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RESUMEN

A partir del descubrimiento de los receptores
estereoespecificos a la morfina y de los péptidos enddgenos que
mimetizan su efecto, se generd un importante campo en la
investigacidn de los péptidos opioides. En la década de 1los
setenta y hasta nuestros dias se han llevado a cabo innumerables
estudios multidisciplinarios sobre estos péptidos, de los que se
deriva el conocimiento de las tres moléculas precursorac que dan
origen a las tres familias de péptidos oploides que se conocen.
Se han propuesto come neuromoduladores & neurotransmisores gue
participan no sd8lo en los procesos de regulacidn de 1a
informacién sensorial sinc también en la memoria, el
aprendizafe, en la fisiopatologfa del estrés, en la regulacién
de 1los procesos autondmicos y su participacién en procesos
patoldgices como la epileptogénesis y la esquizofrenia, entre
otros. Se ha demostrado la existencia de péptidos oploides en
todos los niveles de la escala filogenética desde organismos
unicelulares hasta el hombre. 8in embargo, se sabe poco de su
localizacion anatémica en los anfibios, especialmente en la
hipofisis de un anfibio neoténico como el axolotl Ambystoma
mexjicanum . En esta tesis se llevaron a cabe experimentos con
técnicas de inmunofluorescencia en cortes parasagitales de
cerebro e hipSfisis de axolotl en las que se utilizaron
antisueros contra Leucina-encefalina (Leu-g), Beta-endorfina (BE),
Metionina-encefalina (Met-e} y Dinorfina (1-8) (DI) con el objeto
de localizar estos péptidos en 1la hipdfisis del axolotl.
Nuestros resultados mostraron inmunorreactividad (IR) a Leu-e en
¢élulas distribuidas ampliamente en todo el 16bulo anterior
(AL}, asf como en algunas fibras del 18bulo neural (LN) y en
fibras de la eminencia media (EM). Al d1gual que en otros
vertebrados, la localizacidn de la BE fue en todas las células
del 16bulo intermedio (LI} y en algunas del 1A, la IR a Met-e y a
DI se encontrd {inicamente en fibras de la EM y del LN. La
presencia de Leu-e y BE en el 18bulo anterior de la hipéfisis
sugiere que estos péptides se liberan como hormonas. Por otro
lado se sabe que en el anfibio Xenopus laevis el gen que
codifica a la proencefalina A, no contiene 1la secuencia de 1la
Leu-e, aunado a que la IR a Met-e en el lGbulo anterior de la
hipdfisis del axolotl fue negativa, esto sugiere que la IR a
Leu-e, contenida eh el 18buloe anterlor proviene de la
prodinorfina. Asi la demostracidn de los p8ptidos oploides en
la hip&fisis del axolotl es relevante no sdlo para el estudio de
la filogenia de estns péptidos en particular, sino también para
la nmneuroendocrinolegfa en general, pues se han postulado como
neurohormonas, con un papel importante en la neurobiologfa del
desarrollo, Ademis de gque el axolotl es un anfibio que permanece
en estado lavrvario y alcanza su madurez sexual durante este
perfodo (neotenia), y es susceptible de sufrir metamorfosis; 1lo
que lo hace un animal de experimentacidn 1ddneo para el estudio
de la filogenia y de la biolog¥a del desarrollo de los péptidos
oploides, 1importante en la biologfa del desarrollo.




Capftulo I
LOS PEPTIDOS OPIOIDES
I.1 Generalidades
El opio y sus alcaloides se han utilizado en medicina, por
sus efectos analgésicos. Se sabe que desde el siglo tercero A.C.
esta droga ya proporcionaba al hombre sus potentes acclones

narcdticas, analgésicas y euforizantes.

La palabra opio proviene del griego que &ignifica jugoe o

exudado lechoso de la adormidera Somniferum papaverin .

En 1806, Friedriéh Serturner aisld un alcaleide del oplo
al que 1le 1llamd morfina {Por Morfeo dios del suefio entre los
griegos). En 1832, el qufmico francés Plerre~Jean Roblquet
aisld la codeina que es un alcaloide del grupo de los
fenantrenos que tiene efactos similares a la morfina. En 1848, se
ailsld la papaverina y a mediados del sigle XIX se empezaron a
utilizar en medicina los alcaloides puros (Enciclopedia

Britdnica, 1985).

Sin embargo las investigaciones que se hicieron scbre su
modo de accldén en el sistems nervioso central (SNC) fueron muy
diffciles debido & su complejidad, no fue sino hasta que se

utilizd el flecn aislado de cobayo, en que se pudo observar la



peristalsis provocada por incremento en la presidn intraluminal
la que podfa ser dinhibida por concentraciones de morfina
equivalente a una dosis terapeutica. Posteriormente, al observar
que solamente la forma levSgira de la mezela racémica de
alcalodides opiEce;s provocaban los efectos analgésicos; se
pensd que podrfan existir sitios de unidn esterxecespecificos
para los opidceos. {Goldstein y col., 1971). Fue hasta la
década de los afios setenta cuando se aportaron evidencias claras
del funcicnaniente de les oploides debido a la identificacion de
los receptores estereoespecificos a la morfina por medio de
ligandos sintéticos especIficos como la naloxona tritiada.
Estos trabajos fueron realizados simultineamente por Terenius en

Suiza y Snyder en Baltimore (1973).

Algunas observaciones hicieron pensar  que habia
substancias enddgenas que mimetizaban a los derivados del opio,
como son: a) el descubrimiento de los receptores a opldceos en el
fleon de cobayo y en el conducto deferente del ratén, b) que
hubiera receptores a opilfceos en las membranas de c&lulas
nerviosas en donde tienen efecto los opifdceos, ¢) que los efectos
de la morfina revertidos por la naloxona, que es un antagonista de
la morfina, d) que la estimulacidn el@ctrica, medianfe té&cnicas
electrofisiologicas, de la substancia gris periacueductal del
cerebro de Jla rata produjera analgesia. (Pert y Snyder, 1973;

Terenius L., 19733 Akil y col., 1976; Mayer y Liebeskind, 1974).

Martin, en 1967, propuso la existencia de estos

compuestos, y fue hasta 1975 en que Huphes, en experimentos



realizados con homogenados de cerebro de cerdo logrd purificar
una substancia que reproducfa los efectos de la morfina en las
preparaciones biolSgicas del conducto deferente del ratén y el
fleon del cobayo, con 1l1la d1inhibiclén de 1las contracciones
evocadas, este efecto era revertido por antagonistas de la morfina

como la naloxona.

En 1975 Hughes y col., dieron la gecuencia de aminodcidos
que conforman el oligopEptido que 1llamaron encefalina y que
consiste en dos pentapéptidos correspondientes a la
Metionina-encefalina (Met-e) y a la Leucina-encefalina (Leu-e),

cuya secuencila es:

NH2-Tir-Gli-Gli~-Fen-Met-COCH para la Met-e

NH2~Tir-Gli~Gli-Fen-Leu-COOH para la Leu-e

Goldstein y Col. (1975) aislaron un péptido de 1la
hiptfisis del bovine y del porcino que tenia los efectos de la
worfina., En 1976 se i1dentificd la estructura de este compuesto
el que fue llamado Beta-endorfina (BE), y corresponde al fragmento

61-91 de la B-Lipotrofina (BLPH), (Bradbury y col., 1976).

Guillemin y col. (1978) determinaron la estructura de la

alfa y gama endorfina, aisladas del extracto de hipotidlamo e

hipbfisis.

Estos hallazgos han sido corroborados por otros autores en

varias especies de vertebrados y hasta el momento se conocen



alrededor de 40 péptidos enddgenos que se unen a los mismos
receptores que el opio, que son agonistas de la morfina y que se
sintetizan endSgenamente. Estos se les conoce con ¢l nombre de

péptidos opioides , & diferencia de las substancias derivadas

del opilc y sus derivados sintéticos a los que se les llama

opidceos .

1.2 Blosintesls

Se ha establecido que los péptidos oploides
biplbgicamente activos son sintetizados a partir de grandes
moléculas precursoras, que se procesan durante su transporte
intracelular para dar lugar a la molécula activa, como es el caso
de las proteinas de exportacidn y los neuropéptidos (Steiner y
col., 1980 y 1984). Este proceso blosintético dincluye 1a
transcripecidn, traduccidn en los ribosomas del reticulo
endoplismico rugoso {RER), transferencia de la prohormona del RER
al aparato de Golgl de donde sale y se almacena en los grénulos
secretorios previo a su liberacidn por exocitosis. El
procesamiento postransduccional de la promol&cula ocurre durante
la mipracidén desde el RER hacia el exterior de la célula, con
pasos individuales de maduracidn (hidrdlisis, sulfataciﬁn;
glicogilacién, amidacidn, etc.), localizados dentro de
compartimientos intracelulares que contienen los sistemas
enzimdticos aproplados. Estos eventos originan a los productos
bloactivos y determinan el tipo de péptido que se va a producir,

dando como consecuencia su potencia, selectividad por el receptor,

y funcion (fig. 1),
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FIG, 1 Representacifn esquemdtica de algunos eventos celulares.

y etapas del procesamiento en la biosintesis de los
péptidos (tomada de Iversen, 1980).
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En el caso de las prohormonas y otras protelnas
precursoras (progastripa, prosomatostatina, proglucagon,
provasopresina etc.) los sitios de rompimiento mds frecuentes son
en los pares de aminodcidos bdsicos {Arg-Arg, Arg-lis, Lis-Lis).
Estes limitan a ambos lados a los péptides bioldgicamente
activos en la secuencia de la molécula precursora, sugliriendo la
participacién de enzimas del tipo de la tripsina. S5in embargo,
se ha observade que en algunos precursores estos rompimientos
proteoliticos no siempre se dan a nivel de pares de aminodcides
bisicos, ni en todos los sitios en donde existen aminofcidos
basicos hay rupturas. En el caso de 1la prooplomelanccortina
{POMC) se ha encontrado que la enzima o enzimas involucradas en su
procesamiento estiin en los grinulos de secrecidn y presentan
propiledades acil-tiol-arginil proteasa (Chang W. ¥ col., 1982).
También se identificd una enzima del tipo de la catepsina D que
rompe selectivamente a la BE hacia Gama-endorfina ({Graf L. ¥y

col., 1979).

La ruptura de la proencefalina a nivel de aminodcidos
bésicos se atribuye & una enzima de la familia de la kalicreIna
(Dores y col., 1984). La remocidn de los aminodcidos biasicos
en la regifn carboxilo terminal de los péptidos separados por la
endopeptidasa se adjudica a una carboxipeptidasa dependiente de

cobalto (Fricker L. y Snyder, [983}.

Los péptidos derivados de la prodinorfina se genmeran por

rompimientos a nivel de pares de aminoicidos bisicos, por lo que



se propone la participacién de enzimas semejantes a las
propuestas para la proencefalina (Fischli y col., 19B2; Goldstein
y col., 1971); 1la rimorfina (Kilpatrick y col., 1982) y 1la
dinorfina 1-8 (Mizuno y col., 1980) se liberan por rompimiento en
un solo residuo de Arg. En awbos casos se suglere 1la

participacién de una enzima del tipo de la tripsina.

I.3 Liberacidn

La 1liberacidn de estos péptidos ha sidec estudiada en
experimentos "in vitro" en rebanadas de diferentes regiones
cerebrales {(Iversen y col., 1978; BaySn y col.,1978; Osborne ¥
col., 1978 entre otros). Todos estos trabajos han mostrado que la
liberacién inducida por potasiec es un proceso dependiente de
calcio por lo que se asume que estogs neuropéptidos se comportan

como otros neurotransumisores del Sistema Nervioso Central (SNC).

1.4 Precursores

Desde 1982, gracias a la t@cnicas de DNA recombinante v a
la qufmica de proteinas, sabemos que todos los péptidos opioides
provienen de tres proteinas precursoras inactivas que son: la
proopilomelanocortina (Nakanishi y col., 1979) la Proencefalina A
(PEF) {Comb, y col., 1982; Gluber y col.,,1982; Noda y cel., 1982),
y la Prodinorfina o Proencefalina B (PDNF);(Kakidanl y col., 1982.
Estas tres proteinas con sus péptidos derivados (Fig. 2 y tabla
1) representan a los tres sistemas de péptidos opioldes, conocidos

y se distribuyen de manera diferente en el SNC (fig. 3).
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TABLA 1

FAMILIA DE PEPTIDOS OPIOIDES

B~Endorfina (ACTH) Proencefalina Prodinorfina
{porcina) (humana) (poreina)
B—Endorfina Met-Encefalina Alfa-Neo-Endorfina

Tri-Gl1-Gli-Phe-Met~
Thr-Ser-Glu-Lis-Ser-
Gln-Thr-Pro-Leu-
Val-Thr=Leu-Phe-Lis~
Asn-Ala-Ile=Val-Lis=
Asn-Ala-His-Lys-
Lis~Gli-Gln

Tir-Gli-Gli-Phe-Met

Leu-Encefalina

Tri-Gl4i-Gli-Phe-Lleu

Met—Encefalina-8

Tri-Gli~Gli-Phe-Met
Arg-Gli-Leu

Met-encefalina-Arg—Fhe

Tri-Gli-Gli-Phe-Leu-~
Arg-lis-Tri-Pro-1is

Beta-Nec-endorfina

Tri-Gly-Gli-Phe-Leu-~
Arg-Lis-Tir-Pro

Dinorfina A-(1-8)

Tri-Gli-G1i-Phe-Leu
Arg-Arg-Ile

Dinorfina A-(1-17)

Tri=-Gli-Gli-Phe-Met-
Arg-Phe '

Péptido E

Tri-Gli-Gli~Phe-Met-
Arg-Arg-Val-Gly-Arg-
Pro=Glu-Trp-Trp—~Met-
Asp~Tir-Gln-Lis-Arg-
Tir-Gli-Gli-Phe-Leu

Tri-Gl1-Gli~Phe~Leu
Arg-Arg-lle-Arg-Pro
Lis-Leu-Trp-Asp-
Asn-Gln

Dinorfina B~(1=13)

Tir-Gli~Gli-Phe-Leu-
Arg-Arg-Gln-Phe~Lig-
Val-Val-Thr

Principales péptidos opiloides que han sido

extraldos ¥ secuenciados de

tejido nervioso. Como se puede ver en esta tabla, cada uno de los péptidos
o de miAs mol&culas precursoras conocidas, 1la

oploides derivan de una,

Proopiomelanocorting
Proencefalina A,

1584.

precursor de
Prodinorfina, precursor de las dinorfinas.

de donde proviene

10

las encefalinas

“la B-Endorfina, 1a
y 1la Proencefalina B o
Modificado de Huda Akil y col.,



Segun su estructura y como se observa en la fig. 2, las
tres meléculas precursoras de péptidos opioides tienen varias
caraéteristiéas en comiin: a) pesc molecular muy parecido,
cercano a 30 000 dalt;ns, b) niimero de aminofcidos similar,
entre 209 y 267, c¢) las secuencias correspondientes a los
péptidos bioldgicamente activos-‘ dentro de la secuencia del
precursor estin limitadas en ambos extremos por pares de
aminodcidos basicos, y d) 1a regidn amino terminal es rica en
residuos de cisteina, no incluye aminoficides de reconocimiento
proteolftico tlpico y estd precedida per una secuencia seiial de

naturaleza hidrofobica.

Estas similitudes sugieren una relacidn evelutiva entre
las tres diferentes proteInas precursoras. Ellas representan una
familia de genes y productos de genes relacionados funcionaimente.
La significacidn bioldgica de los precursores de pultihormonas
puede ser la produccidn simultdnea de péptidos activos loa
cuales pueden actuar de una manera cootainada en respuesta a
alguna perturbacidn fisiloldgica. Es interesante sefialar que la
prodinorfina o proencefalina B contiene la secuencia de la Leu-e ¥y
carece de la secuencia de la Met-e. Este dato lo remarco va que

servird para la discusidn de los resultados de esta tesis.
I.5 Distribucidn

Los péptides derivados de la pro-oplomelanocortina (POMC)
se han encontrado en concentraclones eltas en la glandula

hipofisis (Bloom y col. 1977; Mendelson y eol., 1979); En el

11



cerebro, esto; péptidos se producen en el nlcleo basal medial
hipotalémico en les somas neuronales y en sus proyecciones que
estin en muchas dreas del SNC incluyendo al sistema 2Imblco, ¥

al tallo cerebral. El efecto postransduccional de los precursores
es diferente para la hipdfisis y para el cerebro: 1la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) y la Beta-lipotrofina (BLPH) son los
productos principales en la hipSfisis humana, en el cerebro es la
Alfa-melanocito estimulante y la BE (Watson y Akil H., 1980;
Zacarian y Smyth., 1982). La POMC es la iinica de los tres
precursores de los péptidos oploides que da origen a otros

péptidos que no tienen propledades oploides.

La proencefalina—~A contiene 7 zonas en donde &se encuentra
la secuencia de las encefalinas; 6 son para Met-e y 1 para Leu~e
{Gluber ¥ col., 1982; Comb y col., 1982). Este precurser se
aisld primerc de médules adrenal (Yang, 1980) y posteriormente de
otros tejidos como son SNC y tracto gastrointestinal, en el SNC
los derivados de 1la proencefalina-A estdn md3s ampliamente

distribuidos que 1a BE.

La prodinorfina contiepe la secuencia de la Leu~E en 1la
porcidn amino terminal (NH2); (Kakidani y col., 1979). Existen
evidencias de que en la poreidn nigro estriatal, la Leu=-e que
contienen lasg neuronas de esta reglidén proviene de la
Prodinorfina, (Zamir y éol., 1984). La inmunorreactividad a
dinorfinas se ha encontrade especialmente en el &rea
hipotal&mica principalmente en las neuronas que contienen

vasopresina en el niicleo wmagnocelular y que proyectan a la

12



neurohipdfisis (LN) (Watson y col., 1981; Weber y col., 1981).
Estudios de inmunocitoquimica con microscopfa electrénica
demuestran que en estas neuronas del nicleo magnocelular 1la
dinorfina !-8 que contienen, estd en las mismas vesfculas que la
vasopresina ¥y la vasopresina aspociada a neurofisina. La
inmunorreactividad a dinorfinas se ha encontrado tambi&n en tallo

cerebral, amfgdala y tracto gastrointestinal.

Los estudios inmunohistoquimicos de distribuecidn
anatSmica demuestran que los tres precursores de los pé&ptidos
oploides son expresades en distintas poblaciones neurconales en el
cerebro (Khachaturian y c¢ol.,1985). La POMC se expresa en
células diferentes a las que presentan inmunorreactividad a las
encefalinas (Bloom y col., 1978; Rossier y col., 1977 ). La
proencefalina A y la prodinorfina han sido wapeadas utilizando
antisueros dirigidos contra secuencias especificas para cada
precursor y se han encontrado algunas diferencias y similitudes en

su localizacion.

1.6 Receptores

El degcubrimiento de los receptores estereoespecificos a
la morfina precedid al aislamiento y caracterizacidn de las

endorfinas, que son sus ligandos endfgenos,

Muchos de los estudios recientes sobre los receptores a los
péptidos opioides han tratado de definir y caracterizar los

diferentes tipos de receptores., La existencia de clases separadas
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Figura 3 representacidn esquemdtica de la distribucidn
de los péptidos derivados de la pro—opiomelanocortina,
proencefalina y predinorfina en el Sistema Nervioso Central de la
rata, determinado por estudios inmunohistoguimicos.En estos tres
mapas parasagitales, los pericarios neuronales son dembstrados
como circulos sélidos vy las fibras terminales como lineas curvas
Yy puntos,

SImMEOLOS

AA: amigdala anterior, ABL: nkclec basolateral de la amigdala,
AC: comisura anterior, ACB: nliclec acumbens, ACE: nldclec central
de la amigdala, ACO: nicleo cortical de la amigdala, AD: Nuicleo
anterodorsal del tdlamo, ALs lobulo anterior de 1la pituitaria,
AM: nlicleo anteromedial del tdlamo, AMB: nlicleo ambiguo, AME:
ndcleo medial de la amigdala, ADN:nicleo ofatorio anterior, ARC:
nticleo arcuato, AV: ndcleo anteroventral del tdlamo, BST: nficleos
basales de la stria terminalis, CC: cuerpo calleoso, CGX: corteza
del cingulo, CM: nucleo centro-medial del t&lamo, COCH: complejo
nuclear coclear, CPU: caudo-putamen, €ST: tracto corticoespinal,
DH: dorsal de la médula espinal, DG: girus dentado, DM: nudcleo
dorsomedial del hipotdlamo, DNV: ndcleo motor dorsal del wvago,
DNT: nGcleo tegmental dorsal, ENT: corteza entorrinal, FM: nlcleo
fatigal del cerebelo, FRX: corteza frontal, 6GL: capa glomerular
del bulbo olfatorio, GP: globo palido, HM: nidcleo habenular
medial, HWPLC: hipocampo, ICt coliculo inferior, IL: ldbule
intermedio de la pituitaria, IP: complejo nuclear
interpeduncular, LE: nidcleo del locus cneruleusl LG: nicleo
geniculado lateral, LHAt drea hipotdlamica lateral, LRN: nidcleo
reticular lateral, MF; fibras musgosas del hipocampo, HMHFN:
ndcleos faciales motores, MG: nacleo geniculado medial, ML
lemnisco medio, MM: nldclens mamilares mediales, MNT: nacleos
mesencefdlicos del trigéemino, MVYN: nicleo vestibular medial, NCU:
ntcleo cuneatus, NCX: neocorteza, NDB: nicleo de la banda
diaganal, NL: 1ldébulo neural de la pituitaria, NRGC: ndclen
reticularis giganto celularis, NRPG: nfcleo reticularis
paragigantocelularis, NTS: nldcleo del tracto solitario, oCcx:
corteza occipital, OT: tracto dptico, OTU: tubérculo olfatorie,
PAG: gris periacueductal, PAX: corterza periamigdaloide, PBN:
nlicleo parabraquial, PC: comisura posterior, PIR: corte:za
piriforme, PN: puente, PDA:4drea predptica, PP: ruta perforante,
PV: ntcleo periventricular del tdlamo, PVN(M): ntcleo
paraventricular {(pars magnocelularis), FPVYN (P) ndcleo
paraventricular {(pars parvocelularis), RD: nucleo rafé& dorsalis,
RE: nlcleo reuniens del tdlamo, RF: formacidn reticular, RM:
ndcleo magno del rafé, RME: ntclec mediano del rafé, SC:
coliculus superior, SCP: pedunculus cerebelar superior, SM:
estria medularis del tAlamo, SNC: sustancia negra, SMR: sustancia

negra pars reticulata), SNT: nicleo sensorial del trigémino.

(principal), SDON: nliclec supradptico, SPT: niclec septal, STN;
ntcleo espinal del trigémino, SUB: subiculum, VM: nhcleo
ventromedial del hipotdlamo, VP: palido wventral, Z1: zona
incerta. Tomado de Khachaturian y cal., (1985).
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de receptores fue propuesth primero por ﬁartin y col. (1976), con
base 8 las diferentes respuestas figloldégicas obtenidas al probar
diversos tipos de opiﬁceqs con la preparacidn de perro espinal
cronico. Ellos propusieron tres tipos de receptores mu yn para
los compuestos como la morfina, kappa (X) para las drogas como la
cetociclazocina ¥ sigma (<) para las drogas come 1la
N-alilnormetazocina. Ademds de estos tipos de  receptores
Kosterlitz y col. (1979) dieron evidencias sobre un cuarto tipo

de receptor al que dencminaron delta (J}.

Los resultados de los experimentos farmacolfgicos fueron
corroborados en ensayos de unlin a receptor y los estudios de
autorradiocgraffa demostraron que los receptores mu, delta y kappa
son digtintos sitios de unién, que se encuentran ampliamente
distribuidos en el SNC de diferentes especies animales. (Chang y
col., 1979; Pert y col., 1975; Bonnet y col., 198l;Lewls y col.,
1982; Rinkovice y col,, 1981). Estos estudios y los de
desplazamiento competitivo son de gran importancia para establecer
la especificidad funcional de cada tipo de receptor. Graclas a
esto, se han podido desarrollar drogas selectivas para cada 'uno de
ellos por ejemplo, drogas que causen analgesia, perc no depresidn
respiratoria. Una de las clasificaciones propuestas estd en la

tabla 2 (Martin W.R., 1983),
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TABLA 11

TIPOS DE RECEPTORES PROPUESTOS

Tipo de Receptor Caracterfsticas Péptido Tejido
Farmacolbgicas Agonista
Agonistas
Mu Morfina ? Coneiiilo de Indias
Delta = —sem— Encefalinas Conducto deferente
de ratén
Kappa Cetociclazocina Dinorfina Conducto deferente
de conejo
Sigma n-Alilmetazocina T mmme-
Penciclidina
Epsilon 0 6—=—we Beta-Endorfina Conducto deferente
de rata

Modificada de Copolov {1985).

El receptor clisico para la morfina es el mu y es
antagonizado por la nalexona, (Chang y Cuatrecasas P., 1979). Se
han identificado 2 tipos de receptores mu; mu 1l de alta afinidad
que se une a morfina y a los oploldes, y mu 2 de baja afinidad que

se une principalmente a la morfina (Pasternak G.W., 1982).

Las encefalinas muestran una afinidad preferencial por los
receptores delta (Lord y col., 1977); estos recepteres no han sido
estudiados de manera sistemdtica en el animal fntegre. Sin
enbargo, &e sabe que juegan un papel Importante en la depresidn
respiratoria (Freye E. y col., 1982) y parecen no mediar la

anhalgesia.

Los receptores kappa se han postulado para las drogas del

tipo de la ketazocina, su accidn analgésica es pobre y disminuye

16
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o suprime el sfndrome de abstinencia (Martin W.E. y col., 1976).
Cuando el péEptido crece en longitud hacia el carboxilo
(COOH)-terminal de la Leu-e se va perdiendo la selectividad a los
receptores delta y se va incrementando la selectividad a los kappa
{Paterson ¥ col., 1983); asI la dinorfina, la alfa y

beta-neoendorfina son agonistas kappa.

Los receptores menos conocidos son les sigma; sin embargo,
son los que tienen mis interés para la psiquiatrfa clInica ya
que las drogas agonistas sigma tienen potentes efectos

psicomimécicos.

La existencia de los receptores épsilen han sido
propuestes para la BE, en contraste con los ligandos clé@sicos mu
¥ delta que tienen una alta potencia en el conducto deferente de

la rata.

La lista de los subtipos de receptores putativos para los
opioides es cada vez mids grande. Esto puede sugerir 1la
existencla de un selo tipe de receptor, que tenga diferente
afinidad para varios ligandos (Lee 'y Smith, 1980} dependiendo de
los factores variables que existen entre los diferentes tejidos ¥y

entre las especies.

Las Investipaciones para los receptores a péptidos
oploides deben incluir el desarrollo de antagonistas especificos
¥ la necesidad de conocer la base de la heterogeneidad de los

receptores y la relacidn entre los ligandos enddgenos y las
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formas diferentes del receptor.

Se ha visto que hay una correlacidn alta entre las
densidades a los receptores oploides en diferentes regiones del
cerebro y la médula espinal de mamiferos y 1la densidad de
péptidos oploides contenidos en somas y fibras neuronales en las
mismas rtegiones. Sin embargo, hay regiones en donde la
correlacidn entre ellos es aparentemente baja. Para hacer clara
esta discrepancia se requiere de anticuerpos especificos para
péptidos opioides ¥ sus precursores asi como de
autorradiografia de alta resolucidn para poner en evidencia las
diferentes clases de receptores, y la distribucidn de las enzimas

responsables de la degradacidn de estos péptidos (fig., 3 y 4).

En la tabla III, se presenta una comparacidén de las
densidades relativas de POMC,- pro—encefalina y prodinorfina en
varlas regiones del SNC. Esta tabla da una  1indicacidn
cualitativa de los lugares donde hay wuna buena interaccidn
péptido-receptor, asf como de los sitios donde esta interaccidn

no se da. (Medificada de Mansour y col., 1988).
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Figura 4 representacidn esquemdtica de receptaores
opioides mu, delta y kappa en el cerebro de la rata, determinado
par técnicas de autoradiografia de receptor. Para facilitar la
descripecidn de estas distribuciones, las densidades, del receptor
fueron coloreadas de acuerdo al siguiente cddigo, comn rojo= muy
denso (++++), naranja=denso (+++}, verde=moderado (++), b4
azul=ligero (+). Estos términos no son cuantitativos y sdleo dan
una medida relativa de la distribucidén de un receptor.

SIMBOLOS

ABL, nicleoc amigdalino basolateral; AL, comisura anterior;ACB,
nicleo acumbens; ACE, nicleo central amigdalinojADl, tdlamo
anterodorsalj;AL, 1lébulo anterior de 1la pituitaria; AME;nGcleo
amigdalino wmedioj; AON, nlcleo olfatorio anteriory ARC, nldcleo
arcuato, del hipotilamo; BST, ndcleos basales de la stria
terminalis; cc, cuetrpo calloso; ce, canal central; €L, tdlamo
centrolateral; €M, talamo centromedial; CPU, caudo putamen; CRB,
cerebelo; DG, girus dentado; DM, hueso de la espina dorsal; DMH,
hipot4lamo dorsomedialy DPRG, materia grisits,colicule superiorg
FCX, corteza frontal; ICa, islotes de calleja; IGR, capa granular
intermedia, bulbo olfatorio; IL, 1dbulo intermedio; IMD, tdlamo
intermedio dorsal; ING, capa gris intermedia, coliculo
superior, IP, nticleo interpeduncular; IPL, capa plexifarme
intermedia, bulbo olfatorio; LC, locus coeruleosg LD, talamo
laterodorsal; LHA, &rea hipotalédmica lateral; LP, t4lamo latero
posterior; LRN, ntcleo reticular lateraly LS, septum lateral; MDD,
tdlamo dorsomedial; ME, eminencia media; MG, geniculado medialg
ML, lemnisco medio; MM, ntcleos mamilares mediales, MS, septum
medial; NV, Nicleo vestibular medial; NDB, nicleo de 1la banda
diagonals; NL, Ldébulo neural de la pituitaria;y NRGC, nticleo
reticularis giganto celularis; NTS, nacleo del tracto solitario;
OB, bulbo olfatorio; OT, tracto dgptico; 0TV, tubérculo olfatorio;
PVN, nidcleo parabraquial; PC, comisura posterior, PCX, corteza
parietal; PN, puente; POA, drea predptica; PrS, presubiculum; PV,
tdlamo paraventricular; PVN, hipotilamo paraventricular; RD, rafé
dorsal; RE, ndcleo reuniens del t&£lamo, RM, nGcleo magno del
rafé; RME, ndcleo mediano del rafé; SC, coliculo superior;scp,
pedinculo cerebelar superior; S6, sustancia gelatinosa; SNC,
sustancia negra campactada; SNR, sustancia negra reticuladaj; STN,
nicleo sensorial del trigémino; SON. nitcleo supradptico; STCX
corteza estriada; SNT, nicleo espinal del trigémino; SUG, capa
gris superficial, colfculo superior; TCX, corteza temporal; VH,
ventral, mé&dula espinal; VL, t&lamo ventrolateralj VM, t&lamo
ventromedials VMH, hipotdlamo ventromedialy VP, palide entralj;
VPL, t&lamo ventroposterolateral; y ZI, zona incerta.

Tomada de Mansour y col. (1988B).
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TABLA 111
Distribucidn de Receptores y Péptidos Oploides en el
Cerebro de la Rata.
Reglon del SNC Receptores Péptidas
u delta kappa POMC Pro-enc  Pro—-din

g

1. Telencé&falo

Neocorteza

Frontal

Piriforme

Entorrinal

Anfgdala (nicleos)

Central

Medial

Lateral

Formacidn Hipocampal

Hipocampo

Giro Dentado

Tubérculo Olfatorio

Nicleo Accumbens

Cuerpo Estriado

Globo Pilido

Septo Medial

N.Bas. Estria Terminal

Area Predptica

I11. Diencéfalo

Hipotdlamo (nicleos)

Suprabptico

Paraventricular

Arcuato

Ventromedial

Dorsomedial

Area Hipotalidmica Lat.

Tdlamo (niicleos)

Periventricular

Central-Medial

Reuniens

Hab&nula Medial

111. Mesencéfalo

Niicleo Interpeduncular (central)

Substancia Negra

Perte Compacta +H

Parte Reticulada ++

Area Ventral Tegmental -+

Sub. Grls Periacueductal +

(ventral-rostral)}

Coliculos Sup., e Inf. R R

Nicleo Rafé& Dorsal ++

IV. Puente/Médula (ndcleos)

Parabraguial ++
++
+

SEAEEAE I SAE:
i $ + + { $ $ + + 1 I i i I +
11300700 13 °o°
SEIEIEE LR LE
Prefririy LA S

+++0 cot+ocoo +¢++£i$+i $i° 111

t11) T3t
Tp
SEHIR S ES

% o ++o0o00C

;
ceet iy

oQ4 0

o+

Rafé& Magno

Reticular Gigantocel.

Tracto Solitario {(caudal)}+ii+
Reticular Lateral +
Espinal del Trigémino +++
V. M&dula Espinal

Substancia Gelatinosa +H +

IEFTI0E I LI 2
SRS ST SRS I S
$ $+$+ii + + i+$+

t ¢+$++¢ 11 frte

HH=muy denso; +HH=denso; ++=moderado; +=bajo; O=no detectable
(Modificada de Mansour y col., 1988)
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1.7 Fisiologla

Actualmente se tisnen bastantes evidenclias de que los
péptidos opiloides actilan como substancias neurotransmisoras o
neuromoduladoras ya que cumplen con las sigulentes

caracterYsticas:
a) Se sintetizan en las neuronas,

b) Se encuentran en terminales sindpticas dentro de vesfculas o
granules de secrecidn,

c) Se liberan por despolarizacidn elfctrica ¥ ton altas
concentraciones de potasio, Su liberacidn es calcio-dependiente
y estd asociada a grinulos de secrecidn.

d) Al ser aplicados exdgenamente producen efectos similares a
los provocados por los péptidos opicides endSgenos.

e) Una vez que ejercen su accién se ha  observado su
inactivacifn por peptidasas gque los hidrolizan.

Egteos criterios son los que han sido propuestos para
identificar a cualquier substancia que se considere como

neurotransmiscra,

Desde su descubrimiento las encefalinas y las endorfinas,
que son péptidos endbgenos con propledades psarecidas a la
morfina, han sido examinadas por sus cualidades anailgésicas. B8in
embhargo, gracias a las numercosas Investigaciones realizadas desde
la década pasada se ha establecido la participacidn de estos
péptides en muchas otras funciones, cowme en los procesos de
modulaeifn de la informacibn sensorial, en la fisipatolegfa del
estTfs, en la vegulacidn de los sistemas cardio-vascular,
respiratorio, gastro~intestinal, renal y
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neuroendderino, en la termorregulacidn, en la regulacidn de la

ingesta de alimentos e hidratacién, en la regulacién de
funciones como la conducta sexual, la leocomocidn, el crecimiento,
memoria y aprendizaje, ¥y ;u participacibn en desdrdenes mentales
y neuroldgicos como la esquizofrenia, y la epileptogénesis. De
manera reclente se les ha relacionado tambiEn con el sistema
inmunoldgico ¥ el desarrollo del céncer. (ver revisidn de

Olson y col. 1988).

1.8 Los __ péptidos opioides ¥ su__ relacidn _ con la

neurcendocrinologia

Existen evidencias de una modulacidn opioidérgica en 1la
secrecidn de hormonas hipofisiarias en el hombre y en vertebrados
inferiores. Se ha visto que en el hombre, estos péptidos juegan
un papel dIimportante con respecto a la liberacidn de

gonadotropinas, ACTH y vasopresina.

El control opioldérgico sobre las pgonadotropinas en el
hombre es posiblemente de caracter inhibitorio. . Esto es
consistent e con el hecho de que las mujerés con adiccidén al opio
presentan amenorrea (Gailden y col., 1964). Con agonistas vy
antagonistas oploldes se han wvisto efectos sobre la hormona
luteinizante (LH), y 1la folfculo estimulante (FSH). Estos
efectos son mds mnotables scbre la LH y su magnitud varia
dependiendo de la fase wmenstrual, dosis bajas de mnaloxona

incrementan su concentracion (Ropert y col., 1981;
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Ellingboe y col., 1982), y tienen su miximo efecto en la mitad de
la fase lutefnica {(Ovigley y Yen, 1980, Blankstein y col., 1981}
y su efecto minimo en el inicio de la fase folicular. Se ha
sugerido que el control opicidérgico sobre la LH es mediade por
la modulacidn de la hormona 1liberadora de gonadotropina
hipotaldmica, (GnRH), ya que la naloxona no induce la liberacidn
de la LH, cuando existe dafio hipotaldmico (Blankstein y col.,
1981), Alguncs estudios hechos en rata han pestulado que la
secrecidn de la GnRH es mediada por la Interaccidn de mneuronas
oploidérgicas y catecolaminérgicas, (Kalra S.P. y Kalra PS.,
1984). También ha sido reportado gque la naloxona previene la
elevacidn de la prolactinz asociada con el éjercicio vigoroso.
Adem3s los niveles de BE en el plasma se elevan con el ejercicio
{Colt y col., 1981); ésto sugiere que la amenorrea de las atletas
ge debe a un efecto del incremento tdnico de los oploides sobre

la funcidn hipotalimica.

La accitn de los péptidos endSgenos sobre la liberacidn
de la ACTH parece estar mediada a través del hipotdlamo y de
otras A&dreas cerebrales, ya que los oploides no glteran la
liberacitn de 1la ACTH de la hipdfisis cuando gse aplican

directamente (Buckingham y Cooper, 1984).

Algunas disfunciones en el eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenales alteran la sensibilidad a los
oploides, como la enfermedad de Addison que se asocia a un
incremento en la supresidén de la ACTH en respuesta a la

aplicacidn de andlogos de las encefalinas (Allolic ¥y col.,
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1982), En la enfermedad de Cushing y en el sindrome de Nelson,
el efecto inhibitorio de 1los agonistas oplolides sobre 1la
liberacidn de ACTH presenta una resistencia variable (Galllard y

col., 1981).

La coexlstencia de la dinorfina y la vasopresina en 1las
vesIculas neurosecretorias de las neuronas magnocelulares ha heche
de inter&s el estudio de las posibles funciones de los péptidos

derivados de la dinorfina en las funciones neurohipofisiarias.

Los agonistas kappa producen diuresis en los animales con
hidratacidn normal {Leander, 1983, 5lizgi y col., 1982), Este
efecto se debe preobablemente a la inhibicidn de la liberacidn de
la vasopresina en la neurohip6fisis {Iversen L.L. y col., 1980,
Grossman y col., 1980). La especificidad de la dinorfina por los
receptores kappa, ademis - de la colocalizacddn = de la
dinorfina-vasopresina ha planteado el concepto de que hay
autorreceptores kappa sobre las neuronas magnocelulares {(Leander,
1983). Esto se ha propuesto ya que los péptidos derivados de la
dinorfina al ser co-liberados con la vasopresina ocupan estos
autorreceptores y provocan un efecto inhibitordio sobre la
liberacidn posterior de wvasopresina por 1la ecglula (Martin y
Voigt, 1981). Lightman y col. (1983) han demostrado un aspecto
de esta hipétesis ya que han encontrado. que en la neurchipdfisis
existen este tipo de receptores que podfan estar en los
pituicites gliales 1liberadores, as¥ como sobre terminales

neurosecretoras, por lo que el efecto de los oploides sobre la
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liberacién de la vasopresina dependerfa de la interaccidn axdn

pituicito.

Se ha propuesto tambfen que la liberacién de la hormona
de crecimiento es estimulada por la administracidn de BE y
morfina (Rivier y col., 1977; Bruni y col., 1977; Chihara y col.,
1978). La 1liberaci®n de TSH es inhibida por la Met-e en ratas.
Sin embargo el estudio de 1los efectos de los oploides en el
sistema neurcendderino ha side diffcil de evaluar; los
resultados mds consistentes son los obtenidos sobre las hormonas
del  1&bulo anterior como la hormona de crecimiento y 1la
prelactina, hecho en el que muchos investigadores estén de
acuerdo ya que la BE es eficiente como factor Iiberador de ambas

hormonas a nivel hipotalamico.

Por otra parte la presencia de péptidos opioides en
hipotilamo, hipafisis, sistema l1Imbico, sistema nervioso
autdnomo y m&dula adrenal sugieren que estos péptidos estén
involucrados en los proceses y respuestas fisioldgicas del

estrds.

26



CapItule 1II

LOS PEPTIDOS OPIOIDES EN LA ESCALA FILOGENETICA

I1.1 Generalidades

Los péptidos opioides y sus receptores se han encontrado
noe s8lo en los mamiferos, sino tambi&n en muchos otros
organismos a lo largo de la escala filogenética, desde organismos
unicelulares {(Leroith y col., 1982), pasando por i1invertebrados,
protocordados, y vertebrados hasta el hombre. {(Gustafsson y cel.,
1986; Leung y Stefano, 19B4; Cone y col., 19833 Takahashi y col.,
1984 ; Pestarino M., 1985; Baydn y col., 1980; Brauth S., 1984;

entre otros).

Los primeros estudios sugirieron que los péptios opiloides
Yy Bus receptores se encontraban (nicamente en los mamiferos
{(Pert y col., 1974), 3Sin embargo estudios posteriores hicieron
evidente que estos péptidos tenfan una amplia distribucidn
filogenética. Los péptidos opioides se han identificade con
estudios  inmunohistoquimicos, aisladoes, ¥ secuenciados en
diférentes especies de invertebrados ¥y vertebrados ( Gustafsson vy

col,, 1986; Leunpg y col., 1984; Santoro y col., 1985; Ledn y
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col,,1988).

Los resultados de investigaciones sobre el comportamiento,
la fisiclogfa y 1la farmacologia en moluscos muestran que los
péptidos oploides endSgenos asI como los antagonistas y
agonistas exdgenos semejan las acciones de los opioides
encontrados en los mamiferos, (Josefsson y Johansson, 1979;

Kavaliers y Hirst., 1986; Kavaliers y col., 1985).

Por los estudios de union esterecespeciIfica de alta
afinidad para 1ligandos opiloides con propiedades similares a las
del tejide nervioso se ha encontrade que éstos est@n presentas
en vertebrados inferiores, moluscos y otras especles de
invertebrados (Stefano y col., 1980; Stefano y col,, 1982). Estas
observaciones implican que hubo un desarrollo evolutivo temprano y
una continuidad filogen&tica de los péptidos oploides y sus
receptores. Ademds por estudiocs recientes de Zipser y col,
{1985) efectuados por cruzamiento wmolecular, sugleren que los
receptores opliceos han permanecido estables a través de la

escala evolutiva,

11.2 Péptidos oploides en anfibios

Como se describid en el 1nciso anterior, los péptidos
oploides y sus receptores se encuentran en organismos en todos los
niveles de la escala filogen&tica, sin embargo es hasta los

anfiblos en que existen evidencias de que lag proteinas
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precursoras de los péptidos oploides son estructuralmente

homblogas a las de los mamiferos (Martems y col., 1985).

Martens y col. en 1984 en la rana Xenopus laevis

examinaron por medio de técnicas de biologfa molecular el gene
que codifica la proencefealina, encontrande que la estructura
primaria de los prineipales exones de los genes de la
proencefalina codifican 7 secuencias de Met-e, pero ninguna
secuencia de Leu-e, Las posiciones de la Metwe dentro de la
secuencia de la p}o-encefalina son las mismas que en la secuencia
de 1la pro-encefalina de mamiferos, pero el lupar que le
corresponderfa a la Leu-e estd ocupado por una copla de Met-e.

Por lo tanto en la pro-encefalina del Xenopus laevis no estd

contenida la secuencia de la Leu-e.

La presencia de POMC y sus derivados se han encontrado en
el 16bulo neurointermedio de la hipdfisis de la rana Xenopus

laevis y la Rana rudibunda (Vaudry y col., 1984). Leboulenger

y col. en 1986 demostraron la presencia de encefalinas en los
grinelos cromafines de 1la  rana. Con la técnica de

cromatograffa de filtracidn en gel sobre extractos &Acidos de -

cerebro de Buffo wmarinus se encontraron Met-e, Leu~e, ¥
heptapéptido 1libres, La presencia del heptapéptido es una
evidencia de que existe la pro-encefalina en los anfibilos. La

dinorfina (1-13) esta presente en 1a hipéfisis, cerebro y

médula espinal del sapo Buffo marinus (Kilpatrick y col.,
1983).
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Los receptores opificeos también se han encontrado en el
SNC de los anfibios (Buatti y PasternaK, 1981; Ruegg y ceol., 1981;
Simon y col., 1984 y 1985), en donde se ha demostrado que existen
sitios de unidn tipo mu, delta, y Kappa. Recientemente, Deviche
y Moore (1989) caracterizaron y describieron la distribucidn de
estos tres tipos de receptores en la hip&fisis y cerebre decl

anfibio urodelo Taricha prenulosa encontrando muchas similitudes

con los mamiferos y otros vertebrados.

11.3 Distribucidn de los Péptidos Opioides en la Glindula

HipGfisis.

Se ha reportado la existencia f las posibles funciones de
los péptidos opioldes en diferentes especies (Bently y Wallis.,
1986; Bloom y col., 1977; Rossier y col., 1979) se ha observado
que su distribucidn en los diferentes 10bulos hipofisiarios
varia en especies distintas y taombi&n durante el desarrollo.
Las encefalinas y 1las dinorfinas se encuentran en el 18bulo
neural, tanto en aves como en mamiferos (Cone y Goldstein, 1982;
Goldstein y Ghazorossian., 1980; Baydn y col., 1980). 1Lla
dinorfina y la BE se han localizado en el 1ébulo intermedic {(Cone
y Goldstein.,, 1982; Goldstein ¥y Ghazorossian, 1580; Frata y

col.,1979; Rossier y col., 1877; Bayén y col., 1980).

Sin embargo, existe cierta controversia en la existencia de
la dinorfina en el 1&8bule anterior de la hip5fisis. AsY,

Schwenk y col. {1989) reportan altas concentraciones de este
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péptido en el 16bulo anterior de la rata; sin embargo, Goldstein
y col. (1980) reportan muy pequefias cantidades de dinorfina en el
16bulo anterior de este animal y no existe en el del  Buffo

marinug (Cone y Goldstein., 1972).

El @inico reporte de la existencia de encefalinas en 1la
meta—-adenohip6fisis, que corresponde al 1l8bulo intermedio en los

mamiferos, es el de Dore y col, (1984) en la lamprea.

Recientemente Assal y <col. (1988), con técnicas de
radio-inmuno-andlisis (RIA), demostraron que en el Ambystoma
mexicanum el contenide de encefalinas en la hipifisis total es
mucho mayor que la contenida en el telencéfalo de la rata y con
una proporcion de 2.2 de Met—-encefalina por 1 de Leu-encefalina
(pmol por g de tejido), la proporcidn es diferente para lo
encontrado en mamiferos que es de 4 Met-encefalinas por 1

Leu-encefalina.

31



Capfitulo III

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS GENERALES DEL AXOLOTL

Clasificacidn Taxondmica:

Relino Animal

Phylum Chordata

Subphylum Vertebrata
Superclase Tetrapoda

Clase Anfibia

Orden Urodela {Caudata)
Suborden Ambystomoidea
Egpecie Ambystoma mexicanum

( Siredon mexicanum )}

(Weichert C. y Presch ¥W.,, 1981)

Durante la evelucidn de los vertebrados es en la clase de
log anfibios donde se encuentra la etapa de transicidn entre la
respiracidén por medio de branquias en el agua a la resplracidn
pulmonar, ¥ el desplazamiento mediante la natacidn hacia la
lecomocicn.

Loes anfibios son organismos que durante su vida larvaria
son acuidticos y durante su vida adulta son terrestres. Este
cambio de medio ambiente estd asociado a cambios morfol&gicos y
fisioldgicos importantes que permiten al animal adaptarse a
medios tan diferentes. El axolotl es un anfibio neoténico, esto
quiere decir que no sufre metamorfosis a menos que exista un
cambio en las condiclones amblentales o que se induzea
‘experimentalmente, por ejemplo mediante la administracidn de

triyodotironina lo que desencadena una serile de eventos
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metabdlicos qQue producen la transformacifn. El axoletl ademis
llega a la madurez sexual en estado larvario y se reproduce

conservando su morfologfa de larva (Smith M. y Smith B,, 1971).

Existen diferentes subespecies o© razas de Ambystoma
mexjicanum ; sin embargo, la mas conocida es la del axclotl

obscuro del Lago de Xochimilco y la del Ambystoma tipgrinum que se

encuentra en los Estados Unidos, Surceste de Canadi, en la ciludad

de Puebla y Michoacan.

El1 nombre verniculo del Ambystoma mexicanum es Axolotl,

de origen azteca y significa monstruo o agave de doble tallo. Se
relaciona con el contexto de lo '"feo", en relacidn al mito del
Dice Xolotl gque se supone adoptaba formas feas y precedia el

nacimiento de gemelos y monstruos (Smith M, y Smith B., 1971).

El cuerpo de la larva estd formade éor cabeza, tronco ¥y
cola. Anatdmicamente se parece mucho a su forma adulta,r con las
branquias en la parte lateral y posterdlor de la cabeza y presenta
dos pares de extremidades débiles en el tronco (fig. 5). En el
estade adulto se conoce como salamandra y pierde 1las branquias,
sus extremidades se adaptan para la locomoci@n y desaparece la
aleta dorsal.

El género Ambystoma es dintermedio entre las especies

de Urodelos y Anuros de la clase de los anfibilos. Se parece a

los peces, pero su cerebro estd organizado en un plano mayor, lo
cual hace posible su comparacidn con los reptiles y mamiferos.

Desde los estudios de Herrick, (1948) se sabe que el SNC contiene
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FIGURA 5. Aspecto general del axolotl Ambystoma mexicanum .
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FIGURA 6. Fotomontaje de un corte parasagital de 10 _um. de
espesor del cerebro e hipdfisis del axeclotl (arriba) donde se
muestran las diferentes estructuras cerebrales (Nissl). Esquema
de la hipdfisis en donde se muestran sus diferentes 1lSbulos
{abajo)}.

ya representadas las partes del  SNC de los  vertebrados
"superiores" como son: telenc&falo;en donde sobresale el tamafio
de los ventriculos; el diencéfalo, el cual se divide en :
tilamo hipotd#lamo y epitdlamo; el mesenc&falo con coliculos
superior e inferior y la divisidn de tectum y tegmentum, y el

rombencéfalo (fig. 6).

La hipdfisis del axolotl estd situada por debajo de 1la
parte ventral del mesencé&falo, mide de difmetro antero-posterior
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de 2.3 a 2.7 mm y de didmetro lateral de 2 a 2.5 mm; estd
formada por 3 18bulos: el 18bulo posterior o neurohipdfisis
(LN), el 18bulo anterior o adenohipdfisis (LA) y el 1gbulo

intermedio (LI).

El 18bulo ncrvigso se divide en tres regiones: 1la mnés
rostral es 1la eminencia media, que forma parte de la pared del
hipotdlame y estd en aposicién con la adenchipéfisis ¥y
conectada con ella por medio de los vasos portales. La eminencia
media se continua con la neurohipdfisis, formada por pituicitos y
terminaciones nerviosas provenientes del hipotidlamo,
principalmente del niicleo predptico en donde &e origina el
tracto hipofisial, pasa per la eminencia media y ilega al 138bulo
nervioso en donde forma un neurcpile denso, menos abundante en el
15bulo intermedio y algunas de estas fibras p%netran al 1&bule
anterior, terminando en pequenos bulbos gue descansan sobre las
c&lulas glandulares. El 16bulo nervioso es una heja bastante
delgada de epitelio invaginado que forma la pared posterior dorsal
del amplio infundfbulo, este epitelio forma cordenes irregulares
y en el eje de cada uno de ellos hay un asa capilar. Este tracto
hipot&lamico hipofisiaric sirve para el control nervioso de 1a
actividad endScrina. El 18bulo  intermedio estd bien
diferenciado y el 16bulo anterior en el caso del axolotl es la
porciﬁnl mis caudal. Estd formado por cordones de células

glandulares dispuestas entre los espacios vasculares (fig. 6).
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OBJETIVOS

El objetive de esta tesis es buscar la exdstencia de
péptidos opiloides en un organismo anfibio neoténicq que permita
estudiar la filogénia y ontogénia de los péptidos opicdides
como: la Leu-encefalina, Beta-endorfina, Met-encefalina y
dinorfina {1-8), asf como las caracterIsticas morfoldgicas de
las c&lulas que los contienen y su distribucidn anatSmica en el

tejido hipofisiario.

La especie que cumple con estas caracteristicas es el

axolotl  Ambystoma mexicanum , en las que se realizaron los

experimentos de esta tesis que a continuacidn detallaremos.
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Capftulo IV
MATERIAL Y METODO

Los axolotls fueron capturados en el lago de Xochimilce en
México, D.F. y mantenidos en un acuarioc abilerto c¢on una
temperatura de 18 a 20 ®fcon un ciclo artificial de 10 horas luz y
14 horas obscuridad, con una alimentacidn a base de peces vivos,

polvo de mosco ¥y pedazos de hipado de pollo.

Se utilizaron 30 animales, machos y hembras, de entre 80 y
120 g. de peso y de 18 a 20 ¢m de longitud. Se anesteslaron por
inhalacidn de gter etflico por 10 a 15 wminutos ¥y se
perfundieron por via intra-cardfaca, primero con una solucidn
amortiguadora de fosfatos salina (PBS) 0.1 M pH 7.4,
aproximadamente 250 ml, y luego se colocaron en una solucidn
fijadora de paraformaldehido al 4% en PBES 0.1 M pH 7.4 500 ml. La
diseccidn del cerebro y la hipdfisis se llevd a cabo por la
parte dorsal de la cabeza. Se separd la piel y tejido celular
subcutdneo, se removid el cartflago que forma el craneo, se
cortaron los nervioe craneanos y se extrajo el cerebro y la
hipdfisis unidos. Se postfijaron por 3 horas en la misma
solucibn fijadora despufs de la cual las piezas se equilibrarén
en sacarosa al 12%, 16% y 18% (Bayon y col, 1980);‘

posteriormente se incluyercon en "tissue tek" (medio de inclusidn
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hidrosoluble, Laboratorios Miles) y se congelaron rdpidamente a
-20 °C. Se efectuaron cortes parasagitales de 10 pm de espesor del
cerebro y la hipdfisis con el cribstato s una temperatura de -16

a -18 °C, e montaron directamente en portacbjetos previamente

preparados con gelatina-cromoalidmina,

Se montaron de la siguiente wmanera se numerarcn los
portaobjetos entre 20 y 24 y cada corte se montd en diferente
portacbjetos, el primero en el portacbjetos nilmero 1, el segundo
en el 2 y asl sucesivamente hasta llegar al Gltimo portaobjetos.
Después se 1inicid nuevamente con el primer portacbjetos hasta
obtener 3 o 4 cortes en cada uno de los portacbjetos, esto con el
fin de obtener cortes seriados en diferentes portaobjetos que
fueron incubados con diferentes anticuerpos y controcles para que

pudieran ser comparados.
Especificaclones de los Antisueros

Se utilizaron antisueros policlonales contra Leu-e, BE,
Met=-e y DI, Los antisueros para Leu-e y Met-e fueron donados por
el QFB Miguel Asai del IMP, fueron desarrol;ados en conejos de
Nueva Zelanda, inmunizados previamente con cada uno de los
pentapé@ptidos Leu-e y Met-e unides a albiimina s&rica bovina
(BSA) y eglutaraldehide siguiendo el protocolo de inmunizacifn

descrito por Vindrola y col. (1981).
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Bajo condiciones de radioinmunoan&lisis el antisuero para
Leu-e presentd un 5.9% de cruzamiento con la Met-~e; 1.4X con 1la
pIr 1-13, y menos de 0.01% de cruzamiento con Alfa, Beta y Gama

endorfinas.

El anti-Met-e presentd un 100X de cruzamiento con {Met (0)
encefalina);0.3% con Leu-e y mencos de 0.GlX con Met-encefalina-
Arg2, Leu-encefalina-Argé, Dinorfina 1-13, Alfa, Beta y Gama

endorfinas (Assal y col., 1988).

Bajo condiciones dinmunohistoquimicas y wutilizando una
dilucidn de 1:100 el anti-Leu-e mostrd un cruzamiento muy leve
con Met-e y con DI ({tabla 4). Estas pruebas se hicieron
preadsorbiendo en un tubo de ensayoc el antisuerc a la dilucidn de
trabajo con los diferentes péptidos sintéticos (Laboratorios
Sigma) Leu-e, BE, Met-e y DI e incubando esta solucitn en el
tejido en lugar del primer anticuerpo. Se valord dependiendo de
los cambios gue ocurrieron con la inmunorreactividad especifica

comparada con otro corte de tejido que tuviera IR positiva.

El anti-Met-e a una dilucidn de 1:100 cruzd muy levemente
con Leu~e; no se observaron cambios en la IR preadscbiendo con BE
y con DBI.

Se utilizaron 2 antisuercs para BE, uno de ellos donado por
el br. Blocom, ¥y el otro comercial (Laboratorioé ICN). Estos
anticuerpos reconocen el segmento carboxilo terminal del péptido,
por lo que cruza totalmente con la Beta—lipafopina (B-LPH), ¥ no

cruza con los péptidos derivades de la Pro-enXK-A o B.
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Se utilizaron 2 antisuvercs para la DI 1-8, uno comercial
(Immunonuclear Corp.) y el otro don;do por el Dr. TIadarcla; bajo
condiciones de RIA, no cruzé con Met-e, Met-e (Arg 6) Met-e (lis
6), Leu-e, Leu-e (Arg 6), Leu-e (Arg 6, ‘Arg 7), Alfa-neocendorfina,
dinorfina 1-13 y 1-17. En el tejido, & una concentracién de 10 a
la -4 M cruzd levemente con Leu~e. {Iadarola y col., 198635 Ruda

y col., 1988).

En un principioc se realizaron experimentos en los que se
utilizaron diluciones' crecientes de los diferentes antisuercs
resultando esto en una disminucién gradual hasta la desaparicidn
de la tincidn inmunoldgica con el fin de determinar la dilucidn
dptima de trabajo, siendo &sta de 1:100 para el anti-Leu-e, para
el anti-BE 1:50, parz el anti-Met-e 1:100 y para el anti~DI 1:500
Las diluciones se hicieron con solucidn amortiguada de fosfatos

(PB) 0.1 M pH 7.4 miAg tritdn X 100 a una concentracidn de 0.3%.

—Se dejaron secar las laminillas por 30 minutos.

-Lavado del tejidc con PBS con 0.3% de Trit&dn X 100 por 10

minutos.

-Incubacitn del primer Anticuerpo {(Ac), en clmara hilmeda a 4°C

por 24 h.

~Lavado del tejido con PBS tritdn.

—Incubacidn con el segundo Ac. en cimara hilmeda a 37° C. por 2

h. (IGg H+L hecho en cabra contra conejeo y conjugado a2 isotiocianato
de f1u0r?sce$na o0 rodamina Lab. ICN) en una dilucidn de 1:100.
—iavado del tejido con PB.

-Se montd con glicerina. (fig. 7).
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Tecnica Indirecta de Inmunofluorescencia

Leucina - Encefalina
A A N Ag Metionina- Encefaling
[ feiioo """""] ﬁ - Endorfina
( Dinorfina

Suero
* — |€F AC Anti - Leu - Encefaling
' Anti - Met - Encefalina
A A

L ] z Anti - ﬁ - Endorfina

Anti - Dinorfina

Xo Xo f-—h o Antisuero que reconoce
22 Ac
L XA @

al 18" Ac
FaN A _
L ’ conjugado a SITCF
u9 ITCR
QOtros

Ag - Antigeno
Ac - Anticuerpo

FIGURA 7. Esquema donde se muestran los pasos de la téenica
indirecta de inmunofluorescencia.
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Se realizaron diferentes controles: a)omisidn del
anticuerpo primario, b) omisién del segundo anticuerpo, ¢)
preadsorcidn del anticuerpo primarioc con un exceso ( 10 a la =4
M) de su péptido sintético especifico), d) centrol Buffer,
(todo el experimento se corrid iinicamente con PB tritdn, esto

es para observar la fluorescencia nativa).

Los controles de especificidad de los antisueros por

preadsorcidn se sintetizan en la tabla 4.

TABLA IV

EFECTO DE LA PREADSORCION DIRECTA Y CRUZADA DE LOS ANTISUEROS DE
LEU-E, BE, MET-E Y DINORFINA (1-8) CON LOS PEPTIDOS SINTETICOS
HOMOLOGOS SOBRE LA INTENSIDAD DE LA FLUORESENCIA.

Antisuveros : Péptidos

Leu-~e BE Met—-e b1
Anti-Leu-e - o i 4+
Anti-BE +H-H - -+ ++
Anti-~-Met-e + e -
Anti~DI + St -+ -

Notaciones: ++++ mé&xima fluorescencia, -+ disminucidn parcial
de la fluorescencia, - ausencia de fluorescencia.

Las estructuras en las que no se observd fluorescencia
después de haber realizado la preadsorcidn del primer
énticuerpo con su péptido sintético especifico se consideraron
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especIficanente inmunorreactivas.

La observacidn se hizo en un microscoplo Leitz, Labourlux
12 con 1limpara de vaéor de mercurio de 50 W. ¥y un bleque de
filtros 1I-2 que tiene un rango de excitacidén u.v. azul, un
filtro excitador entre la banda 450 a 490 pm., espejo divisor de
rayos RKP (filtro de reflexidén de ondas cortas) de 510 pn., un
filtro supresor LP(filtro de paso de ondas largas) 515 pm. vy
filtro de excitacion IKP (filtro de alta eficiencia para
interferencia de ondas cortas), filtrec supresor F (combinacion de

filtros de gelarina).

Se tomaron fotomicrograffas con el dispositivo para
fotografias del microscopio y cimara Leitz de 35 mm. en color
con pelfcula Ektachrome 400, y en blanco y negro con pelicula

Tri X pan 400 ASA.



Capftulo V

RESULTADOS

Resultados de Leu-encefalina

Nuestros resultados mostraron una fuerte inmunorreactividad
a Leu-e en cé@lulas localizadas en el 15bulo anterior de la
hip6fisis (fig. 8). En la eminencia media se encontraron fibras
iR a Leu-e {fig. 9), estas fibras estiban situadas a lo largo del
mismo eje que la estructura y presentaban varicoslidades. En el

18bulo nervioso encontramos baja densidad de fibras IR a Leu-a.

Lag células en el 18bulo anterior eram columnares ¥y su
tamafilos entre 32 a 40 um. en su didmetro mayor, y de 6 a 10
pm, en el didmetro menor, Las células presentaban un polo hacia
los espacios sinusoidales y su nficleo (20 X 4 pm.) se sitvaba en
el polo opuesto. En ocasiones los dos poles de las cé&lulas
estaban en contacto con los espaclos sinusoidales (fig. 10). La
IR se encontrd iinicamente dentro del citoplasma, el niicleo no
presentd IR. No se encontrd IR a Leu~e en las cé&lulas del

16bulo intermedio como se muestra en la fig. 8.
Resultados de Beta-endorfina

En contraste con la 1R a Leu-e, todas las c&lulas del
15bulo intermedio fueron IR a Beta-endorfina (fig. !1). En el

ldbulo arnterior se encontraron algunas células IR a BE,
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FIGURA 8. Fotomicrograffa de un corte, de 10 um de espesor,
parasagital de 1la hipSfisis del axolotl, procesado con la
técnica indirecta de inmunofluoresencia para Leu-e, en la que se
muestra la distribucidn de las c&lulas IR a Leu-e en el 1&bulo
anterior. Notese 1la amplia distribucidn de la IR  que
corresponde a las zonas blancas, Amplificacidn 25 X.

FIGURA 9. Fotomicrografia con la misma té@cnica que la anterior
donde se observa la IR a Leu-e en fibras de la eminencia media y
en células del 18bulo anterior de la hipdfisis. Amplificacidn

250 Xx.
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FIGURA 10. Caracteristicas de las c&lulas del 16bule anterior
que son IR a Leu-e. En la fotomicrograffa superior se puede
observar que estas cflulas estin en estrecha relacidn con los
sinusoides hipofisiarios (S). Amplificacibn 250 X. En 1la
fotomicrografia inferior se muestra una c&lula con el citoplasma
fuertemente IR y el niicleo, en obscuro, no presenta
inmunorreactividad. NGtese la forma columnar de la célula con
una amplia exposicidn de su citoplasma hacia el espacio
sinusoidal (5). Amplificacién 1000 X.
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principalmente en el pedfcule hipofisiario (fig. 11 y 13) y otras
esparcidas en el resto de la gldndula. La morfologla y el tamafo
de las cé&lulas 1R a BE fueron similares a las descritas para las
células IR a Leu-e {fig. 10). Ne hubo coexistencia entre las
células con IR-a Leu-e y a BE en las células del l8bulo anterior

(fig. 13). No sé encontraron fibras ni células IR en el 1ldbulo

nervioso, ni en la eminencia media (fig. 11 y 14).

FIGURA 11. Distribucién de la IR a BE en un corte parasagital de
hipdfisis de axelorl, de 10 um. de espesor. Xdtese que todas

las células del 18bulo intermedio son IR. Su citoplasma,

fuertemente IR (en blanco), estd orientado hacia los espacios
sinusoidales ¥ su niicleo hacla el lado opuesto (flechas). En el
18bulo anterier se encuentran algunas c¢&lulas IR localizadas

principalmente en el pediculo (asterisco), no se observa IR en la
eminencia media, ni en el 16bulo pervieso. Amplificacidn 25 X,
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FIGURA 12, C(aracterIsticas de las c@lulas del 18bulo anterior
hipofisiario que son 1R a BE. En 1la fotomicrografia superior se
puede observar que algunas de las c8lulas 1R {forman el

espacio
sinusoidal (S). Amplificacidn 400 X. En la fotomicrografia
inferior se muestra una c&lula de forma columnar, con  su

citoplasma fuertemente IR orientado hacia el sinusoide (8), ¥y en

el polo opuesto el niicleo que no presenta IR, Amplificacidn
1000 X.
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FIGURA 13. Fotomicrograilas de cortes parasagitales seriados de
la hipdfisis del axolotl. En la fotomlcrografia superior se

muestra la distribucidn de 1las c&lulas IR a Leu-e; en la
inferior, se muestran las células IR a BE que se localizan

principalmente en el pediculo o pars tuberalis {P). En esta
regldn no se observan c&lulas IR & Leu-e. Amplificacidn 100 X.
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FIGURA 14. Fotomicrograffia de un corte parasagital de hipdfisis
de axolotl, procesa-da para BE, en la que se muestra la eminencia
media (flechas) sin IR; se observan cé&lulas IR en el 1&bulo
intermedio y algunas en el pedfcule del 18bulo anterior.
Amplificacidn 250 X,

Resultados de la Met-encefalina

Las fibras IR a Met—e estaban localizadas en la eminencia
media; se encontraron pocas fibras IR en el 18bulo nervioso (fig.
15). Estas fibras se localizaron a lo largo del mismo eje que 1la
eminencia wmedia y presentaron varicosidades. No se encontraron
fibras nil cé€lulas IR a Met—e en el ldbulo anterior y tampoco se
encontraron en el 1&bulo intermedio. Se encontraron neuronas y
fibras IR a Met-e en el hipotdlamo. En el 16bule anterior se
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encontrd una  fluorescencia  baja, " probablemente debida al

cruzamiento del antisuero para Met-e con la Leu-e.

FIGURA 15. Fotomicrograffas de un corte parasagital de hip&fisis

e hipotilamo de axolotl procesado para Met-e. En A se muestran el
18bulo anterior (AL) e intermedic (IL) sin IR, y en la eminencia
media (recuadro inferior) se observan abundantes fibras IR. En el
hipot8lamo (HYP) se observan neuronas IR muy cercanas al
infundfbule {(I). Barra de calibracién 200 um. B y C son

amplificaciones de los recuadros en A. Barra de calibracidn 50

Jm.
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Resultﬁdos de la Dinorfina

La distribucifn de- la IR a Dinorfina (1-8) en la
hipdfisis es muy similar a la localizacidn de la IR a Met-e. Se
encontrd abundante IR a Dinorfina en fibras del 18bule nervioso

y de la eminencia media (fig. 16). No se observd 1R a dinorfina

(1-8) en el 16bule anterior ni en el intermedio.

F1IGURA 16, Fotomicrograffas de cortes parasagitales de
hipffisis de axolotl procesados para DI (1-8). En A no se
aprecia IR en el 18bulo anterior ni en el intermedioc; en la
eminencia media se observan fibras IR. Amplificacidn 250 X . B
Fotomicrografia en la que se muestra una amplificacidn de las
fibras IR (flecha) en la eminencia media. Amplificacidn 400 X.
En C se muestran abundantes fibras IR distribuidas en todo el
15bulo nerviose. Amplificacidn 250 X.
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Resultados en hipotflamo

El objetivo de esta tesis no contempld la distribucidn de
los péptidos oploides en el hipotdlame; sin embarge, ya que
exlste una relacidn estrecha, anatSmica y funcional entre estas

estructuras, describiremos algunos datos.

En los niicleos ventrales hipotalimicos encontrames IR para
todos los antisueros estudiados en algunas neuronas
subependimarias. Estas neuronas fueron bipolares o monopolares y
en ocasiones se pudo ver una prelongacidn IR que 1iba hacia el
infundibulo y otra de sus prolongaclones hacia 1la parte ventral,
tambi&n encontramos fibras IR abundantes sobre todo en la =zona

ventral (fig. 17).

FIGURA 17. Fotomicrograffas de cortes parasapgitales de
hipotdlamo de axolotl. En A, se muestran varias neurenas con 1R a
Met-e que son subependimarias, monopolares con su prolongacidn
neural hacia la parte ventral, opuesta al infundibulo (&ngulo
superior izq.). En B se puestra una neurona bipolar con IR a DI en
donde una de sus prolongaciones neurales (flecha) se dirige hacia
el infundfbulo, (dngulo superior izq). En C, se observan
neuronas IR a DI cuyas prelongaciones neurales se orientan en unas
hacia el infundfbuleo y en otras hacia la parte ventral. Notese
que dos de ellas presentan, al final de sus prolongaciones
neurales, un ensanchamiente IR en el espacio infundibular
(flechas). Amplificacidn 400 X.
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FIGURA 18, Esquema donde se muestra la distribucidn que tienen los
péptides opioides en la hipéfisis del axolotl. Leu-E: Leucina-
encefalina, BE: Beta-endorfina, Met~E: Metionina-encefalina, LN:
18bulo mnervioso, LI: 18bule dintermedio, LA: 16bulo anterior,
I: 4infundibuleo, EM: Enminencia media, HIP: hipotdlamo. Los

trifngulos representan c&lulas IR, las lIneas onduladas representan
fibras IR.
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La tasbla Viresume los resultados de la localizacidn de 1la
IR a los distintos péptidos oploides en 1a hipdfisis e

hipotdlamo del axolotl.

TABLA VI
INMUNORREACTIVIDAD A LEU-E, BE, MET-E Y DI, EN LA HIFOFISI1S E

HIPOTALAMO DEL AXOLOTL.

LN LI LA HT EM
Antisuero F c F c F c F c F
Antl-lLeu-e + - - - - + + +
Anti-Met-e + - - - - + + +
Anti-BE - - - + - + + + -
Anti-DI + - - + - + + + +

Notacidn: LN;ldbulo nervieso, LI;16bulo intermedio, LA;16bulo
anterior, HT;hipotdlamo, EM;eminencia media, F; fibras C; células,
+; IR positiva, -; IR negativa.
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Capitulo VI
DISCUSION

Nuestros resultados muestran la presencia de fibras IR a
Leu-e en el 16bulo nervioso y en la emirnencia media de la
hipdfisis del axolotl., Estos coinciden con los reportados en

aves y en mamiferos <{(Baydn y col., 1980; Watson y col. 1977).

Las ¢8lulas IR a Leu-e que se encuentran en el 1&bulo
anterior descritas en esta tesis {(fig. B8) no se han encontrado en
vertebrados superiores. A este respecto, el iinlco reporte es el
de Dores y col. (19B4), en el que describen IR a encefalinas en
c&lulas de la meta—adenohipbfisis de la lamprea, que coinci&e
con la IR a ACTH y alfa-MSH. Este hecho no es comparable con el
del axolotl, va que la meta-adenohipdfisis de 1la lamprea
corresponde al lobulo intermedio de los vertebrados superiores.
Estos auteres menclonan que muy probablemente las encefalinas
encontradas en este sitio sean el producto de la degradacidn de
un  precursor comin. de la ACTH y la MSH que es la
proopiomelanccortina, que tambi&n contiene a la BE y &sta a su

vez contiene la secuencia de la Met-e,

Nuestros resultados demuestran que la IR a Leu-e 0o es
producto de la degradacidn de la proopiomelanocortina ya que la

secuencia que codifica & la Leu-e no estd8 contenida en la
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secuencia de este precursor, ademds de que no encontramos IR a

Met-e en el 15bulc anterior de la adenohipéfisis del axolotl.

La IR a Leu-e no coexiste con la IR a BE en las cé&lulas
del 18bulo anterior (fig. 13). Este hecho descrito en el SNC de
aves y mamfferos {(Bloom y col., 1978; Baydn ¥y col., 1980;
Gramsch y col., 1979; Watson y col., 1978) demuestra que en los
anfiblos estos dos sigtemas de péptidos oploides estén
separados, por el hecho de no venir de un precursor comin y de no

liberarse de las mismas células.

La Leu-e puede ser obtenida a partir de la proencefalina A,
o por la prodinorfina o proencefalina B (Noda y col., 1982; Gluber
¥ col., 1982; Comb y col., 1982; Kakidani y col., 1982). Nosotros
pensamos que en esta especie la Leu-e encontrada en las células
del 16bulo anterior proviene de la prodinorfina, por varias
evidencias: a) No encontramos IR a Met-e, que tambi&n proviene de
la proencefalina A, b) Martens y Herbert (1984) secuenciaron al

gen que codifica la proencefalina A en la rana Xenopus laevis

que es un anfibio { Urodelo ), ¥y encontraron que no existfa la
secuencia de la Leu-e y en su lugar conteniaz la secuencia de la
Met-e, con un total de 7 secuencias de Met-e y ninguna de Leu-e;
Este puede ser el caso del axolotl en donde la proencefalina A no
contenga la secuenciz de la Leu-e y &sta se genere exclusivamente

a partir de la prodinorfina.

Octro hecho importante es que no encontramos IR a Dinorfina

{1-B) en las c@lulas del 13bulo anterior (fig. 16). Esto
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sugiere que la prodinorfina se degrada hasta sus componentes de
bajo peso molecular, en contraste con lo reportado para ratas en
donde los componentes de bajo peso molecular de la prodinorfina se
encontraron en el lﬁbélo nerviose {Zeizinger y col., 1984).
Coincidentemente en el 18bulo anterior de la rana no se encontrd
dinorfina (Cone y Goldstein, 1982). Asai y col. (1988), por
medio de las técnicas, de cromatograffa de filtracidn molecular
aplicadas en el cerebro e hip&fisis del axoclotl, encontraron que
en la generacién de la Leu-e no participan intermediarios
estables de alto peso molecular y &sta se encuentra generalmente

en forma libre.

La distribucidn de la IR a BE en la hipdfisis del axolotl
sigue el mismo patrdn que para las aves y mamiferos. Es decir,
no existe IR a BE en el lébulo nervioso, ni en la eminencia media
(fig. 11 y 14, (Bloom y col, 1%80), La BE coexiste con la
ACTH, BLPH y MSH ya que todas las células del 1l&8bulo intermedio
son IR a BE, ¥y dichas células contienen a estas hormointas en los
anfibios (Pezalla y col., 1978), ¥y son péptidos que tienen un

precursor comin.

La BE no coexiste con la 1R a encefalinas (fig. 13), lo
que apoya el hecho de que provienen de diferentes precursores como
en aves y mamiferos (Bloom y col., 1978; Baydn y col., 1980;

Gramsch y col., 1979; Watson y col., 1978).

La distribucidn de 1la IR a BE en el pedfculo del 18bulo

.

anterlor coincide con 1a distribucidn de las células
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corticotropas. Los efectos de la BE sobre las respuestas
hormonales han sido diffciles de evaluar; algunos de los efectos
mis clarcs se han obtenido de los estudios realizados con las
hormonas del 18bule anterior como la hormena del crecimiento y la
prolactina. Muchas investigeciones a este respecto muestran que
la BE es muy eficiente como liberador de ambas hormonas a nivel
hipotalimico (Holaday y Loh., 1981). E1 hecho de gue la BE esté@
localizada en los 16bules anterior e intermedio de la hipdfisis

del axclotl sugiere que tiene un papel hormonal.

Con respecto a la Met-e la IR se encontrd {inicamente en
fibras de la eminencia wmedia y en muy pocas fibras del 16bu10.
nervioso {(fig. 15), tal como se ha reportado para aves Yy
mamiferos (Baydn y col., 1978; Watson y col., 1978), Existe una
nuy baja fluorescencla inespecifica en el 15bulo anterior ya que
el antisuero tiene un porcentaje de cruzamiento del .6% con Leu-e,
de npinguna manera significa que este antlsuero tenga menos

afinidad ya que en las mismas rebanadas de tejido existen células

y fibras fuertemente IR en el hipotélamo (fig. 15).

La IR a Dinorfina (!-8) tiene una distribucidn parecida a
la de la Met-e; sin ewbargo, las fibras del 1lébulo nervioso son
mucho méds abundantes (fig. 16), como se ha reportado para otras
especies (Cone y Goldstein 1982; Goldstein y Ghazorossian, 1980),
En este sentido nuestros hallazgos difieren en que nosotros no
encontramos dinorfina en el 15bulo intermedio, pudiendo ser este
un factor caracterIstico de esta especie. Existen resultados

contradictorios con respecto a la existencia de IR & dinorfina en
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el 15bulo anterior. Schwenk y col.{1989) encontraron altas
concentraciones en la rata. Sin embarpgo, Goldstein y col. (1980)
encontraron pequeifias cantidades de dinorfina en este animal, y en
el anuro Bufo marinus érﬁcticamente no existe, lo gue concuerda
con nuestros resultados. Seizinger (1984), en un estudio
ontogenético en la rata, reporta que las concentraclones de los
péptidos derivados de la prodinorfina en el 1&bule anterior e
intermedio son muy bajas en los animales recién nacidos en
_comparaciﬁn con los adultoes; por lo que nosotros sugerimos que la
ausencia de dinorfina en estos 1lbbulos hipefislarics pueda
deberse al desarrollo de un factor caracteristico que aparece
durante su ontogenia, ya que el axolot]l se mantiene en una etapa
larvaria, por lo que la distribucifn de dinorfina en 1la

hipofisis corresponderfa a la de un animal reci&n nacido.

En el hipot&lamo encontramos 1R en neuronas y fibras para
todos los péptidos oploides estudizdos, y las neuronas 1R se
encuentraron muy cerca del infundfbulo (fig. 17). 'En ocasiones
se observaron sus prolongacicnes IR entre las cE&lulas
ependimarias; otras de estas neuronas enviaban sus prolongaciones
hacia la porecitn ventral de su SNC y hacia la eminencia wedia.
La existencia de fibras IR a dinorfina, Met-e y Leu-e que se
originan en el hipotdlamo y ademfs su presencia en la eminencia
media y en el 18bulo neural suglere que estos péptidos tienen
una funcidén repuladora sobre las hormonas hipofisiarias como se

ha visto en otras especies (Rossler y col., 1979).
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La preseﬁcia de IR a Leu~-e en c&lulas del 15bulo anterior
en contacto con los sinusoides (fig. 10) suglere interesantes
preguntas y posibilidades: (lLa Leu-e puede ser secretada como
hormona a la circulacidn sanguinea del axolotl? ;(Qué factores
liberadores contrclan la secrecidn de estas cé&lulas? ; {Con qué
otras hormonas coexiste o© es cosecretada? | (Cudles son sus
drganos blance fisioldgicos? iY por ende culles son sus

funciones?

La demostracidn de la existencia de péptidos opiloides en
el axolotl, anfibio que permanece en estade larvario alcanzandoe su
madurez sexual en este estado (neotenia) ¥ que es susceptible de
sufrir metamorfosis, hace que los presentes hallazgos sean
relevantes no s8lo para el estudio de 1a filogenia de los
péptidos opiloides,sino tambi&n para la neurcendocrinclogfa y la

biologfa del desarrollo,
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CONCLUSIONES

1. La presencia de IR a Leu-e en las c&lulas del 18bulo anterior
no ha sido reportada en otras especies animales.

2, La distribucidn anatdmica en la hipSfisis del axolotl de 1la
IR a BE es igual a la reportada para aves y mamiferos.

3. La IR a Leu-e y a BE no coexiste en las cé&lulas del 1Gbulo
anterior de la hip&fisis del axolotl.

4. La presencia y localizacidn topogrdfica celular de IR a Leu-e
¥ BE en el 18bulo anterior sugiere que estos péptidos tengan
un papel hormonal,

5. La ausencla de Met-e &n las c¢£lulas del lébulo anterior y
junto el conocimiento de que la proencefalina A de los anfibios
no tiene el gen que codifica la secuencia de la Leu-e (Martens
y Herbert, 1984) sugieren que la Leu-e presente en las células
del 16bule anterjor del axolotl proviene de la prodinorfina.

6. De hecho, el que el axolotl sea un animal inmaduro que mno ha
sufrido metamorfosis hace que estos hallazgos sean relevantes
no s6lo para este estudioc, sino tambi&n para 1la
neuroendocrinologfa y la biologfa del desarrollo.

7. Estos reportes, y las caracteristicas bioldgicas del axolotl,
hacen de &1 un excelente modelo para el estudio de los
péptidos opioides.

Los resultados obtenidos en esta tesis servirin como
modele experimental para futuros estudios de los cambios que se
presentan en los péptidos opioides durante el perfode de 1la
metamorfosis y despuéis de ella en el axolotl y en otros anfibios.
Con lo que se podr&@n establecer parimetros comparativos entre la

fase larvaria y la fase adulta.
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