hacia el complejo de Golgi 

es mediado por pequeñas vesículas 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 proteolítico que se inicia en el 

Golgi, continúa conforme se da la maduraci6n y concentraci6n 

de los productos en los gránulos de secreci6n nuevamente 

formados a partir de los elementos "trans" del complejo de 

Golgi (62, 91). 

Se reconoce que las modificaciones enzimáticas de 

acetilaci6n, glicosilaci6n, sulfataci6n y amidaci6n ocurren 

en el complejo de Golgi (109, 141, 142). Se considera que 

éstas no tienen ninguna influencia sobre los patrones pro

teolítico~ sin embargo, dichos patrones sí podrían estar 

influenciados por la estructura primaria, secundaria y ter

ciaria de la molécula precursora (141). 

En el caso de las prohormonas y otras proteínas 

precursoras (progastrina, prosomatostatina, proglucag6n, 

provasoprcsina, prooxitosina, proalbÚmina, proinsulina, etc.) 

los sitios de rompimiento más frecuentes son pares de amino

ácidos básicos (Arg-Arg, Arg-Lis, Lis-Lis). Estos limitan 

hacia ambos lados a los péptidos hiol6gicamente activos en 
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la secuencia de la molécula precursora, sugiriendo la parti

cipaci6n de enzimas del tipo de la tripsina. 

Se ha observado que en algunos precursores, los 

rompimientos proteoliticos no siempre se dan a nivel de pa

res de aminoácidos básicos, ni todos los sitios donde exis

ten pares de aminoácidos básicos se rompen; esto Último se 

explica suponiendo que los aminoácidos correspondientes a 

sitios potenciales de rompimiento, podrían estar ubicados en. 

segmentos del precursor que fueran inaccesibles a las pro

teasas. Por ejemplo, regiones helicoidales. Esta suposi

ci6n s6lo podrá ser confirmada cuando se conozca la estruc

tura tridimensional de la molécula precursora (141, 142). 

Respecto al transporte en sistemas neurosecreto

rios, el esquema más claro, se encuentra en el sistema hipo

tálamo-hip6fisiario. En éste las neuronas magnocelulares 

del núcleo supra6ptico (NSO) y el núcleo paraventricular 

(NPV) que sintetizan vasopresina (VP) y oxitocina (OX), ex

tienden sus axones hacia la hip6fisis posterior (neurohip6-

fisis), pasando por la eminencia media.· Las características 

anat6rnicas de este sistema ha permitido su utilizaci6n expe

rimental para obtener informaci6n de los diferentes estados 

de maduraci6n de la VP (34). 

En el caso de las células neurosecretoras se pro

pone un esquema de eventos a nivel celular, semejante. 

Durante el transporte celular y ax6nico, con un periodo de 

tiempo suficiente que permite la maduraci6n proteolítica de 

los precursores (10, 34). 
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Experimentos de "pulso-caza" (donde se determina 

la incorporaci6n de aminoácidos marcados radioactivamente a 

la síntesis de proteínas) 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 participaci6n de eventos proteolíticos y modificacio

nes enzimáticas durante el transporte en el cuerpo celular 

y durante el transporte 
,,. . 

axonico. En ambos casos se han en-

centrado intermediarios marcados. En estos experimentos se 

encontr6 que los productos marcados en el NSO pasan hacia la 

neurohip6fisis mediante un componente de transporte ax6nico 

rápido y sensible a colchicina (10). 

Secreci6n 

Los productos finales de todo este proceso se al~ 

macenan temporalmente en los gránulos de secreci6n, hasta 

que se presenta el estímulo adecuado para su liberaci6n. La 

compartamentalizaci6n en los gránulos parecen ser una carac

terística común a todas las proteínas de exportaci6n, permi-

tiendo que las sustancias puedan ser almacenadas y transpor

tadas desde el sitio de síntesis hasta el de ·SU secreci6n. 

Se propone que la secreci6n se efectúa mediante 

exocitosis, por la fusi6n dependiente de calcio de las mem

branas de gránulo secretorio con la membrana plasmática. 

La liberaci6n del contenido al exterior de la célula tiene 

efecto una vez que se abre el lumen del gránulo, después de 

la fusi6n de las membranas (109). 
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En el caso de los neuropéptidos, el contenido de 

los gránulos se libera cuando las terminales nerviosas son 

depolarizadas, la liberaci6n involucra fusi6n dependiente de 

calcio entre las membranas de los gránulos y las membranas 

de las terminales nerviosas, seguida de la apertura y secre

ci6n de los productos (10). 

2. 2 Péptidos opioides 

2.2.a Aspectos generales 

Se ha planteado que los péptidos opioides forman 

parte de sistemas neurosecretorios y se asume de manera ge

neral que los procesos biosintéticos que los generan son bá-

sicamente los mismos que se han propuesto para las proteínas 

de exportaci6n (159). 

2.2.b Evidencias sobre los pasos involucrados en la 

biosíntesis de los péptidos opioides 

Transcripci6n 

Con el uso de la técnica del RNA recombinante y la 

química de proteínas se ha sugerido que los péptidos opioides 

se derivan del procesamiento de tres proteínas precursoras 

inactivas que se sintetizan ribosomalmente. Estas son: 

Proopiomelanocrotina (POMC) (104), Proencefalina (PEF) (13, 

40, 107) y Prodinorfina (PDNF) (58). 

Estas 3 proteínas con sus péptidos derivados co

rrespondientes (figura 1) representan a los tres sistemas de 

péptidos opioidcs cnd6genos conocidos, mismos que en el SNC 
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Figura1: Representaci6n esquemática de los tres precursores 
de péptidos opioides. Cada uno con sus péptidos derivados. 
Se señalan los sitios de rompimiento porteolítico que dan lu
gar a éstos (KR, RR, KR, RK), las secuencias de cisteína y el 
péptido señal en el extremo amino terminal de las tres pro
teínas precursoras. Abrevia
ciones: POMC= pro-opiomclano cortina, ACTH=hormona adrenocor
ticotr6pica, ~=beta, LPH=lipotropina, MSH=melanotropina u 
hormona estimulante de los melanocitos, a= alfa, CLIP=péptido 
corticotropina-like del 16bulo intermedio de la hipófisis, 
~=gama, END-31=endorfina (1-31), FRAGMENTO-N=fragmento amino

terminal de la gama LPH, END-27=endorfina (1-27), SYN
E=sinenkephalin, PEF=proencefalina, ME=Metionina Encefalina, 
ME-8=ME-Arg6-Gli7- LeuB, ME-7=ME-Arg6-Fen7, LE=Leucina Encefa
lina, PEPTIDO F=PEF (107-140), PEPTIDO E=PEF (210-235), PDNF= 
prodinorfina, Neo=neoendorfina, 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 distribuci6n regional (figura 2 y cua

dre 1) (8,.63, 153, 154). 

Los hallazgos de otros péptidos opioides end6genos, 

posteriores a las encefalinas han revelado que presentan en 

su secuencia una o más copias de alguna de las encefalinas 

(tabla 1 y figura 1). 

La POMC genera varios péptido5·bioactivos, de los 

cuales s6lo la Beta-endorfina y sus derivados de menor peso 

molecular son de naturaleza opioide. La PEF también da lu

gar a varios productos bioactivos 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 en~efalinas (6ME y lLE), mientras que la PDNF contie-

ne tres secuencias de LE. 

ne una secuencia de ME. 

Por su parte la POMC s6lo contie-

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 la POMC no es un producto final de ésta, sino que, 

forma la parte amino terminal de la B-end. Además de las 

evidencias aportadas por los estudios de distribuci6n de los 

péptidos opioides (8, 63, 99, 153). 

Aunque la PDNF contiene tres secuencias de LE, la 

mayoría de las evidencias apoyan la idea de que las cncefa

linas se derivan de la PEF; sin embargo, la posibilidad de 

que la PDNF pueda dar lugar a la LE en algunos tejidos no 
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Figura 2. Representaci6n esquemática de la dis
tribución de los péptidos derivados de la proopiomelanocor
tina, proencefalina y prodinorfina en el SNC de rata y ra
t6n, en mapas parasagitales. 

Proopiomelanocortina. Contiene una copia de Beta 
endorfina (opioide), una de ACTH, tres copias de ~·!SH (alfa, 
beta, gama). En el cerebro la mayor población neuronal con 
PO~C se localiza en núcleos arcuato, con proyecciones a muchos 
núcleos límbicos y del tallo cerebral. 

Proencefalina (PEF). Este sistema codifica para 
varios péptidos 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 i\1E-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 By la alfa-neoendorfina.: 

En los mapas, el pericarion neural es mostrado como 
círculos sólidos y las fibras terminales como líneas curvas 
cortas y puntos. Cada mapa representa múltip~es niveles 
parasagitales a través del cerebro de rata. 

Abreviaciones: AA=amígdala anterior; ABL=núcleo 
basolateral de amígdala; AC=comisura anterior; ACB=núcleo 
acumbens; ACE=núcleo central de la amígdala; AD=núcleo ante
rodorsal del tálamo; AL=lóbulo anterior de la hipófisis; 
AM=núcleo anteromedial del tálamo; .AMB=núcleo ambiguo; .AM:E= 

núcleo medial de la amígdala; AON=núcleo olfatorio; .ARC=nú
cleo arcuato; .AV=núcleo anterolateral del tálamo; BST=núcleo 
de la estria terminalis; CC=cuerpo calloso; CGX=corteza angu: 
lada; C:M=núcleo medio-central del tálamo; COCH:=complejo nu
clear cloclear; CPU=caudado-putamen; CST=tracto corticospinal; 
DH=hueso de la espina dorsal; DG=girus dentado; m.!=núcleo 
dorsomedial del hipotálamo; DNV=núcleo dorsomotor del vago; 
DTN=núcleo dorsal tegmental; F~!=núcleo fatigal del cerebelum; 
FRX=cqrteza frontal; GL=capa glomerular del bulbo olfatorio; 
GP=globus palidim; HM=núcleo medial habenular; HPC=hipocampo; 
IC=colliculus inferior; IL=l6bulo intermedio de la hipófisis; 
LC=núcleo locus coeruleus; LG=núcleo geniculado lateral; LHA= 
área lateral hipotalimica; LRN=núcleo lateral reticular; MG= 
núcleo medial geniculado; ML=lemnisco medial; ~~1=núcleo me
dial mamilar; MNT=núcleo mesencefálico trigeminal; ~NN=núcleo 
medial vestibular; NCU=núcleo cuneatus; NCX=neocorteza; NL= 
lóbulo ncural de la hipófisis; NRGC=núcleo reticularis gigan
t'ocelularis; NTS=núcleo del tracto solitario; OCX=corteza 
occipital; OR=tracto óptico; OTU=tubérculo olfatorio; PAG= 
gris periacueductal; FAX-corteza periamigdaloide; PBN=núcleo 
parabranquial; PC=comisura posterior; ON=puente; PO.A=área 
preóptica; PV=núcleo paraventricular del tálamo; RE=núcleo 
raphe dorsalis, RF=formación reticular; R=raphe; SNC=sustan
cia negra compactada; SNR=sustancia negra reticulada; SNT= 
núcleo sensorio trigeminal; SON=núcleo supraóptico; SPT=nú
cleo septal; STN=núcleo espinal del trigeminal; SUB=subiculum; 
VM=núcleo ventrome<lial del hipotfilamo; VP=paludum ventral; 
ZI=zona incerta. Tomado de Khachaturian et al., 1985. 



Cuadro 1. , DISTRIBUCION DE PEPTIDOS OPIOIDES Ref. 

POMC 

PDNF. 

HiP.otálamo 
Amígdala 
Corteza. cerebral- - - ... :-1 2, · 161 

___J Anterior 
HIPOFISIS . j Posterior------- 15, ~~' 16.1 

HIPOFISIS---1 

ENCEFAL0-1 
HIPOFISIS---1 

Estriado 
Hipotálamo 
Cerebelo 
Cerebro medio 
Hipocampo 

. ·- ,~-

Corteza ---------63, 115, 148 

Posterior--------63, 115, 163 

Núcleo paraventricular 
Núcleo supraóptico 
Tallo cerebral 
Amfgdala-------------- 154 

Anterior 
Posterior ------ 15, 63, 132 

Las referencias en esta tabla corresponden a estudios sobre la medici6n 
del RNAm que codifica para cada precursor y estudios sobre la distribu
ci6n de inmunor·reactividad para péptidos derivados de los tres precurso
res opioides respectivamente. 
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puede ser descartada. Inclusive se ha propuesto una vía di

norfinérgica para la LE en la sustancia negra del cerebro de 

rat~, por lo que en este tejido y probablemente en otros, la 

LE podría generarse a partir de los precursores que la con

tienen (13, 157, 162). 

Estructuralmente como se observa en las figuras 

1 y 3, las tres moléculas precursoras de péptidos opioides 

tienen varias características en común: 

Peso molecular muy parecido, cercano a 30 000 Da. 

N6mero de amino,cidos muy similar, variando entre 209 y 

267. Son consideradas diferentes especies. 

En la mayoría de los casos las secuencias correspondien

tes a péptidos biol6gicamente activos dentro de la se

cuencia del precursor están limitadas hacia ambos lados 

por pares de aminoácidos básicos. 

La regi6n amino terminal es rica en residuos de cisteina 

y no incluye aminoácidos de reconocimiento proteolítico 

típico y está precedida por una secuencia aminoácida 

"señal", de naturaleza hidrof6bica. 

Colectivamente en estas proteínas se observan las 

similitudes bioquímicas de los tres precursores opioides. 

Existe la posibilidad de que hayan evolucionado de formas 

moleculares relacionadas (21, 23, 45). La presencia de re

giones nucle6tidas repetitivas en los genes de POMC y PEF ha 

llevado a plantear que estos genes han evolucionado por una 

vía de duplicaciones y eventos de rearrcglo a partir de se

cuencias ancestrales, semejantes a la MSH y las encefalinas 

respectivamente (45). 
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Figura 3: Semejanzas estructurales entre los precursores de los 
pSptidos opioides. Abreviaciones: POMC=proopiomelancortina, 
N-terminal=amino terminal, ACTH=hormona adrenocorticotr6pica, 
end=endorfina, B LPH=beta lipotropina, PEF=proencefalina, ME=Metio
nina Encefalina, LE=Leucina Enccfalina, PDNF=prodinorfina, B-neo
end= beta neoendorfina, Din=dinorfina. No. aa=número de aminoáci
dos. 

Tomado de Douglas et al. 1984 
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Con el avance en las técnicas de biología molecular 

ha sido posible determinar la distribuci6n de RNAm transcri

to para los genes de la POMC y la PEF en la hip6fisis y cere-

bro de 'rata. Se encontr6 que el gene de la POMC es trans-

crito en el hipotálamo, amígdala y corteza cerebral (12) y 

en los 16bulos anterior (LA) y 16bulo neurointermedio (LNI) 

de la hip6fisis (23). El gene de la PEF es transcrito en 

orden de abundancia en el estriado, hipotálamo, cerebelo, 

cerebro medio, hipocampo y corteza (148). En ambos casos se 

ha sugerido un mecanismo de regulaci6n a nivel transcrip

cional. 

La remoci6n de la corteza adrenal (fuente de 

gluco-corticoides end6genos) y el tratamiento con dexameta

zona (gluc~corticoide sintético) indican que los glucocorti

coides regulan negativamente los niveles del RNAm de la PO~C 

en el LA de la hip6fisis de rata. En el LNI, los glucocor-

ticoides no tienen ningún efecto sobre los niveles del RNAm 

POMC (23). 

La administraci6n de haloperidol (antagonista de 

la dopamina) incrementa los niveles del RNAm de la POMC en 

el LNI de la hip6fisis de rata, efecto no observado en el 

LA (15). 

Se propone que la regulaci6n es de tipo deferen

cia l, y podrían estar participando los receptores para glu

cocorticoidcs en el LA y para la dopamina en el LNI (45). 

Respecto a la PEF se sugiere una regulaci6n a nivel 

transcripcional que involucra factores dopaminérgicos. 
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Como resultado del tratamiento cr6nico con haloperidol, se 

observ6 un incremento en los niveles del RNAm PEF en el es

triado de rata; tal efecto no fue observado en hipocampo, 

hipotálamo y corteza (148). 

En relaci6n al sistema de la PDNF no existen datos 

que indiquen su regulaci6n a nivel transcripcional. 

Traducci6n 

En sistemas libres de células se ha realizado la 

síntesis de la POMC mediante la traducci6n del RNAm POMC. 

La proteína sintetizada en este sistema, resulta ser ligera-

mente más grande que cuando la traducci6n se realiza en pre

sencia de células, con 25 aminoácidos adicionales en su ex

tremo amino terminal (44). Se ha sugerido que esta secuen

cia corresponde al "péptido señal" que en analogía con otras 

proteínas 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 la 

tasa de síntesis de la POMC. Mediante -experimentos de pulso

caza en cultivos de células de hip6fisis anterior de rata, 

sometidas previamente a stress agudo, se observ6 un incre

mento en la síntesis de la POMC. Así mismo se detect6 un 

decremento paralelo en un 25% de B-end y ACTH, dos horas 

después del tratamiento, el contenido de B-end y ACTH en el 

LA se restablece (23). 

Con la utilizaci6n de un antisuero dirigido hacia 

la regi6n aminoterminal de la POMC, que se supone correspon

de al "p6ptido señal" (2) se encontr6 que la cantidad medi-
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ble de "péptido señal POMC" y su proporci6n con la B-end 

total fue significativamente incrementado Estos hallaz-

gos. son indicadores de que la separaci6n del "péptido señal" 

de la POMC ocurre como un evento co-traduccional (21, 23). 

Respecto al sistema de la PEF; los estudios median

te la incorporaci6n de aminoicidos marcados radioactivamente 

a las encefalinas y la inhibici6n de la síntesis proteica 

con cicloheximida, indicaron que las encefalinas podían 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 (SO, 97). 

Con la cromatografía de filtraci6n en gel, para 

los extractos icidos del cuerpo estriado de bovino, se in-

tent6 identificar al precursor de las encefalinas. Se en-

contra inmunoreactividad (IR) para éstas, en material corres

pondiente a alto peso molecular. Lo cual indicaba que po

dría tratarse del precursor, sin embargo las concentraciones 

detectadas fueron muy bajas, dificultando su caracterizaci6n 

(83). Tres años después se detectaron altas concentracio

nes de IR para encefalinas en tejido adrenal de bovino (128). 

El primer acercamiento para la identificaci6n del 

precursor de las encefalinas se obtuvo con los trabajos de 

Lewis y col. (1980). Con los extractos ácidos de gránulos cro

mafines de médula adrenal de bovino (MAB); la cromatografía 

de filtraci6n en gel, gencr6 material de alto peso molecular 

que mediante digcsti6n enzimática dio lugar a las cncefalinas 

en una proporci6n de 7 ME: 1 LE (82). 
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Se ha propuesto que las enzimas que procesan a la 

POMC en los diferentes 16bulos de la hip6fisis podrían ser 

muy semejantes. Sin embargo, podrían diferir en su preferen

cia o selectividad por los aminoácidos que rompen (90). 

Esta posibilidad se basa en las diferencias observadas en el 

patr6n postraduccional entre el 16bulo intermedio y el 16bu

lo anterior de la hip6fisis. 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 

principales son la alfa-LPH y la B-end (figura 4) (23). 

En hip6fisis intermedia, Glembotski (1981) ha de

mostrado que el rompimiento de la POMC hacia la Beta-LPH, 

ocurre durante el paso por el RER/Golgi. La conversi6n de 

la Betá-LPH hacia B-end tiene lugar en los gránulos secreto

rios (36). 

En cuanto a las modificaciones enzimáticas de los 

productos finales de la POMC, se han encontrado modificacio

nes de glicosilaci6n (26), acetilaci6n (139), fosforilaci6n 

(6). 

La B-end y sus fragmentos 1-26 y 1-27 están N-ace

tilados en la hip6fisis intermedia, pero no en la hip6fisis 

anterior de la rata y cerdo (23, 91). 

La acetilaci6n amino terminal (N-acetilaci6n) de 

la alfa-MSH (6, 23) es necesaria para su actividad biol6gica. 

Para la B-cnd, la N-acetilaci6n ocasiona la eliminaci6n de 

su actividad opioide en el 16bulo intermedio de la hip6fisis 

(161). Se infiere que la fosforilaci6n ocurre poco después 
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de la síntesis de la POMC, presumiblemente en el RER o el 

Golgi (6, 91) . 

Asumiendo que pares de aminoácidos básicos son 

señales de rompimiento proteolítico 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, así como 

del octapéptido (OC) (Metion~na-Encefalina-Arg 6 -Gli 7 -Leu 8 ) 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 mayoría de los casos los pépt1dos que con

tienen encefalinas aparecen en la estructura del precursor 

como secuencias limitadas por pares de aminoácidos básicos, 

excepto en el caso de los péptidos BAM 12P y BA.\I 22P, que se 

originan por rupturas en aminoácidos que no son los de pro

cesamiento típico (149). Otro caso es el de la metorfamida, 

un péptido de ocho aminoácidos resultante del rompimiento 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 aminoácidos básicos se atribuye a una 

enzima de la familia de la kalicreína (21). La remoción de 

los aminoácidos básicos en la regi6n 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 enzimáticas de los 

p~ptidos derivados de la PEF hay mucho menos informaci6n que 

para el caso del sistema de la POMC, teniéndose evidencias 

solamente de modificaciones de amidación en el caso de dos 

péptidos. El amidorfan y la metorfamida que son amidados en 

su extremo carboxilo terminal (131, 156) .. 

Se propone que parte de la LE en la hipófisis de 

rata, pero no en el cerebro, puede sufrir N-acetilación, 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 aminoácida. 

El RNAm de la PEF en ambos tejidos, tiene un mismo· tamaño, 

con cerca de 1400 nucle6tidos (115). A partir del núcleo 

caud?do de bovino se aisló un péptido de 70 aminoácidos, 

llamado Sin-enkephalin (Sin-enk) el cual originalmente se 

encontró en gránulos cromafines de bovinri; mismo que resultó 

ser idéntico.a los aminoácidos 1-70 de la PEF de la MAB (89). 

Las enzimas que procesan a la PEF en la médula adrenal, tam

bién se han detectado en el cerebro. Sin embargo, a pesar 

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, el procesamiento 

de la PEF parece ser m5s completo que. en medula adrenal. 

En el primero la PEF se procesa más rápidamente, 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, 

podrían ser los principales productos de la PEF en el cere

bro (116). A diferencia de la médula 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 la anatomía del sistema hipotálamo-hipo

fisiario de rata, se encontró que la PEF se procesa durante 

el transporte ax6nico. Los intermediarios de alto.peso mo-

leculaL que contienen encefalinas est5n en pequefias canti~a-

des y son distintos a los de MAB (5, 69, 88). En este sis-

tema, los péptidos que contienen encefalinas se encontraron 

predominantemente en núcleo supraóptico (NSO). En la neuro

hipófisis 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 región amino terminal de 70 aminoácidos (Sin-

enk) de la PEF. Se sugiere la pérdida del tal región en un 

estado inicial del procesamiento, generado proteínas de alto 

·peso molecular que conservan la región carboxilo terminal de 

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

se separa como un evento posterior a la eliminaci6n de la 
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región carboxilo-terminal. Los autores plantean que las 

diferencias entre estos dos tejidos podría resultar de di

ferencias en la forma molecular de la PEF o bien de diferen

cias en las reacciones proteolíticas 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 la PDNF por rompimiento a nivel de pares amino

ácidos básicos. Esto indicaría la participaci6n de enzimas 

semajantes a las propuestas para la PEF. La rimorfina (68) 

se libera por rompimiento en un sólo residuo de Arg. De la· 

misma forma se genera la Dinorfina 1-8 (101). En ambos 

casos se sugiere la participación de una enzima del tipo de 

la tripsina. 

Los estudios en hip6fisis de rata han indicado que 

los ~éptidos derivados de la PDNF son más abun4antes en la 

hip6fisis posterior. Se propone que este precursor se pro

cesa di~erencialmente. Aparentemente la PDNF en el lóbulo 

anterior de la hip6fisis genera formas moleculares de alto 

peso molecular como pruductos principales y en el lóbulo 

posterior proporciona formas de bajo peso molecular; en am

bos lóbulos el material contiene en su secuencia una o más 

copias de LE (132) (figura 7). 

Secreción 

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 
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productos que varían en especificidad y actividad biol6-

gica; resulta muy crítico determinar qué productos y dentro 

de qué circunstancias son liberados. Dado que no se tiene, 

a priori, forma de determinar el patrón de liberación o su 

regulaci6n biológica, es necesario desarrollar modelos de 

estudio para abordar este problema (21). 

En el caso del sistema de la POMC se propone un 

modelo para estudios de liberación utilizando un cultivo 

primario del lóbulo anterior de hipófisis donde se encontra

ron factores end6genos de liberación. Con este sistema se 

logra la liberación diferencial de material de bajo peso mo~ 

lecular, como la B-end (21). 

3.0 PEPTIDOS OPIOIDES EN LA ESCALA FILOGENETICA 

Otro aspecto de particular importancia en relación 

a los péptidos opioides es que, no solamente se encuentran 

en los mamíferos, sino que también se han reportado en otros 

organismos ~lo largo de la escala filogenética, 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 la 

~istribución filogenética de los receptores opiáceos, auna

do al trabajo de Simantov y col. (1976) (133), sobre la me

dición de la actividad de las encefalinas "purificadas" y 

determinaci6n de la uni6n a receptores opiáceos en las pre

paraciones de tejido nervioso de diferentes vertebrados e 
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invertebrados sugirieron que los receptores opiáceos y las 

encefalinas sólo estaban presentes en el grupo de los verte

brados. Sin embargo, posteriormente se obtuvieron eviden

cias de la presencia de péptidos opioides o sustancias es

tructuralmente muy parecidas a éstos, en varios grupos de 

invertebrados (tabla 2) (118). La mayoría de las evidencias 

tanto en vertebrados, como en invertebrados se han obtenido 

para las encefalinas y B-end por medio de la técnica de in

munohis toquímica (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 los tres sistemas de péptidos opioides evid.enciados en 

mamífer.os. Respecto al sistema de la PDNF, al igual que en 

las secciones precedentes, la información disponible es más 

escasa. 

En el caso particular de los anfibios se ampliará 

un poco la información, puesto que, este trabajo se efectuó 

con el encéfalo y la hipófisis de un anfibio; el urodelo 

Ambystoma mexicanum. 

La presencia de la POMC y sus derivados ha sido 

mostrada en el lóbulo neurointermedio de la hipófisis de la 

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

último caso se ha detectado material acetilado, proponiendo 

un esquema de procesamiento que incluye intermediarios de 

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

REPTILES 

ANFIBIOS· 

PECES 

· PROTOCORDADO 

INVERTEBRADO 

UNICELULAR 

AVES 

REPTILES 

ANFIBIOS 

PROTOCORDADO 

PEPTIDOS OPIODES EN LA .ESCALA'FILOGENETICA 

PROOPIOMELANOCORTINA 

ORGANISMO TEJIDO REFERENCIA 

Lagarto Hp. y Cerebro m 22,24 

Lagarto H. interm. 20 ..•. >.• .... 

Rana H. interm. 150 

Rana Est. POMC 93 

Teleosteo Pro y meta-
adenohip. 27 

Salm6n Hip6fisis 61 '146 

Ascidia Comp. Neural 11 .+ 

L de t. Gán. cer. 3 

T. puriformis Extractos ac. 80 

PROENCEFALINA 

Pich6n Cerebro .+ 
---·- -·-----------------------

Pollo domes. 

Tortuga 
Lagarto 
Lagartija 
Caiman 
Tortuga 

Rana 
Rana 
Sapo 
Salamandra 
Ascidia 

Telencéf. 

Cerebro 
Cerebro 
Cerebro 
Telencéf. 
Retina 

Glan Adr. 
Est. PEF 
Cerebro 
Retina 
SN 

11 9 

87 
9 

78 
9 .+ 
65 

155 

35 

INVERTEBRADOS CangreJo Org.Nh y tallo oc. 56 
Insectos Extractos 118 
L de t. G&n. cer. 3 125 
Sanguijuela SNC y SNP 76 1 164 
Molusco SNC 81 
Pulpo Vena cava 

PRODINORFINA 

ANFIBIOS Sapo SNC 16 

Abreviaciones: Hp.=hipotálamo; m=medio; H=hip6fisis; interm.=inter
media; Est=estructura; POMC=proopiomelanocortina; Pro y metaadenohp= 
pro y metaadenohip6fisis; Comp.=complejo; Gan.cer.=ganglio cerebral; 
ac.=ácidos; Telencéf=telcncéfalo; Glan.Adr.=glándula adrenal; SN= 
sistema nerviosos; Org.Nh=órgano neurohemal; 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), Mis recientemente 

incluso, se ha obtenido la secuencia nucle6tida del DNA com

plf?mentario para la POMC de la r:::.na Xenopus laevis (93). 

Mediante IHQ y an~lisis bioquímico, se ha mostrado 

la presencia de las encefalinas en los gránulos cromafines 

de rana (77). Con antisueros dirigidos hacia el extremo 

amino terminal de la PEF (Sin-enk) de mamíferos, se sugiere 

la existencia de proteínas semejantes a la PEF en las célu

las cromafines de la Rana ridibunda (78). 

La cromatografía de filtración en gel de extractos 

ácidos de cerebro de sapo Buffo marinus indicó la presencia 

de ME, LE y HE libres. También se encontró IR a encefalinas 

en material de alto y bajo peso molecular. Los autores plan

tean que ia presencia del HE, que corresponde al extremo car

boxilo terminal de la PEF de mamíferos, es una evidencia de 

que la PEF tambien existe en los anfibios. La concentración 

de ME fue mucho mayor que la de LE y casi cuatro veces más 

que el HE. La proporción ME:HE coincidió con lo encontrado 

en mamíferos, lo cual no sucede con la proporción ME:LE (65). 

Otro anfibio, la rana Xenopus laevis se utilizó 

para examinar, por medio de técnicas de biología molecular, 

el gene que codifica para la PEF; encontrando que la estruc

t~ra primaria de los principales exones de los genes de los 

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 mi~ 

mas que en la PEF de mamfferos. El lugar correspondiente 
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a la LE, está ocupado por una copia de ME. En la posición 

del OC hay una secuencia de ocho aminoácidos limitada por 

pares de aminoácidos básicos; pero en este caso, el octavo 

aminoácido es la Tir, que en mamíferos correspo?de a la Leu. 

La secuencia de HE al igual que en mamíferos se localiza en 

el extremo carboxilo tenriinal de la PEF. Las secuencias de 

ME, HE y Metionina-Encefalina-Arg6
- Gi.l-Tir 8

, dentro de la 

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

ácidos básicos y su proporción es SME: 1LE: 1 Metionina-

Encefalina-Arg6 -Gli 7 -Tir 8 . 

En el caso del sistema de la PDNF se ha descrito 

la presencia de IR para Dinorfina 1-13 en la hipófisis, 

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

minó el contenido de IR-Dinorfina y sus patrones d~ distri-

buci6n _molecular. Las concentraciones más altas de IR-Diri 

se encontraron en el lóbulo neurointermedio (LNI) de la hi

pófisis, mientras que las concentraciones detectadas en el 

cerebro y la médula espinal representaron el 1% de lo encon

trado en el LNI. 

Además de estos estudios, hay evidencias de la 

existencia de receptores opiáceos en sistemas neuronales de 

anfibios. Inicialmente se reportó que los receptores opiá-

ceos en anfibios, presentaban una afinidad ligeramente menos 

sensitiva a la observada en rata (11). Más tarde RUegg pre

sentó datos sobre la solubilización parcial de receptores 

opiáceos al tratar las membranas de células nerviosas de ce-

rebro de sapo con digitonina (124). Simon describió la so-



32 

lubilización de receptores opiáceos a partir del cerebro de 

la Rana esculenta encontrando sitios de uni6n tipo "mu", 

"delta" y "kappa". Las membranas cerebrales de esta rana 

solubilizadas con digitonina, dieron origen pri~cipalmente a 

receptores tipo "kappa"; los cuales fueron separados de los 

otros dos tipos (134). 

Todos los reportes sobre receptores y péptidos 

opioides en anfibios hasta aquí mencioandos se han efectua-

do en anfibios pertenecientes al Orden de los Anuros (sapos 

y ranas). El único trabajo efectuado en un urodelo hasta 

la fecha es el de Watt (1985) (155) donde se determinó IR 

para encefalinas en las células amacrinas de retina de lar-

vas de salamandra Ambystoma tigrinum mediante IHQ. 

4.0 

4.1 

BIOLOGIA DEL AJOLOTE Ambystoma mexicanum 

Características generales del ajolote 

Clasificación taxonómica: (158,166') 

Reino 

Phylum 

Subphylum 

Supere las e 

Clase 

Orden 

Suborden 

Especie 

Animal 

Chordata 

Vertebra ta 

Tetrapoda 

Anfibia 

Urodela (Caudata) 

Ambystomoidea 

Ambystoma rnexicanum (Siredon 
mex1canum) 
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Durante la evolución de los vertebrados, un cam

bio notable fue el paso de un tipo de desplazamiento median

te nataci6n hacia la locomoci6n en cuatro patas, y de la re~ 

piraci6n por medio de branquias a la respiració.n por pulmo

nes. Es en la clase de los anfibios donde se observa esta 

etapa de transici6n. 

Los anfibios son organismos que en la mayoría 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 está asociado a cambios morfol6gicos y fisiológico~ 

importantes que permiten al animal desarrollarse en medios 

ambientes tan distintos. 

Los Urodelos (salamandras y tritones) se distin

guen de los otros dos órdenes de anfibios (Anura: ·sapos y 

ranas)~ (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. 

e) 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 está desarrollada ayu

dando a la nataci6n (122). 
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El Ajolote Ambystoma mexicanum 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 neot@nica, la cual no presenta evidencias externas de 

metamorfosis, pero que es madura sexualmente y se reproduce 

conservando su morfología de larva (138, 158). Parece pro

bable que las aguas frías de los lagos montañosos y la es

casez de iodo en el agua son, en parte las responsables de 

la neotenia en su medio natural. La metamorfosis es fácil

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 bioquímicos han indicado cambios normal

mente asociados a la metamorfosis de los anfibios en el 

Ajolote; un ejemplo es el cambio de la hemoglobina, de una 

forma larvaria característica, hacia una forma adulta, du

rante el desarrollo del Ajolote (24, 25). 

Lo~ ambystomideos de Mexico representan tres géne-

ros y cerca de una docena de especies. La especie hist6rica-

mente más encontrada y probablemente la más comúnmente usada 

como alimento es el Ajolote obscuro (Ambystoma mexicanum), 

que aparentemente está restringido al Lago de Xochimilco. 

Las larvas de Salamandra tigrinum de color más 

claro que las de Xochimilco, distribuidas en E.U., excepto 

en el extremo Este, tnmbiEn se encuentran en el Suroeste de 
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Canadá y en lugares cercanos a las ciudades de Puebla y 

México, son referidos en casi todos los casos como Ajolote 

de~ tipo 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 investigaci6n y es conocido con el nombre científico 

de Ambystoma mexicanum, igualmente aplicable a todos los 

estados de desarrollo; pero, su nombre vernáculo "Axolotl" o 

Ajolote ha sido más 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 relaci6n de "Xolotl" como una deidad, con el 

Axolotl es evidenciada en el contexto de lo "feo" desde los 

primeros tiempos. En relaci6n al mito del Dios Xolotl, que 

se supone adoptaba formas "feas", como monstruo o como agave 

del doble tallo. El Axolotl podría representar otra forma 

fea del Dios, s6lo que en este caso como habitante del agua. 

La adopción de esta forma sería como tentativa de escapato

ría del Dios o en relaci6n, según la leyenda, a que el Dios 

Xolotl presidía 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". 

Prosencéfalo 
Mes encéfalo 
Rombencéf alo 

Telcncéfalo 
Diencéfalo 

Bulbos olfatorios 
Hemisferios cerebrales 

Se ha planteado que evolutivamente cada región 

pudo haberse desarrollado en asociación con alguno de los 

tres principales órganos de los sentidos. El sentido del 

olfato está relacionado principalmente con el_prosencéfalo. 

El sentido de la vista con el mesencéfalo. El sentido del 

oído, cambios de presión y equilibrio, con el rombencéfalo. 

En el rombencéfalo se encuentran los centros de 

asociación con los nervios que llegan a la línea lateral y 

el oído interno en los vertebrados acuáticos (122, 158). 

Durante la evolución del SNC de los vertebrados 

encontramos a los anfibios en una posición intermedia, en 

donde se conservan las características .de los peces, pero 

además empiezan a manifestarse los cambios que llevaron al 

desarrollo, tal como ~e presenta en mamíferos. 

En anfibios, cuyos hemisferios cerebrales están 

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 coordinación e iniciación de la actividad motora, es 

principalmente un centro visual, pero recibe estímulos de 

todos los dem5s centros de nsociaci6n; de esta zona salen 
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órdenes para los centros y columnas motoras. 

Conforme se asciende en la ·escala filogenética de 

los vertebrados, la región del techo pierde importancia, a 

favor de los hemisferios; en los mamíferos la r.egión del: te

cho ya es secundaria. 

En peces y anfibios con cola, la región del bulbo 

(rombencéfalo), contiene los cuerpos celulares de la células 

gigantes del Mauthner que recorren toda la médula espinal y 

controlan los movimientos rítmicos del tronco y la cola, 

fundamentales para el desplazamiento. 

En los peces la materia gris sólo existe en las 

paredes internas adyacentes a los ventrículos y la materia 

blanca forma la superficie externa. A medida que se acerca 

al encéfalo y se asciende en la escala de los vertebrados; 

las materias gris y blanca van perdiendo su posición original 

y se· entremezclan en mayor o menor grado. En los hemisferios 

cerebrales, el techo del mesencéfalo y el cerebro de los ver-

tebrados "superiores", la posición de estas dos capas está 

invertida, constituyendo la corteza cerebral. En los anfi-

bios, es donde el cambio de la posición de la materia gris 

hacia la periferia empieza a notarse; donde algunas células 

de la materia gris se han desplazado hacia la periferia. 

En los anfibi6s el tálamo 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 tála-

mo tiene poca importancia en los anfibios, mientras que 
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en los mamíferos las funciones del tálamo dorsal son funda

mentales (122). 

El género Ambystoma es intermedio entre las espe

cies "inferiores" y "superiores" de la Clase de. los .Anfibios: 

se parece mucho a los peces. Sin embargo, su cerebro como 

un todo, está organizado en un plano mayor, lo cual hace po

sible su comparación con el de los reptiles y mamíferos. 

Las subdivisiones más grandes en el cerebro humano pueden 

identificarse en el Ambystoma, aunque existen remarcables 

diferencias en forma y tamaño relativo (46). 

5.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En <liferentes tejidos de vertebrados e invertebra

dos se ha identificado diversos péptidos opioides biológica

mente a~tivos (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 describen como POMC, PEF y PDNF. 

Las encefalinas se forman a partir de la PEF, sin 

embargo; existe la posibilidad de prciducir LE como producto 

final proveniente de la PDNF. 

La presencia de péptidos opioides en anfibios se 

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

encontrándose inmunorreactividad para HE, encefalinas y pépti

dos de alto peso molecular que contienen encefalinas. Sin 

embargo, no se detectó inmunoreactividad para eJ OC. Este 

filtimo constituyente también de la PEF de mamíferos. La pro-



39 

porción ME:HE en el cerebro de sapo es de 3.5:1, similar a 

lo reportado en tejidos de mamíferos (65). 

Poco tiempo después se logró identificar por méto

dos inmunohistoquímicos a las encefalinas y a l~ porción 1-70 

de la PEF de mamífero, denominada Sin-enkephalin, en la glán

dula adrenal de la Rana ridibunda (77,78) 

La identificación 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

cleótida 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-Arg6 -Gli 7 -Tir 8 (es

ta secu~ncia se encuentra en la misma posición que el OC en 

la PEF de mamíferos, pero contiene una tirosina en lugar de 

Leucina en la octava posición). Los autores de este trabajo 

plantean que durante la evolución 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 presencia de LE en 

Buffo marinus, sin embargo, la secuencia nucle6tida 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 podría ser semejante a la 

PDNF, planteamiento que encuentra apoyo en la identificaci6n 

de dinorfina 1-3 en el SNC de Buffo marinus (16). 
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En México existen anfibios Urodelos y Anuros, de 

estos dltimos parten la mayor cantidad de investigaciones 

bioquímicas y fisiológicas, mientras que la biología de los 

Urodelos es poco conocida. En la mayoría de los casos han 

sido utilizados principalmente como modelo del estudio en-

dócrino de la metamorfosis. Por lo tanto es importante 

iniciar el estudio bioquímico del Sistema Nervioso de una 

especie Urodela mexicana; como el Ajolote Ambystoma 

mexicanum. En este caso, partiendo de un estudio sobre la 

biosíntesis de las encefalinas en el cerebro de tal anfibio. 

En función 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 hipótesis de 

este trabajo es que la Metionina y Leucina-Encefalina exis

ten en el cerebro del Urodelo Ambystoma mexicanum y que ta

les ~européptidos provienen de precursores de mayor peso mo

lecular en el cerebro de esta especie. 

Los objetivos principales son: 

1. Demostrar la presencia di Metionina y Leucina

Encefalina en las siguientes estructuras del cerebro del 

Ajolote Ambystoma mexicanum: telencéfalo, diencéfalo-mesencé

falo, rornbencéfalo e hipófisis. 

Za. Analizar la distribución molecular de péptidos 

que contienen encefalinas. Mediante la revisión del perfil 

de distribución por pesos moleculares del material con inmu

noreactividad para encefalinas en cromatografía de filtración 

molecular; a partir de los extractos ácidos correspondientes 

a cada una de las extructuras ya mencionadas. 
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2b. Comprobar que las encefalinas se derivan de 

péptidos de mayor peso molecular, mediante la digestión en

zimática de los eluatos resultantes de la cromatografía de 

filtración en gel. 

Todo esto con el propósito de contribuir al estu

dio de la biosíntesis de las encefalinas en el SNC de los 

vertebrados; suponiendo que los procesos biosintéticos de 

éstas en el cerebro de Ambystoma mexicanum podrían ser iden

tificables con menor dificultad que en el caso del cerebro 

de vertebrados superiores como los mamíferos, donde la com

plejidad en la organización del SNC y de los sistemas de 

péptidos opioides es relativamente mayor. Así como para 

iniciar un estudio sobre las características bioquímicas del 

SNC Del Ajolote. 

6.0 MATERIAL Y METODOS 

Mantenimiento de los animales 

Para efectuar este trabajo se utilizaron 40 Ajolo

tes· (Ambystoma mexicanurn) 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 utilizaci6n, en peceras con agua de

clorinada, un colorante antihongos y un sistema de aireación 

de agua a una temperatura de 18 - 20°C, alimentándolos con 

peces pequeños vivos y polvo de moscos. 

Disección de cerebro 

En la primera parte de este trabajo se utilizaron 

20 Ajolotes, que se sacrificaron por decapitación. El cere

bro se extrajo cortando el cráneo 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 frfa (4ºC) se 

separaron cuatro regiones: 

1) Telencéfalo (T) 

2) Diencéfalo-Mesencéfalo (D-M) 

3) Rombencéf alo (R) 

4) Hipófisis (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 macrosc6pico; la separaci6n de diencéfalo y mesencéfa

lo es difícil debido al tamaño tan pequeño y la forma de es

tas estructuras; por lo cual ambas regiones se trabajaron 

juntas (esquema 4). 

Cada una de las estructuras se coloc6 por separado 

sobre hielo seco hasta completar la obtención de las cuatro 

regiones correspondientes a 20 Ajolotes. 

Al t~rmino de la disección, cada estructura se 

pesó en forma individual e incubó en cinco volúmenes de 

ácido clorhídrico (HCL) 0.1N a. 95°C durante 15 minutos 

(esto se hace con el fin de eliminar la acción 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 utilización. 
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Esquema 4: Representación esquemática del cerebro del 
Ajolote (Ambystoma mexicanum), indicando el nivel al 
cual se hicieron los cortes para obtener las estructu
ras con las que se trabajo. 
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Purificaci6n de las encef alinas 

- Homogenizaci6n. Cada una de las 20 muestras 

correspondientes a las cuatro regiones, se homogenizó duran

te 5 minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm). 

- Centrifugación. El homogenado tisular obtenido 

en el paso anterior fue centrifugado a 20 000 rpm durante 

una hora a 2°C; recuperándose el sobrenadante. 

- Cromatografía de absorción en amberlita XAD-2 

La amberlita se lavó previamente a su utilización 

condiferentes solventes en el siguiente orden: Acetona, 

Metano! absoluto y agua. Se utilizan tres volúmenes 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 propiedades cromatográficas se conserven 

en buen estado. 

Se utilizaron columnas de vidrio de 15cm de largo 

por O.Scm de diámetro; el nivel de la resina (amberlita) 

fue de 10 a 11cm. 

Una vez preparadas las columnas de amberlita, se 

reguló la velocidad de flujo a 0.5 ml por minuto y se 

corrió 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 metunol absoluto. 

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

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

Cuantificaci6n de las encefalinas 

Los eluatos obtenidos de la cromatogr~fía de ad-

sorción se evaporaron a sequedad, con aire en baño maría y 

se rehidrataron con 2 ml de agua destLlada.. A partir de 

esta muestra se tomaron las alícuotas para la cuantificación 

de las encefalinas mediante la técnica de radioinmunoánali-

sis (RIA) (85). En el caso de la ME, las muestras fueron 

previamente oxidadas con 50 microlitros de solución de 

peróxido de hidrógeno (1.1 ml de H2 0 2 al 30% en 500 ml. 

de solución) a temperatura ambiente durante 16 horas. La 

oxidación se hace, debido a que el estandar de ME· utilizado 

para l~ formación del antisuero para la ME estaba oxidado.· 

Por ~o que al oxidar las· muestras se mejora el reconocimien

to. Después de la oxidación, las muestras se evaporaron y 

resuspendieron en agua. De éstas se tomaron las alícuotas 

par~ la cuantificación del IR-ME. La cuantificación de la 

IR-LE se efectuó tomando las alícuotas directamente, después 

de evaporar y rehidratar los eluatos resultantes de la cro

matografía de absorci6n. 

La técnica es específica·y de alta sensibilidad. 

(85) .. La especificidad est5 dada por el uso de antisueros; 

.en este caso dirigidos ~entra 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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( 3 H-Met-encefalina y 3 H-Leu-encefalina) obtenidas comercialmente. 

Los antisueros fueron obtenidos previamente en el 

Laboratorio. Se prepararon mediante la inmunización de 

conejos Nueva Zelanda con cada uno de los pentapéptidos aco

plados a albúmina sérica bovina (BSA) y glutaraldehido, si

guiendo el protocolo de inmunización descrito en Vindrola y 
. 

col. (1981) (152). El anti-Metencefalina presentó un 100% 

de cruzamiento con (Met (O) encefalina); 0.3% con LE y menos 

de 0.01% con Met-encefalina-Arg 2 , Leu-encefalina-Arg6 , Dinor

fina 1-13, Alfa, Beta y Gama, endorfina. 

El anti-Leu-encefalina presentó 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 dilución fi

nal de 1:925 y 1:825 respectivamente se incubaron durante 

24 horas con soluciones estándar de encefalina fría (no marca-

da) en concentraciones crecientes y conocidas, o bien con las 

alicuotas provenientes del tejido cerebral, en 550 microlitros 

de Buffer fosfatos 0.1M, pH=7.4 (con 0.9% de NaCl, 0.02% de 

ácida sódica y 0.1%.de gelatina). En ambos casos las mues

tras se ensayaron por triplicado. Al término de la incuba

ción, la separación de la encefalina marcada unida al anti-

suero de la no unida, se efectuó con una suspensión de 

carbón activado (1.5% de carbón activado+ 0.15% de nextran 

en Buffer fosfatos igual al usado en la incubación, pero 

sin gelatina), mediante centrifugación durante 30 minutos a 

3 000 rpm a 2°C, recuperando el sobrenadante, al que se le 
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agregó liquido de conteo (centelleo) (10ml) (tritón-500 ml, 

PP0-8g., llevando a dos litros con tolueno). 

24 horas después, se contó la radiactividad pre

sente en cada muestra en un contador Beta de centelleo li

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 2R. 

En la segunda parte de este trabajo para el análi

sis de la distribución molecular de los péptidos que contie

nen encefalinas se utilizaron otros 20 Ajolotes, obteniéndose 

las mismas cuatro regiones que en la primera parte. En este 

caso se formó una muestra con n=20 para cada región. Confor

me se obtuvieron las estructuras, fueron pesadas inmediata

mente ~incubadas a 95°C durante 15 minutos en 5 voldmenei de 

ácido acético IM pH 1.9 y luego a 4°C durante 5 minutos; con

gelando para su posterior utilización. 

Preparación de los extractos 

Cada muestra fue homogenizada a 3000 rpm, durante 

5 minutos y centrifugado a 20 000 rpm durante 2 horas a 2°C; 

recuperándose el 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

poró a sequedad con aire, en baño maria y se reconstituyó con 

4ml de 5cido acStico 1M pH 1.9 con 8M de Urea. La utiliza

ción de la Urea se hace con el propósito de desnaturalizar a 
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las proteínas de los extractos cerebrales; y obtener así la 

estructura primaria. 

Cromatografía de filtraci6n en gel con Sephadex G-50 

Por medio de la cromatografía de filtración en gel 

se logra la separación de diferentes sustancias, generalmen

te péptidos y proteínas de acuerdo a su peso molecular. El 

rango de separación 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.Scm de.diámetro) pre

viamente caracterizada con diferentes proteínas de pesos mo

leculares conocidos y equilibrada con el Buffer de elución 

(ácido acético 1M pH 1.9), a una velocidad de flujo de 3ml 

por hora, colectando fracciones de 3ml. 

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

la digestión enzimática. 

a) RIA antes de la digestión enzimática. 

Se torn6 una alícuota de cada fracción (20-70). El 

RIA para cada encefalina fue ensayado por triplicado en di

chas fracciones, bajo las mismas condiciones descritas en la 

primera parte. El RIA de ME se hizo previa oxidaci6n de las 

alícuotas tomadas de cada fracción. Los resultados se ex

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

Gráficas IR- SR. 
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b) Digesti6n enzimática 

La digesti6n enzimatica se ~ace con el prop6sit~ 

de separar a las encefalinas de los péptidos de mayor peso 

molecular obtenidos en la cromatografía de Sephadex. Se 

tomó una alícuota de cada fracción (20-70) y se diluyó 4 ve

ces con el objeto de disminuir la concentración de urea, ya 

que ésta inhibe la acción enzimática. Las muestras diluidas 

se evaporaron y resuspendieron en 200 microlitros de buffer 

tris 50m1v1 + 2mM de CaC1
2 

pH 7.9. A cada una se le agre

garon 200 microlitros de solución de tripsina TPCK a una con

centración final de 50 microgramos/ml, incubando durante 2 

horas a 37°C. Al término de este tiempo exactamente se 

detuvo la acción .enzimática 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 continuación, se agregó a cada fracción 100 mi

crolitros de solución de carboxipeptidasa B Sigma a una con

centración final de 5 microgramos/ml, incubando durante una 

hor~ exactamente a 37°C y deteniendo la acción de la enzima 

de la misma forma que se hizo con la tripsina. Se tomaron 

diferentes alícuotas de la muestra original para efectuar la 

digestión enzimática y cuantificar la IR-ME o IR-LE. 

c) RIA después de la digestión enzimática. 

La IR-LE se midió directamente de las muestras re

sultantes de la digestión enzimática. En el caso de la IR

ME las muestras fueron oxidadas, como ya se mencionó para los 

otros casos, y reconstituidas en 500 microlitros de agua des-
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tilada, a partir de donde se efectu6 la cuantificación bajo 

las condiciones de RIA ya mencionadas .• 

Los resultados obtenidos antes y después de la di

gestión enzimática se expresaron en pmol/tubo y se muestran 

en las gráficas 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 estándar para n=20. 

Según los resultados obtenidos en este trabajo, 

(tabla IR), la cantidad de IR-ME e IR-LE es diferente en 

cada región. En el telencéfalo (T) se encontró la cantidad 

más alta de inmunoreactividad para las 2 encefalinas. La 

hipófisis presenta la menor cantidad de IR-ME y el romben

céfalo, la menor cantidad de IR-LE. 

Aparentemente existe una relación proporcional en

tre la cantidad de IR-ME y el peso de la estructura en el 

caso del (T) y el Diencéfalo-Mesencéfalo (D-M); que no se 

presenta en el (R) y la (H). Es decir a mayor peso mayor 

contenido de IR-EK*. EL (R) pesa más de un 30% que el (D-M) 

y presenta un contenido de IR-ME menor que (D-M) en un 259a 

·Mientras que la (H) que pesa alrededor de siete veces menos 

que (D-M) mostró un contenido de IR-ME equivalente a un ter

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

Inmunoreactividad a encefalinas 



Tabla 1R. Inmunoreactividad (IR) (pmol/estructura) a Metio
nina-Encefalina (ME) y LeucinaEncefalina (LE) en 
diferentes estructuras del. cerebro de Ajolote 

(Ambystoma mexicanum) 

Peso IR 
ESTRUCTURA estructura pmol/estructura Proporci6n 

(mg) ME LE ME:LE 

TELENCEFALO 43+6 74+12 7+2 1o: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) (pmo.l/g .de .. tejido) a Metio- .. 
nina-.Encefalina (ME) y Leu·c;.ina:Enc:efalina (LE) en " 
diferentes estructuras del terebro. de Ajolote. 

(Ambystoma mexicanum) 

Peso IR 
ESTRUCTURA estructura pmol/g de tejido Proporci6n 

(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 con 
n=20 para cada estructura. 



so 

Para la IR-LE los resultados son muy semejantes en 

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

sólo que en este caso la mayor cantidad de IR-LE se encontr6 

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

Considerando los datos sobre la inmunoreactividad 

en (pmol/g) (tabla ZR) los valores más altos correspondieron 

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

igual que la ~R en pmol/g éstructura de ME en cada caso~ re~ 

sultó ser alrededor de nueve veces más que la detectada para 

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

casi la mitad de la TR-ME. 

La concentración de IR-ME en (T) y (D-M) es casi 

la misma; alrededor de 1761~75pmol/g, 

En el (R) la concentración 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 concentración de 

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

(T) y (D-M) y 36\ más que la IR-ME de (R). 

Las regiones cerebrales más anteriores (T y D-M) 

mostraron una concentración muy semejante entre sí de IR-LE, 

alrededor de 190 pmol/g, siendo menor que en la (H) aproxi

madamente en un 80\ (IR-LE en Hes de 1074~41 pmol/g). En 

el (R) la concentración de IR-LE (73~11 pmol/g) resultó ser 

menor que en las otras regiones cerebrales en un 60% y que 

·en (H) en un 90%. 

La proporci8n de IR-ME: IR-LE, calculada en base al 

contenido 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 proporción ME:LE, estando alrededor de 9ME por 

cada LE. Esta en cada caso, cambia ligeramente, si los 

cálculos se efectúan en base a los valores de concentración 

(pmol/g), tabla 2R, sin embargo; la proporción se conserva 

si se toman en cuenta las desviaciones de los datos. 

En las figuras 1R-8R, se muestran los perfiles cro

matográficos resultantes de la crn.mntografia de filtración 

en gel de Sephadex G-50 de los extractos ácidos para cada 

una de las cuatro estructuras (muestra con n=ZO) 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 SR-SR mues

tran los resultados de la IR-LE (pmol/tubo). 

Las mediciones de IR para las dos encefalinas se 

efec-tuó a partir de los mismos extractos de caqa estructura, 

considerando todas las fracciones, desde volumen muerto has-

ta volumen final. 

Tanto para la IR-ME como para la IR-LE en las mis

mas gráficas se incluyen los resultados obtenidos con la 

digestión secuencial con tripsina y carboxipeptidasa B. 

La IR-ME detectada antes de la digestión enzimáti-

en, se encontró principalmente en las últimas fracciones, 

correspondientes al volumen de elución para bajo peso mo-
3 lecular; en la zona donde se eluy6 la ME marcada ( H-Met-en-

cefalina) (como estándar de calibración). 



o 
..o 

::;J 
l.... 
<n 
(1) 

o 
E 

a... 

<t 
z 
...J 

~ 
w 
u 
z 
w 

1 
1-
w 
::E 
o: 

Vo 

J 

600 

400 

200 

o 20 

TELENCEFALO 

25KD º13.7KD 

J ~ 
21.5KD 

i 

30 40 50 52 54 

Fig- 1 

573 o 
J 

:-1 f'. .. 
--. 
1 1 
• 1 
• 1 

1 
1 .. -. 

• 1 
1 

. 
1 .. -, 

1 1 
1 1 

: 1 

56 58 

1 (: -
1 

-. • • 1 

60 62 

IR-MET-ENCEFALINA 
SEPHAOEX G-!50 . 

64 

Jlll IR- ME 
11 RIA-DIRECTO 

f""°: IR- ME 
'....J DIGESTION 

ENZIMATICA 

7o No. TUBO 

Figura IR. Inmunoreactividad para Metionina-Encefalina (IR-ME) resultante de la cromatografía 
de filtración en gel de Sephadex G-50 para los extractos ácidos de Telencéfalo de Ajolote 
(Arnbystorna mexicanum) (n=20) antes y despu~s de digestión enzimática con tripsina y carboxipep
tidasa B. La columna (80 x 1.5 cm) se equilibró previamente con el buffer de elución (ácido 
acético lM pH 1.9). La calibración en cuanto a pesos mo~eculares se hizo con: albúmina sérica 
bovina= 68 KD (Vo), quimiotripsinógeno = .25 KD, inhibidor de tripsina = 21.5 KD, ribonucleasa 
A = ~3.7 KD y 3H-Met-Encefalina = 573 D. La muestra problema al igual que los estándares de 
calibración se eluyó a una velocidad de flujo de 3ml/h, colectando~fracciones de 3 ml. -·· Abreviaciones: KD= Kilodal ton, D= Dal ton. '' ··-,_. · h - • •

1 

·:~e :: .· ·.~ 



-..8 
::s 

1-..... 
CI) 
CD 

o 
E 

c.. 

<t 
z :::¡ 
<t 
LL 
IJ.J 
u z 
IJ.J 

1 
1-
IJ.J 
:E 
o:: 

600 

400 

200 

40 
/¡ 

o 20 

Vo 

• 
20KD 13.7KO 

• • 
21.0KD 

• 

1 

30 

DIENCEFALO - ME.SENC.EF ALO 

1 1 

40 50 

Fig-2 

0730 

•• 

-íl 
1 1 
1 1 
1 1 

r-. 
1 
1 
1 
1 
1 

'·:· 
1 

' 1 
1 
1 ,. 
' 

1 l. 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

...... 
1 1 
1 1 
1 1 

r• 
55 

1 
1 

dii. ;; 
60 

IR-MET ENCEFALINA 
SEPHADEX o-~o 

l IR-ME 
RIA- DIRECTO 

n IR-ME 
'--' DIGESTION 

ENZIMATICA 

i 
70 No. TUBO 

Figura 2R. Inmunoreactividad para Metionina-Encefalina (IR-~IB) resultante de la cromatografía 
de filtración en gel de Sephadex G-50 para los extractos ácidos de Diencéfalo-Mesencéfalo de 
Ajolote (Amb~stoma mexicanum) (n=ZO) antes y después de digestión enzimática con tripsina y 
carboxipept1 asa B. La columna (80 x 1 .5 cm) se equilibró previamente con el buffer de elu
ción (Acido acEtico IM pH 1.9). La calibración en cuanto a pesos moleculares se hizo con: 
albúmina sérica bovina= 68 KD (Vo), quimiotripsinógeno = 25 KD, inhibidor de tripsina = 21.5 
KD, ribonucleasa A= 13.7 KD y 3 H-i!et-Encefalina = 573 D. La muestra problema al igual que 
los estándares de calibración se eluyó a una velocidad de flujo de 3 ml/h, colectando frac
ciones de 3 ml. Abreviaciones: KD = Kilodalton, D = Dalton. 



ROMBENCEF ALO 

o 
.o 
:::1 
l-..... 

600 ' 

o 500 
E 
a. 

<t 400 
~ 
...J 
<t 
IJ... 
w 
u 
z 
LU 

1-
w 
:¡: 

1 

~ 

200 

2!!KD 13.7KD 

' 21.{> KD 

·f 

1 

40 o 2o 

Fig -
·-- ·-------------------

.-~ 

~-' 

: : '--· 
1 1 1 1 
1 1 1 1 
1 1 1 1 

--· ¡ 1-: 

IR- MET- ENCEFALINA 
SEPHADEX G-~O 

!!73 o 

' 
• 

IR-ME 
RIA-DIRECTO 

1-·11R- ME u OIGESTION 
· ENZIMATICA 

__ .,._ 

:···: 
1 ,e. j , •I 11-1.,_· -------r1 -----

50 55 60 70 No. TUBO 

-------------- .. ----------
Figura 3R. Inmunoreaétividad para Metionina-Encefalina (IR-ME) resultante.4e .. la cro
matografía de filtración en gel de Sephadex G-50 para los extractos ácidos de .. Rombe
encéfalo de Aj alote (Ambystoma mexicanum) (n=20) antes y después '"de digestión enzimá
tica con trípsina y carboxípeptidasa B. La columna (80 x 1.5 cm) se equilibró previa
mente con el buffer de elucí6n (ácido acético IM pH 1.9). La calibración en cuanto a 
pesos moleculares se hizo con: albúmina sérica bovina= 68 KD (Vo), químiotripsinógeno 
= 25 KD, inhibidor de tripsina = 21.5 KD, ribonucleasa A= 13.7 KD y ªH-Met-Encefalina 
= 573 D. La muestra problema al igual que los estándares de calibración se eluya a una 
velocidad de flujo de 3 ml/h, colectando fracciones de 3 ml. Abreviaciones: KD = 
Kilodalton, D = Kilodalton, D = Dalton. 

--------~-~-~-~ 



Vo 

' -o 
.a 

:::1 .... ,. 

' ¡· 

1 CI) 

600 

HIPOFISIS 

2!1KD 13.7 KD 

' ' 21.!IKD 

' 
-¡ 

1 

!173 o 
i 

-··--··-- ----------

IR-MET-ENCEFALINA 
SEPHADEX G-50 

-1 IR-ME 
RIA- DIRECTO 

:-¡1R-ME 
LJ DIGESTION 

EZIMATICA 

·)· al o 1 
E 
o. 

<t 
~ 
...J 
<t 

400 
1.1.. 
UJ 
u 
z. 
UJ 

1 .... . 
IJ.J 
:E 
Q: 200 

, 
1 
1 
1 

' 1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
·'. 1 

1 
1 
1 
1 
1 . 
l 
1 

' 1 
1 . 
1 
1 ...... : . 
• • • 1 . ' . 

• 1 • 
1 1 1 
1 1 ' ¡ 1' 1 -~-: 

~-~'p¡~~~~~~......,,~~~~~~--~1~==--~~~~--"""1.,_~_i;;c~-c--C ...... l-mn1 1 .. 1 ...... ~~~~--,~~~~~-
o 20 30 40 50 60 70 No. Tubo 

Fig;;. 
---------- -···---·-·· ---·······--·--· 

Figura 4R. Inmunoreactividad para Metionina-Encefalina (IR-ME) resultante de la cromatografía 
de filtración en gel de Sephadex G-50 para los extractos ácidos de Hip6fisis de Ajolote 
(Ambystoma mexicanum) (n=20) antes y después de digestión enzimática con tripsina y carboxipep
tidasa B. La columna (80 x 1.5 cm) se equilibró previamente con el buffer de elución (ácido 
acético IM pH 1 .9). La calibraci6n en cuanto a p~sos moleculares se hizo con: albumina sérica 
bovina= 68 KD

3
(Vo), quimiotripsin6geno = 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 estánda~es de 
calibración se eluyó a una velocidad de flujo de 3 ml/h, colectando fracciones de 3 ml. Abre
viaciones: KD = Kilodalton, D = Dalton. 
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13.7 KD y 3H-Met-Met-Encefalina = 573 D. La muestra problema al igual que los estandares de 
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viaciones: KD = kilodalton, D = dalton. 



-o 
.o vo 
:::J .... 
' en 
~ 600 o 
E 

Q. 

et 
z 
...J 
et 

,:~ .. t u. 400 
lJJ 
(.) 

z 
LLI 

:::> 
lJJ _. 
a:: 200 

40 
m 

VI 
o 20 

DIENCEF ALO-MESENCEF ALO 

' 

i •. 30' 

2~KO 13.7 KD 

' l 21.~ KO 

l 

1 
40 

Fig- 6 

-- 1 
50 

~73 o 

' 

60 

IR-LEU ENCEFALINA 
SEPHADEX G-~O 

[llJ!ll IR -LE 
~ RIA -DIRECTO 
:-: IR- LE 
:_: DIGESTION 

ENZINATICA 

1 
70 No.TUBO 

Figura 6R. Inmunoreactividad para Leucina-Encefalina (IR-LE) resultante de. la cromatografía 
de filtración en gel de Sephadex G-50 para los extractos ácidos de Diencéfalo-Mesencéfalo de 
Ajolote (Amb~stoma mexicanum) (n=20) antes y despué.s de digestión enzimática con tripsina y 
carboxipepti asa B. La columna (80 x 1 .5 cm) se equilibró previamente con el buffer de elu
ción (ácido acético IM pH 1.9). La calibración en cuanto a pesos moleculares se hizo con: 
albúmina sérica bovina= 68 KD ~Va), quimiotripsinógeno = 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 estándares de calibración se eluyó a una.velocidad de flujo de 3 ml/h, colectando fraccio
nes de 3 ml. Abreviaciones: KD = Kilodalton, D = Dalton . 

. t•. 



-o 
.e 

::::1 
t..... 
"' CD 600 o 
E 

Q. -et 
z 
...J 
et 
u. 400 
LIJ 
o 
z 
LIJ 

1 

::> 
LIJ 
,,.1 

g: 200 

40 

Vo 

' 

i 1 
o 20 

ROMBENCEFALO 

20KO 13.7KO 

' ' 21-0 KO 

' 

i i 

30 40 

Fig- 7 

073 o 

' 

= "f" 
50 60 

IR - LEU ENCEFALINA 
SEPHAOEX G-~O 

IDI IR -LE 
al RIA -DIRECTO 
:-: IR-LE 
:_; OIGESTION 

ENZINATICA 

1 
70 No. TUBO 
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pesos moleculares se hizo con: albúmina sérica bovina= 68 KD (Vo), quimiotripsin6geno 
= 25 KD, inhibidor de tripsina = 21.5 KD, ribonucleasa A= 13.7 KD, 3 H-Met-Encefalina 
573 D. La muestra problema al igual que los estándares de calibraci6n se eluyó a una 
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Kilodalton, D = Dalton. 
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Figura SR. Inmunoreactividad para Leucina-Encefalina (IR-LE) resultante de la cromatografía 
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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 enzimático. En to

dos los casos el incremento de IR-ME, después de la diges

ti6n enzimática fue mayor al 50\. 

Al igual que para el caso de la IR-ME, la IR-LE 

antes de la digestidn enzimática se localiz6 en las últimas 

fracciones (tubos), pero a diferencia de lo que sucede en el 

caso de la IR-ME, en este caso la digestión secuencial con 

tripsina y carboxipeptidasa B ocasionó la desaparición com

pleta de la IR-LE. 

Una observación importante es que la 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 cromatogra

fía de filtración en gel resultó ser mucho mayor que la 

espe.rada, de acuerdo a los resultados para IR-LE obtenidos 

al efectuar la medición de la IR-ME a partir de los eluatos 

obtenidos por medio de cromatografía de absorción en amber

li ta XAD-2. 

8.0 DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo 

inditan la presencia ,de las enceíalinas en el cerebro y la 

hipófisis del Ajolote (Ambystoma mexicanum) en concentracio

nes relativamente altas. 

Comparando la concentración 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 hipófisis la concentraci6n de 

IR-ME es casi siete veces más; en las regiones media y an

terior del cerebro (T y D-M) es alrededor de cinco veces m~s 

y en el rombencéfalo un 30% más que en el cerebro total de 

rata (tabla ZR) 

Respecto a la IR-LE sucede algo semejante; con la 

mayor concentraci6n en la H, la cual result6 ser casi 18 ve

ces más que la IR-LE de cerebro total de rata (87). 

Las altas concentraciones de encefalinas detecta

das en el cerebro y la hip6fisis del Ajolote concuerdan con 

lo encontrado para reptiles (87) y con la observación de 

Simantov (1976) (133) en cuanto a que en las especies sub

mamíferas la concentración de encefalinas es notablemente 

mayor que en mamíferos. 

La discrepancia podría 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 submamí

feras, se relaciona con las cantidades relativas de encefa

linas en varias regiones del cerebro; se ha visto que en 

general la concentraci6n de encefalinas en la corteza cere

bral de mamíferos son bajas (63, 152) y se ha propuesto que 

quizás la diferenciaci6n extensiva y el crecimiento de la 

corteza cerebral en los mamíferos ocasiona una dilución en 

las concentraciones subcorticales de las encefalinas; así 

que en el cerebro total de mamíferos tienden a ser menores. 

Por lo tanto los resultados obtenidos en este trabajo podrían 
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reflejar la carencia relativa de tejido cortical en los 

anfibios. 

Tratando de abordar la posibilidad del origen bio

sintético de las encefalinas, consideremos la proporción 

IR-ME: IR-LE en cada una de las regiones, 

En el caso del encéfalo de Ajolote hemos encontra

do que la proporci6n IR-ME: IR-LE se conserva en las tres 

regiones examinadas, alrededor de 9ME: ·lLE; proporciones que 

no concuerdan con lo encontrado en mamíferos, donde se acep

ta de manera general que las encefalinas se generan a partir 

de la PEF, encontrándose una proporción de 4ME: 1LE. En. 

base a esto se podría suponer que en el cerebro del Ajolote 

las encefalinas se generan de manera diferente que en el 

cerebro de los mamíferos. Esta diferencia podría ser a ni-

vel de la estructura del precursor o bien a nivel del pro

cesamiento postraduccional. 

Los resultados obtenidos en este trabajo concuer

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

en que la concentración de IR-ME es mucho mayor que la de 

IR-LE (65). Sin embargo; la proporci6n IR-ME: IR-LE que se 

detectó en el sapo no coincide con lo encontrado para el 

Ajolote; ya que en el sapo hay 25 veces más IR-ME que IR-LE; 

mientras que nuestros resultados indican una proporci6n de 

9ME por cada LE. 

Esta diferencia entre el sapo y el Ajolote podr~a 

explicarse considerando que se trata de especies diferentes, 

como ocurre en el caso de especies distintas de reptiles, 
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pertenecientes a órdenes diferentes. En éstos, 

las concentraciones de encefalinas y las proporciones de 

éstas varian dependiendo de la especie, con la mayor concen-

tración en la tortuga y la menor en lagartija (87). 

O bien a que en el caso del sapo se trabajó con cerebro to

tal, mientras qu~ en el Ajolote se seccionó al cerebro; esto 

sería 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 ésta fuera igual a la 

detectada en los mamíferos en cuanto al contenido de ME y 

LE, en base a las proporciones de estos dos pentapéptidos, 

se podría pensar que las diferencias en la proporción ME: 

LE entre anfibios y mamiferos se deben a diferencias en el 

procesamiento postraduccional del precursor. No obstante; 

la secuencia nucle6tida de la PEF de la rana Xenopus laevis 

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

PEF de este anfibio (94). Asumiendo que es más factible un 

parecido entre anfibios que entre anfibios y mamíferos, 

cabría esperar que en el Ajolote, la ME se podría generar 

a partir de un precursor muy semajente a la PEF detectada 

en Xenopus laevis. Esto podría explicar cuál es la fuente 

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

que ésta puede originarse a partir de un precursor diferente. 

En mamíferos 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 sería factibJ~ que en el Ajolote también 

ex~stiera este sistema, a partir del cual se podrá 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 sólo se ha reportado .un trabajo. sobre la presencia 

de las encefalinas en las células amácrinas 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 sí 

solos no pueden aportar evidencias suficientes respecto a esta 

posición, por lo cual sería necesario efectuar otros trabajos 

más detallados y encaminados a demostrar o descartar tal po

sibilidad, como por ejemplo para evidenciar la presencia de 

la PDNF en el SNC del Ajolote y discernir si a partir de 

ésta se gener~ la LE. 

Independientemente del precursor principal (PEF o 

PDNF) del que provengan las encefalinas en el SNC del 

A.Iilbystoma mexicanun, los resultados de la cromatografía de 

filtración molecular indican que en su generación no parti

cipan intermediarios estables de alto peso molecular y éstas 

se encuentran principalmente en forma libre. En el caso de 

la ME podrían existir precursores de bajo peso molecular en 

las cuatro estructuras.examinadas, ya que como resultado de 
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la digesti6n con tripsina y carboxipeptidasa B para las 

fracciones de la cromatografia en Sephadex se observó un in

cremento de IR-ME respecto a la IR-ME obtenida para las mis-

mas fracciones antes de la digestión enzimática, en un va-

lumen de elución correspondiente a bajo peso molecular, muy 

cercano al volumen de elución para 573D (Figura 1R-4R) . 

Respecto a la LE, después de la digestión enzimá

tica, la IR-LE desapareció completamente, lo cual podría de 

berse a la dilución de las muestras para disminuir la concen

tración de la urea, ocasionando que mediante nuestro método 

no se detectara nada. Además esto hace suponer que la LE 

se encontraba en una forma libre, ya que si hubiera estado 

incluida en intermediarios; con el efecto de la digestión 

enzimática su concentración habría aumentado como en el caso 

de la ME. Otra posibilidad es que aunque su concentración 

no hubiera disminuido mucho por la dilución, debido a que se 

encontraba en forma libre; la acción de las enzimas utiliza-

das en el ensayo haya ocasionado alguna modificación e inclu-

sive las haya digerido. Apesar de que no son el sustrato 

específico (aminoácidos básicos), si tal sustrato específico 

no existe, las enzimas también podrían romper a nivel de 

otros aminoácidos durante el tiempo de incubación utilizado. 

En conclusión, 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 

mexicanurn 
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b) Una diferencia regional en cuanto a la concentración de 

la IR para encefalinas, con la mayor concentración en 

la hipófisis y la menor en romb~ncéfalo (tabla 2R). 

c) Que la proporción IR-ME: IR-LE está alrededor de 9ME: 

1 LE, excepto para la hipófisis, que es de 2ME: 1T.E; di

ferencia debida a la alta concentración de IR-LE en la 

hipófisis. Las proporciones que se encuentran en el 

Ambystoma mexicanum son diferentes a las reportadas para 

tejidos de mamíferos en los que se asume que ambas ence

falinas se generan a partir de la PEF y se encuentran en 

una proporción 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 la PDNF en el SNC del 

sapo Buffo marinus hace sugerir que en el SNC ~e 

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 mexicanum podría 

provenir de la PDNF. 

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

IR-LE entre la hipófisis (2ME; 1LE) y las otras tres 

estructuras examinadas tal vez podría tener un significa

do fisiológico si se considera la importancia de la hipó~ 

fisis como principal gÍándula de secreción interna en los 

vertebrados. Cabría esperar que las encefalinas estu

vieran involucradas en las funciones endócrinas del 

Ambystoma mexicanum·. La participo.ción de la LE podría 

ser más significativa, ya que en la hipófisis se encontró 
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la mayor concentraci6n de IR-LE, lo cual aunado a la 

presencia del sistema de la PDNF en eL SNC de Buffo 

rnarinus que presenta la mayor concentraci6n de IR-Din 

1-13 precisamente en la hip6fisis podría estar relacio

nado con la posibilidad de que la LE-provenga de la PDNF 

en los anfibios. 

d) Que el procesamiento del precursor principal hacia las 

encefalinas no incluye intermediarios de alto peso mole

cular; sino que más bien es directo hacia encefalinas 

libres y péptidos de bajo peso molecular que contienen 

ME. Los precursores inmediatos de ME podrían ser pépti~ 

dos de un peso molecular muy cercano al de la ME. Según 

nuestros resultados la concentración de tales precurso

res varía entre las estructuras, la cantidad de IR-ME 

con la digestión enzimática en relaci6n a la IR-ME libre 

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

hipófisis y la menor en el telencéfalo. 

En el caso de la LE inclusive, se podría pensar que en 

su generación no intervienen ni péptidos de bajo peso 

molecular. Sin embargo en este caso hace falta aclarar 

algunos aspectos contradictorios en relación a los re

sultados obtenidos. La cantidad de IR-LE antes de la 

digestión enzimática fue mayor a la esperada en base a 

la cantidad correspondiente a la primera parte de este 

trabajo. Esto ocasionó que la proporción de IR-ME: IR

LE libre en los perfiles cromatográficos de Sephadex 

G-50 fuera diferente a la observada a partir de la ero-
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matografía de adsorci6n en amberlita XAD-2. Esta con

tradicci6n podría explicarse suponiendo que con el pro

cesamiento para la obtenci6n de los extractos, la LE se 

separ6 de su precursor principal aumentándose así la 

LE libre, lo cual también podría relacionarse con la de

saparici6n de la IR-LE después de la digesti6n enzimiti

ca. Para aclarar por lo menos en parte esta contradic

ci6n habría.qua ~ncluir controles más rigurosos en el 

método, sobre todo en cuanto a la recuperaci6n en cada 

paso y antes de pasar el extracto por la columna de 

Sephadex o tal vez hasta cambiar la metodología de ex

tracci6n para la LE, así como los tiempos de incubaci6n 

y concentraciones de la enzimas. La optimizaci6n de 

estos aspectos metodol6gicos requiere del disefio y des

arr~llo de otros experimentos que por elmomento 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 habría que 

demostrar y en caso de ser así; el SNC del Ajolote Ambystoma 

mexicanum ofrece un buen modelo para el estudio bioquímico 

de cada encefalina por separado. En este sistema es proba-

ble que se pueda discernir su partícipaci6n por separado en 

procesos fisiol6gicos. Ademis de que representaría una evi

. dencia clara de que la LE se genera a partir del~ PDNF, as

pecto que se ha propuesto para mamíferos, 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 posi~le 

esclarecer. 

Por otro lado, los datos obtenidos en este tipo de 

estudios, si bien por el momento, no pueden aportar informa

ción sobre el significado fisiológico de las encefalinas en 

los anfibios; son información complementaria sobre la exis

tencia de los péptidos opioides en el SNC de los vertebrados, 

en este caso particular de un anfibio Thodelo; informaci6n 

que puede servir para conocer la distribuci6n filogenética 

de los péptidos opioides; y tal vez ubicar su significado 

evolutivo. 
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Agonista: 

Alcaloide: 

Antagonista: 

Opiaceo: 

Opioide: 

--a1 

APENDICE 

Substancia que se une a los sitios recep
tores y produce una respuesta biol6gica 
(149). 

A partir de la descripci6n sobre ·la capa
cidad de la morfina para formar sales, a 
las substancias que present~n esta carac
terística se les conoce como alcaloides 
(2 8). 

Substancia que a pesar de unirse a los 
sitios receptores no es capaz de producir 
ninguna respuesta biol6gica o bien revier
ten o previenen la uni6n del material acti
vo (149). 

El término opiáceo, en un sentido farma
cológico se utiliza para referirse a las 
drogas alcaloides que inducen analgesia 
in vitro y cuyos efectos son prevenidos 
o revertidos por antagonistas de la morfi
na (naloxona, naltrexona) (149). 

Con el descubrimiento de las encefalinas 
se introdujo el término opioide, para refe
rirse a los péptidos end6genos que son los 
agonistas naturales de los receptores opiá
ceos; opioide también se usa para referirse 
a ~os péptidos sintéticos que son anllogos 
a los naturales (149). 
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