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RESUMEN 

Desde el descubrimiento de las encefalinas en el año 1975, se hm dedicado lMgos años de investigación 
al estudio de los péptidos opioides. En un principio se .malizó su papel en el sistema nervioso como 
neurotrmsmisores, neuromodul.idores y factores tróficos. Posteriormente, al ser encontrad.is en célul.is del 
sistema inmune al igu.tl que en tejidos en desarrollo, se sugirió su intervención tmto en l.i inmunoregul.tción como 
en los procesos de proliferación y diferenciación de .1lgunos tipos celul.ires. La proencefalina (PENK), proteína 
precursor.i de l.i.s encef.tlinas, es una molécul.i Je 27 kDa cuya secuencia est.l altamente conservada entre especies 
animales muy distintas. Un dato import.mte, es que en todos los tejidos embrionarios, a pesar de que los altos 
niveles del mRNA de la PENK, y de su producto de traducción, no se producen l.is encefalin.is. L.is 
investigaciones re.tlizadas sobre los péptidos opioides y el desarrollo tisular durmte los últimos diez años 
consider.iron siempre a l.i PENK como un mero precursor proteico, siendo !.is cncefalinas liberadas al medio 
e:-.'tracelular l.is responsables de los efectos sobre los procesos de proliferación y diferenci.1ción. 

Sin emb.irgo, existen estudios recientes que sugieren que l.i molécul.i. de l.i. PENK per se p.uticipa en la 
regul.ición del ciclo celul.ir. Entre !.is evidencias que sustentan esta idea están: 1) se observó a la PENK intacta en 
el núcleo de células mesenquim.itic.1s, y su loc.tliz.1ción intrmucle.ir difirió dependiendo de l.i etapa del ciclo 
celul.ir en que se encontr.1bm dichas células; 2) en fibrobbstos embrionarios de ratón, se comprobó la presencia 
de un mRNA de PENK que no contiene la secuencia que codifica par.1 el péptido señ.tl y l.is proteínas que 
produjo este mens.1jero, específicamente .1quellas de 34-32 kD.1, se loc.tliz.iron en el núcleopl.isma y los nucleolos; 
3) l.i molécula de 1.i PENK posee dominios Je unión .tl DNA y un.1 secuencia rica en .unino.ícidos .icidos que 
recuerd.1 a la de cien.is proteínas nucleares relacion.1das con la transcripción de genes; y .f) la tr.msfección 
perm.tncnte y transitoria de un cDNA de l.i PENK que no contiene l.i. secuencia que codifica para el péptido señal 
produjo un aumento signific.ltivo en los niveles de PENK citopl.ísmica y nudear e indujo un incremento en la 
prolifer.1ción celtú.ir. 5) fibrobl.tstos de r.nón trmsfcctados en forma estable con un cDNA antisentido de la 
PENK (knockout) mostr.iron un.1 reducción en l.i proliferación en cultivo y su ciclo celular se detuvo en la 
tr.msición entre las fases G 1/S. A pesar de todos estos h.tllazgos, el papel que juega la PENK en el núcleo no ha 
sido completamente escl.irecido. 

Por otro l.i.do, el Ri'\JAm de la proencefalina se ha encontrado en células tumorales y además ciertos tipos 
de tumores poseen la proencdalina nuclear. Las leucemi<ts, son las células tumorales sobre las que m.ÍS se ha 
trab.1jado en el l.1boratorio, malizando el papel de la proencefalina en los procesos de proliferación y 
diferenci.1ción cehúar. L.1 línea celul.ir HL-60, proviene de una leucemia promielocítica humma y presentJ. altas 
concentraciones de PENK en los nucleolos. Contr.trio a los reslÚtados obtenidos en fibroblastos de ratón, en 
estas céltú.1s, l.t tr.msfección transitoria del segmento denominado PLBC-1 (un cDNA constmido en el 
l.tboratorio que contiene solamente el exón III de la PENK de ratón, y por tmto carece de la secuencia para el 
péptido seii.tl) no tuvo efecto sobre la proliferación. Sin embargo, esta ausencia de respuesta podria deberse a que 
se necesitabm altos niveles de expresión de la PENK nuclear en formJ. constante. Por esta razón en el laboratorio 
se generaron clones de células HL-60 transfectadas en forma estable con el cDNA antes mencionado. Este 
trab.1jo de tesis forma p.lrte de una proyec'to global del bboratorio y tuvo por objeto establecer algunas de las 
características bioquímicas de estos clones. Se realizó además un estudio comparativo con célul.is HL-60 silvestres 
diferenciadas a neutrófúo o macrófago, en las cuales se an.tlizó el mRNA de la PENK, por una re.teción en 
cadena de la polinlerasa acoplada a transcripción inversa (RT-PCR), y los péptidos derivados de la PENK (PDPs) 
por inmuno-eletrotrmsferencia (W'estern-Blot). 

Los datos mostraron que la diferenciación celular aumentó los niveles del mRNA de la PENK y de los 
PDPs. Como ha sido ampliamente reportado, l.t diferenci.1ción celular inhibe la proliferación, el mismo resultado 
se había encontrado en el laboratorio en los clones de las células que contením en forma estable el construído 
PLBC-1; lo que sugirió que se deberían producir cambios bioquímicos similares. Para comprobar esta hipótesis, se 
caracterizaron cinco dones que habí,m present.1do diferentes porcentajes de inhibición de la proliferación celular. 
La tr.mscripción del cDNA transfectado se comprobó medimte RT-PCR, se cumtificaron los péptidos derivados 
de la PENK (PDPs) por r.idioinmunoensayo (RL-\) y electroforesis en gel seguida de inmuno-electrotransferencia, 
y se estudió la localización subcelular y subnuclear de la PENK y los PDPs por medio de inmunocitoquúnica. 
Estos resultados mostraron que la disminución en la proliferación celular inducida por la diferenciación a 
neutrófúo, o por la transfección en forma estable del PLBC-1 produce un aumento en los niveles de la PENK 
nuclear de 3.f-32kD. Además, comprobamos que la immunore.tetividad del núcleo se localiza fundamentalmente 
en los nucleolos. Estos resultados son opuestos a los observados en célul.is no transformadas en cultivo, como l.is 
de origen mesenquinl.ítico, lo que sugiere un efecto inhibitorio específico, al menos en este tipo de células 
tumorales, donde podria actuar como un supresor de esta actividad. 
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INTRODUCCIÓN 

Los opiáceos son alcaloides de origen \·egetal caracterizados por su cfecco narcótico, 

cuya acti\·ida~I se puede inhibir e incluso re\·ercir por un antagonista de la .morf~a. Trabajos 

realizados al inicio de la década de 1970 demosfrarori I:i exis~enda d~ cÓfÍ1p~escCissimilares a la 
·~· _, .. ' -~ ., .· . _ _,,. ~ •.. ., . .. . ·~-.. : . ·. ·-

morfina, opioides de naturaleza·. proteica; ·en el cerebro Úc los l11ai;iifdfb;.;6esde eh ton ces se 

han identificado 25 péptid6s opioide~ d\f~·~~~t~~i~~·:;,~1~Ais¡l!~~::i~·~P~~f~~t1~·+.ªrnÍf~r6s: codos. 

ellos derh·ados de eres genes distimos 'cjtlé),codificán :. para,\~:; !Os{\pr~cürsores opioides: la 
·:. ·-

mesodérmico y ectÜdén.;uc~/: • así com6 ,;s'tí 

aportado evid~ncias. iffi'p?rtá1.1c~s_qu<?·sU'~tentari':la)r;ten·eriCión· ciéI-os• pépJtos'.o{JÍ6tde~ tanto 

en la inmuno-regulaeió·1~;·~0~6 6r;/Íbs:·br~~e~b~ cÍdi·~~blirér~~ió~y dir~r<!n~iación de algunos 

tipos celulares (m-. eri,B:i~tista, 1997).· , . ·.• .; ; 

Opioides y opiáceos, antecedentes históricos 

FIGURA 1. Esquema de la 
Amapola Papaver somniferum 
de la que se extrae la substancia 
conocida como opio (2). 

La planta Papaver so¡1111ifer!'~~i.: ~na,~'7 I!ls más 

~:~~~'·;,:~:::.e ;~'J1~~ll~%f i~~:"~ 
alojadas en un fruto seco' Cie{fciri-ria¡f'~af?sul!í~· (Fig. 1). 

· ~ _:. ·~ ·:_ .. · ~.~;:>: \:~~r,:.:<~~~~r~~tt¿~~;f-:rJ.;::~'.·.;..;?~~:·:'./ ~:> · :· 
De las cápsulas en: su~'.estado)sé'íúiinaduro, se. extrae 

·:/' . ·~ ';':f ... · .. ,~'.'.:l~\"-~::::~:~·~ .. t~i~i~.~/f;~~J~~~}~;~~;.:~~~:;::t,·;: ,• . : 
una substancia co11pcicia.:ciej~~~~t!:?fu'pp~}.11memoriales: 

~"'· . . :·: --.:· .. )'..;~~.f-~'.:>.1.~~i" .. ~::~~J\:T:~::J'.~:j:\'•~;. > • .:_-
el opio, sa,·ia · .dese'c:idi\('.o?Iáte~(~'de';'color blanco v 

.. ·' • : ~ i ' ('J..'; ··~ ~~\;,"f'.;¡..jh;~~ " 
pegajoso, mezcla 'compleja -dé.:m:í.s de 70 alcaloides, 

resinas, carb6~~~iJ;~F}~~r~~:s • y muchas otras 

substancias . ~~iz:~·,,·¡;s ?que destacan unos 25 

componentes acth-os, cuyos derivados se emplean en 

las industrias farmacéutica, alimenticia, de pinruras r 
de jabones, entre otras (1). 
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El Opio h~ sid6:' íiri{)-ifi~, 1Jf:compuést6s ~á~ 'utilizados para disminuir o eliminar el 
-·. ;: ·.· '.' '·: .,:: -~·/· ~>>.· '>.;".';: .' ::.'.;f_.(:.:t·.~i:;:':·:.:: '.\""):··· "\: ,:·: ~ <" : ... ~ ... ~::.:-:~. :<'. :·::-· •; -. 

dolor'. Se sab~ qué ~n,·~Jgtl~a~ iC>~:ª~,~e;~S,iá_,s~;~~p se conocía desde el s. VIII a.C. Durante los 

siglos )( ~ *Xg};~f:,.~:4éi~[~)Hfi.:~iJ~~j:~~~~1~~{~j,~rabes lo introdujeron en Asia menor y 
Europa; aLest~1blecerse hi':ñiraYdel~t:'ráfiéé)tde!se'da.~:En la India, su introducción parece haber 

:::81J~,J~1i~f 1~::~~~~l~ilii·(;· E:~:',:;:,::~:,:·~~: 
. •· rV1ás 'r~rde;1los'tr~haj~1dd;~~:·~ .. n,o~.:emp ea_ os ~ifu}_t:e1la construcción del ferrocarril de 

, .. · ·'~ .- _:· .. -· ~~.:··." :··: .::-:-;.:_ .. ,_.,.,_~t..:·. 0;.'.(\'f_:1~'=!:-~-:Ji~··ttl"i~~-~:1.::\~:~/"!,\-"'."íc:~M«fli;:~.:~~:,\::t:~:-:·:-~ .'/.:~:~-.:'.;..?,-\:':•::: :~·. · _.' 
San Francisco, qué inici6 ei-Ll8s·1;·101•iilcrodújeFoí'(por:'prifuera vez al continente americano. A 

. . . -. '.. -_ .- -.. . :-_ >. _:- · ;_-·: :·: ·;. -' .... :\}: ) :~::;s·;,:{'.-"\~~-;.-:',!i/f;t{_::),,\:-.:r~·;~1-~-~\'1<.~ .. ~ ,~:~:~:-~~~;;\/~:?~'·º·~<-(;;_::(·. (:··:::. · . 
lo_ lárgo _de -la historia; ~el .!_iiercad§.'dél(¡)pió;fu~:caU,sa:Clel. est,ablecimiento de import,mtes rutas 

. . ' . ·'. :·:·~, - . >.;-~--- :·,-t,,-~~~;:.:.:~'~:}.;.-_:.·;~;~·:~:)j;;it'.~'.'~tff,:1#::;ti>:)~:~»::>~.'f~¡-~:_:·~~;·;~;J~~\\,.~~-,~;-:~:,.r.·.::·>· '~. r 

mercantiles,. guerras Y,emoirgos{econ-oi:ri_¡fos,"i;,talescc9ino :las famosas Guerras del Opio del 
· ·, ·.· ,_. · · .'. :/ ! -· :·;::;.::_::::;i\!\~:jv~;o-~ '.;~,¡,, ',:_;J~;·~~:#;:;/·~s¿·r.~;;·:~1,;;,~f.~j;i<-:\1/?;_; [JJ{;~:~1. <:~· :.·.:·~$?~~ .. ;; \::~ ·? -~ ·:/~:: '_ ··. '. . · 

siglo -xvn (Br~w_~~t,~1D:";U99,J);j'.~:C-e!_l{c:q1:1rr,~I;i~~?\•fg~qii;_escala entre Europa y Asia que se 
\.'_· ~:''/::~ ·:·'··'./··:.:::·:t:1.:)~ ,'"\;).:.\:1-:~Sii(~,·~y :.«:fr~:·.,: ~~ ;;; .. -._::~:,··'(~7J·7:1~·-'~t·::,·:~«{}'- :.::··:-: ;,_;.:: 1¡ .. "':·.· .°'.·":·,: ·:.: -,.. ·_:. 

restableció_ e~ el sigló~~xvn1:1, su: uso ,'como \iiarcótico''result~' especialmente famoso en las 

(Br6wilsi:ei.ó';.19_93)':i Debiéfo' ~ t que' lii'm8'rfina~iiílli¡jg: los reflejos nociceptivos (percepción del 
--- · .-~- ·_-.,,~·:t·~.:~--~f_~,¿~;'_,/~-·;;1~)-'·\L·.:':{.;'-': . .::-~;~~:~·.-_;~:, ;' .. :.-~.i~:-~;;>·.-;,:<:~,;~_:!';_'~~~-~;:'.':'X\-:;F::'i:~;>.~~~:~-:f/:;_.,,(;¡:. :;f',.~ ;:· '-.; -:: _, ... 
dólar) é indu~e'aiia!gesia profu11da;·se'.le'e¡n~eió'iíiutilizár cómo calmante y anestésico general. 

S~-~s8;ff_~i~~'.~:t~;z8~~t~#'.g!.~~f¿:~.f~~~i~~~i~~-~~ la aguja hipodérmica y la jeringa hacia la 
mitaddel:siglo'}CYII;':hasta'alcan_Z.v~.ü ap'c:ígeo en las filas de los soldados que participaron en 

la Ciier~~ Ci~il,~~~:~ci~t~<l~ri~e::>· 

;,~]~~~f ~~~~~~~~J~:l~::!~~~~ :::::~~;' ::::::1:~:,:~: 
q~e p~¿~¿'2~:ÍJffü6~~~:derl~ad~~ y compuestos relacionados con el opio sobre la fisiología 
.. ; :, ... ;.·(.<:::;0->.".::.::,(~~·:./%'t::::~:;--.~~.::;,/{/:··: . ._ ':\~·::~_''":·.«:.:·».~:'. 

• ·. huní:ana;'.;El]:írirrier irterítO; dé', sif1tetizar opiáceos consistió en modificar la estrucrura química 

de l~ -~~~fin:~.<C:;ri-~t~,;-~¡_¡~--s~~.~6btu~o la heroína, en 1898, mucho más potente que su 

precleC:e.~bf.~tEÍ';ti~J-'.iTI~;i~b-~Í~11~0-inorfina como calmante durante las dos grandes Guerras 

Mu~dial~~. ~~ele~6· l;s'in~esti~~i<Jnes. En 1942, Weijlard y Erikson sintetizaron la rnlmfina, 
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cura acción. rcn!rÚa los efectos d~p~csh·os'sobre la·rcspiración prm·oc:idos'por la.1Tlortina .• \ 

~::: "::~::.'~,:~~Puº"º 'º."º'.~·~~óJ;1~;.:1~~~~(12~~~:j :~.1;· =~s;~~;~;n"';'"'" 
'Hacia, finales de· la déciida~· de_· 19~0.fa·-,·sc.;sospcchába 1'la.cxistenciá'';de''.compuestos 

.': ·.: - - . ··:··:. ·, . - , «~'~, .,.'..¡ ·.:·}:·) .:.~;::.:\::~:<::::\>:;::.._:; .. ;·?··.(~:.'.::-~·::·:,~:·>·:/f.:_~ ·!.! ·:· ·.- .· -~ ~ ·.··, - .· e_: •. ::_.'_¡;·:·(::.:. :~-~- n ~ .. :··.\ :<<;_·,,,·,_::~- :-;.·:..:.:>:.: ·;:(_/ ~ ~ 
endógenos con :Ícción an:ílog~al:i dc'.láriié}rtin'a:Los'tr:ibajos de P~rt i·Sn,;det;•s!inoncr•·~~·, . 
.- • ~ •- _" ·~-.: .· - _ ·:;o\· ,' ~ ' ·,.·;-.~:·.~,~ 1-·i·~~.i~'/:!_~j~;~~Jf:;~~~i--/~~~:-~;·;;~.~it:-·~~-/~-~--~-0/; ~--~:'.t·"-~:,,,-<\\>,:~~\~:~--~,~~:~:'.'.'~-:~~::~'.::~~:t~~;¡,='.~:~~;~~:{:~$.:: .. _'···'.·:. :. ·: 
feremus ncron la luz en "¡ 973 · cuandq)os'.'.t:J;esf equipos demostraron, sunultaneamente;. la' 

existencia de. ·re~epro~ir~ si~f ~~'~s~~:if~~~;·{~~~_t;#{ó~}.:~p·i~c~os ·~n 'el. si~,t~;~:i~:~l~~~-~i~I~~a1:• :. 
cu1·a distribución no'pare¿í;'ser- ~mif()~11iC'(re\:.:~n·: Brownsrcin, 1993). Pocó:a pó(;~"'s~·:~ori'cl:cró. · 

la. i<lea de que :esfos sitf6~:!s~~i '~( Bi:l~c~ '~~- ~Íú~~ · a opuíceot "l/;kige1~~{<'~~~'..'.af.~~~(.~~rlº -. 
neurorrnn~misor~s. rieúf6modtilildoí:~s\;'hgoni~tas de. ré~eptores opiáceos;··; ·ési:iis'si:ibst~ricias 

• '. ¡ . ··, • •• ' ' : • • . ' • ~ ' . ' .•. ' • . • . ' • 

se las denrnl1in6 oploirkr. 

:\IORFINr\ 

HO& I: ~CH2 

º-... 
OH 

o 
Nr\LOXO;\/r\ 

HOD¡_ 
f A 

NH:;z 

co 
1 

HO.Met!5u:Gly:2 

1 
Phe4.GJy3 

:\IET-ENCEFALIN,\ 

FIGURA 2, Comparación de la estructura de la morfina con la naloxona y la met
encefallna. Se observa la correlación entre la estructura aromatica de los tres 
compuestos (Modificado de Borsodi y Toth, 1995). 

Las en,41li1111s y mdotji11as fueron los primeros pépú<los opioides en ser aislados. En 

1975 Kosterlitz \' \Vaterficld encontraron un factor que inhibía la liberación. de acctilcolina, . . ... ,., '•'·. '· ,· ... ·· .. 

efecto del que resultaron responsablé~ dos pequcfi~~ /pifrifh~i~ci~o~:;·lrtm~t~ncefalina (Tyr-
. . " ~ . , . . . . . . . ' . . ., ' . ' '' . ' . . 

Gly-Gly-Phe~Met) ci:~~~ ~}}: laJ~~~~~Ar~µ~~ <Th-01y~(J1y-Phe~Leu) (H ughes et al, 1975; en 
, .- . -.-:.:~: .. ;;-,-~".-.~-~:· ·::·::". : .. ::<_··'/·-'.·'.:·:',::~0:-¡·.~-;;-n:~)'~·-:i.~>\·~~·~;-.':::'.F;~' /"'.'""'._··>·'. : .. : - ·. , 

Bro\\'nstein,!'993). [J~'año·tiiñs_r?.J:í:lé/e(eqwpo de Bradbury ·identificó que la secuencia de la 

met-enccfati;ia~ tra k-Jp·~~-J~~;~;~j~~l~, la 13-endorfina (Brndbury et al, 1976). Cinco años 

después se' cal:ai:teriz6 '•a '!'~ ; tcrc¿ra fa~ili:Í. de opioides pepúdicos, denominadas di11otji11as 
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(Goldstein et al, 1981) .• Finaln,eme, en ;1?89,apanirde la pi~l de fa rana Phyllomedusa bicolor 

:~:~~~~~f '~ti~~b~i}i;~~{~.ri;~~:~:::::: ::.=: 
de un preciirsoí:;o'prO:~próteína'.;Eri•niariuferci(existeri• tres;de estos precursores, que fueron 

. , .. '.-_;;:·:~·?.· .".i:Y·:.~'/~.'. .. ,,·:,.·;~~-:-.+'-':,_:,"!} .. ~i/.')>~•::\;- :·:,¡).~;'. ~ ,._,}; ~;-;;q,Jl\_:>~~J?···:\:,·:-:i:'.\:-· .. :~~'~,;~·.\~·:;,~:cY;: :<·:;·-:·~; ., -
reportados ~ntre'l 9i".9;Wí 98.2:"':li/proenafa/i~~ila'pfriíPJ<fffl!anro;Yt;ina (que origina las endorfinas) y 

.. · -. -· -- ,,. --."~':".~t.~;.,':"::.,,·:;_<;;;.~-~; :'z.: -~>}::~ ~;:r:.~ ,~ :~,rty:_~~:·T·t;:_~·" ~-';::~~-/,,.;: ~'.·;,·'.~~·r;i .:.:~.-.:~::~;:. .. ~ J> r~ }::-:: :;;·: ·:{ ... 7 : ~ :~. _.; -:-" -

la pnx/inoifina.1';E1;1prOcesamientói·de.{e.stas\tresf:proprotdnás origina más de veinte ligandos 

::~~i¡n,~~~~f~~i~~~~i~:~i~l~iJ:~~e;.::~r: ::. ::,:::=:.:: ;: 
Vi/ro, de; las 'proteÍnás de la leche .s'e p\i~de'n'g~nerar:'péptidos OpÍoÍdes llamados G.lSmjillaS. 

· · · ·~· .. ; , ·.'':·-:. ~ '. : '.,:: ::;· ,: · .. ·._ .. ·,.·'.· · --. · _.:-~ :,·, :'·'._;¡.:·:}.:·~'.:::::~/'.~:~·\1\~.~'.~,\b),\-<:¡)~::t·}'.:::r·~~:!_::.:~_ .. ::;''~-:· · :·.-:·: , :: ; 
. La probabilidád de unión '.<i'.i:aritó's'i;ligandósfr'eforz6 la idea de la existencia de varios 
: • · ·: ·.. .· .... · <· · ·:·: • - '. ... }·:~,:::;,:':\; -:;~~~t:J_f'=~~~-:~·--~:-?,._:":~~;·[~r,·:~:~~;;~~\?:,J:\~· '-: -~....__.-,. · 

tipos de receptores· a opioides;'t:o.s:résuli~dOs,'é!éic)s e.xperinlentos subsecuentes demostraron 

~~ '~'.':::~:::::.!iiJ'f~~[;f ¡~~Jf i~!itl~~~ri:,:~;1:::,~:.r:;,:'.,::,~::v:: 
tanto que el tercer~ ~~. ¿~~.~~{;~~~¡~ ~h~britr.h-s~ e;' los conductos deferentes. Todos estos 

receptores tienen el1c:ciil{05(la1~:t'afinid;d por compuestos con una estructura química básica; 

una amina prot0n,ada~d}la2éntea~nmillo aro~ático (r~v.•en Brownstein,.1993) ... · •. ·.·• 

•"''"•&r~r;i~;{!~t!~~p;~;º 1::":.:::;:::~:~'[;~~t~~:1 ::º~. ~: 
proencefalif1ªbl1111~fy,'!~·t~t~ (l':Jo~a eta!, 1982; Comb.et ¡¡I,:1983; Rosen et al, 1984), lo que 

::f;;¡~~~~rl!~t1!~,,~;~,;~~~;1i?:52~it;::::: ~= :'.:~~: ~:::,~:; 
década dispti~s,',lo~ ·~~#í~~~· e~ biolo~a '!TI()leáilar permitieron estudiar su expresión en células 

clo~·~d~~z~~~;·~5i~~:~~:~~~f:~~~~'.'.t~~~RÍ~~~kl~~· (cDNA) que contuvieran la secuencia que 
codificacpa.i:aJo~•reC.epc';jr~s.?¿C;r~espóndi~ril:~s~'De esta forma se demostró que los receptores 

· . · '.'. ·. ';~_,,,~· .::' 2u:'.;~-~··:,'::.~:-:~~:~x1:; 'l;'.t::·'.,-~f,:~:.1 ·~u-~·::~b\: : .. ~1~1:'-'<?t;:. :y?:-,~:"~'.~''.-::::-_.; __ ,;-_:. : 
opioides '¡:>efi,enecé11 ~ la·;~upeifaffiilia"de los receptores de rodopsina y que al estar acoplados a 

una pro't~Íria'G:~e~~~Cífi~~Iri~üf·~ d/ illhib~ll la activación de la enzima adenilato cidasa. 
,. . -· -~ ,., - '_,.. - . ' , . ' . i - . " -- 1 -

,," ( ,,.~·:·/ 
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Biosíntesis de neuropéptidos. 
. . ' . ' 

Las proteínas s~n la expresión de la información contenida en el DNA. Su síntesis es 

un proceso largo en el que interviene.gran pané'de la:maquinaria celular. La mayoría de los 

componentes involucrados en el pro~esahiieritb;d~):RNÁ se ensamblan, almacenan y reciclan 
. . -· -.. · .. · ';·,·· ,· ·.· 

en estructuras subnucleares tales e:orri<:>16s·:cú~ #.óJal, el ·nudeáa y pequeños gnipos de 

gránulos de intemvnutirn (AlbenX~i:'.~;:2:oÓ~):!~? DC '<: · 
El proceso inicia con:·elcf~~~XJ;'¿il~~~t:8.y l~::;pe~ura de una pequeña porción de la 

: :~ .. -:._·<·;1?'· ·:;:·-;,:.:?··:1.·.·_;;:~;;.;: ::.·>>:'. ;:,::~~-.;, __ ;-:f¿. -· .~·< 
doble hélice de DNA para éxponei")a~ basesde.'cada hebi:a; una de las cuales sirve como molde 

;º::p~:d;;;0[l:,º.~~¡Vf ~~I~~~X~~í:rm:::~~::::;;" ~;.;. :~ 
ocurre dentro del 'núdeó''p!)r :.;d:ión;'.de)as :enzimas\BNA.=p¡:iinrrmasJ, ll y III que, a su vez, 

·:: ._ .· ,;\ ,-: '_:~ <.-:> __ )··:---;:·F.<~)~-.--.: '. ~>>/ .. ~::::r~;-·'._:-~:i~?:>·'?;~:._;:_st,:·.~~,:.-~··,~-,-~·:·.>.:i:~r.'.l:.'.t·1::_~-:>:'/···-, ,:/:, . < 
requieren de¡a. coparticipacipn'.Cle ~naigriitl,ya_ri~dád/Oe;Ja~ores y moléculas adicionales. La 

El proceso de ·énsamblaje de los nucleotidos dur.1me. L\ tr,mscripciófí<'se'dériornim1 

cl01'&ucüJn y' b hebra de RNA result.tnte es el tn11Z5aiwp1in~~11:o"W,J~l~,¿~'.\~t2g~«do8~). ~sta 
molérula sufre modificaciones específicas que consisten ,en' e4i~ai:ü ;.ai'íadir nu~leótidos a cada 

e:-..-i:remo de la hebra para proteger al transcripto ~~ 1k,d~~~d~~Í"6n enzimática y favorecer la 

unión del mRNA ,l!os rilnsonm. Cuando la RNA~~óiirherhsa U ha producido alrededor de 25 
·' _.. , ••• 1 '', ,.~· - ·,. 

nucleótidos de RNA, un trío de eriziÍnas·a~·¡¡~en Un7-metilguanosina en el extremo 5', 

conocido como "5 1 
cap", gracias al Cllal ~s : p'bsibie distinguir el mRNA de otros tipos de 

•',. ···~ " ''" ... .' .. 

moléculas de RNA. ' ,• 

· A continUación. se rem~~~,iA)J?~J~:;idi~~i~s. o intrones que no se requieren en los pasos 

subsecuentes y los fragment~s'i~ª~f&~Wca'.~·~se unen pam formar una secuencia continua. 
. - , - . <-_:;:: ·:::;._; __ ,~ .. :.';:: __ :\::~,:..~~'.T,;"~'.<i~~:_:.,·~ 1 Y~:\::··:.:-.' 

En este proceso, C:º1:1~sic!ci,X~~'.fü9,t'.,~i,Y enralnr (sp/icing), participan complejos de 

ribonucleoprotdnas ' peq~eñ'ds'rf'°(shf?,fj'p;;:,.sl1w// nuclear ribo1111c/eoprotei11s) que contienen 

RNAsas nüdeares fonna~;~·,J~~;.;i:bc)','.'6' 200 nucleótidos (snRNAs. small 1111c/eur R.\~·ls), 
denomi11adas con l;s Í~tri/J{; t.Í~¿ U4, US y U6. La unión de estas cinco moléculas origina un 
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complejo llamac..lo ~spliceosoll/tl r, de hecho, toda la reacción ocurre dcn~o: de_ este complejo 

(Nclson yCox; 2000) ... El .final de la ~ccticnci:i :i; trn!lscribirest~.·dc~_er~,Í?ad~-~n·:~¡·DNA 
original· por secuencias espedficascomOla -;,t·ICJ::IA.-1 qw:,ai transcri~~~·c,Ú~.r~1litl1!,;17n.la 

;,~;~~,;t;'rr,~:0~0ª;;,;::;;:'.;::::%;b.~f =~t~f "1~~;;:~,~~ti~~~~'{f~~,1~f 4; 
et al 2002); las cuales ai'iaden,~wio pór'üiio; entre SOx-250 residúos de':aderün:i:en'el•dci:cinó 3. 

del m;~~A naciente, para formarla 1"0/a poli-A (Ncls~n yc6x,20~Ó). ~s~ciadd··~ón,drr:u~sporte 
' . ' '. 1, ..• 

del mensajero del núcleo hacia el citoplasma. 

DNA molde 
(-Promotor 

~l =-.--1:-.:-~1-.-1:.-:.-:-:~1 ~-,-,:--:--:-:--:~.,~1-:.:_-:_-:·~l~~~-.-t-:-.:--:·-:·-:·:-.:~-1--

¡ Transcripción y adición del metilo en 5' 

TRANSCRIPTO 
PRIMARIO 

5' •:·:·~:·:·:·:~~:·:·:·:·:·S!:·:·:·:·™~·:·:·:·:·:·:·:·lm 3' 

Cª8* .. Corte de lntroYEE?t!. : . : . : . : . : J . . 1111 RNA extra 

Poliadenilación 

Empalme de exones 

mRNAMADURO -~~~···AAA(a)n .. OH(3'~ 
Cola de Adeninas 

FIGURA 3. Esquema del proceso general de transcripción de un gen y procesamiento del mRNA 
resultante. La RNA -polimerasa 11 es la enzima encargada de la elongación del transcripto primario a partir de una 
de las hebras de la doble hélice del DNA correspondiente al gen que se va a transcribir. Aproximadamente un 
tercio del RNA del transcrito primario o pre·mRNA se elimina por acción enzimatica (Modificado de Nelson & Cox 
2000). 
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FIGURA 4. Esquema del transporte intracelular y procesamiento postraduccional de proteínas en la vía 
secretora. (Modificado de la figura original de Mains et al, 1990) 
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La t;aducción ·. (Fig. 4) del tr~scriptCl ~runario ; OCl;lrre fuera del núcleo, en los 
: ··¡·. 

ribosomas que pueden o no estar ás6éiaclbs al Yeiú.Jdo-~lá.911ico (RE). Las moléculas que se 
. ''. ,, ,, ' . - . . ~ . ' . .- . . , . -

traducen en ribosomas que se unen al ,redcuiC> e~doplfirriico se secretan fuera de la célula o 

forman p~rte de integral de los organelo~ ~e')~ yí~.;~c·rff~ria o de la membrana celular. En el 

retÍculo. la proteína ingresa comq prr'jiitiprotema; dpnde efprefijo "pre" indica que contiene la 

secue.ncia del· péptido señal· en 'el extreriio fuit~~~~Üf~hl,-~structura que interactua con una 

partícula ribonucleoprotéica (SRP) ~.J{[~~;}r(~~··:~dm~lejo 'que, al reconocer al receptor 

adecuado (SSR)en la 111e111bran~ d~l r~tí~l~·:¿n'<l.9fü~@co ~goso (RER), se intemaliza (rev. 

en Bautisia, i 997). Durante e~t~ proc~~~ ~-e;~¡¿rd~f!i(:j~'Clle~cia señal y la estructura que queda 

~:d~:1:~:1~"'~'~::;~&f &tit~j~~J:r~~:::~· :::m~:r;:c::.::::: 
proteÓlfricos post-traduccional~s ~d;;.é~~tr;&i~~t~;~~i;4:J~ ~óÍian la proproteína para liberar sus 

.• · .-·. • . - ' . .,
1 

- . :\·'.·';_'.:.:;;.:""·;··~>;2t:~!.;\:J:~i~·;::(i,;.:_;<···: ;' '··, • I 

productos e incorpornrlos a ves1culás o granules seé:iétores prirTianos. Los granules maduros 
'. . - :< _. "• : ' .· - . :;~ .,, .; -. ·, ! ~ .. , • '· • ": •. ' ·' .• 

contienen a los péptidos biológicarrien~eth~i:V8~ (Mains et al, 1990). A lo largo del transporte 

por las cisternas del. Golgi ocur~~~oi~c:)~ c'afribios post-traduccionales como la glicosilación, 

sulfatación, metilaci6n; fosfo;pa2ió~\~-:~c~tilación. 
,. . ·.:.~~.:~.,- .::{:::~· ;·. 

. . ·.- ,' ; ~ . ' 

Deritr~ cle:,muchá{s~fuencids de precursores de péptidos biológicamente activos, el 

péptido s~Ibcáliª;fÍ~'tjÜ~~d~:bb;.·~hre~ de aminoácidos básicos, ·Ja liberación del mismo se 

::~11~'b{~~~~!~~t.;:~::~:·~~:~::.:o=~:::~::::,~:: 
algunos 'casos 'aci:úa,é áé:lemás,• úna aniihofeptidása que elirTiina un aminoácido básico remanente 

: : .)·.; <:-' -.. ':<-: )· ~:> '.·.~--:~··~:.::'.": ', :·''./~~: ·:_:. -.;:·.~~'/ ... .'"·:.i:~'. -···"·.:,.?~'.-::> : . :·:· ···\ . · .. 
en eleXt:relTio amino tenn¡naL'(Fislie.r y,SéUe~, 1988; rev. en Bautista 1997). Los pares de 

.unin~á~id;s b~sico~ más ;~sC:~~~ihÍ~~-'d~~p~ra son aquellos que contienen lisina y/ o arginina 

(Lys-Arg, Arg-Arg, Lys-Lys,;Af~ify~);,::{pj¿~~rson y Noel, 1991; rev. en Bautista, 1997). 
' . ,· ' . '···-.,.- ...... ,',' .... - - . 

Acrualmente está bien establécid() qu~ lafmiiiia de proteínas convertasas (PCs) es responsable 

de la catálisis de proteínas precu;.~Círas ·~~'.~~uropéptidos (Salzet et al, 2000; rev. en Terán, 

2003). 
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NEUROPÉPTIDO 
t 

FIGURA 5. Maduración enzimática del precursor de neuropéptidos. Para liberar las secuencias de l9s péptidos 
derivados de los precursores. se cortan por acción enzimática los aminoácidos básicos adyacentes: lisina (Lys) o 
arginina (Arg) (Modificado de Rossier. 1993). 

Identificación de péptidos opioides 
Las encefalinas se liberan hacia los espacios e:-..i:racelulares, por lo que pueden 

identificarse en los fluidos después de estimular su producción (Rossier, 1993) a través de 
. . 

métodos bioquímicos tales como la cromatografía seguidade •la digesti~n de, los precursores 

opiodes con tripsina y CPB y radioinmunoensayo (r~v; ell})r~i'ª?:Rn~.).!1~~~.~:iil,";.i~~'.;;~B.·,.: .;:. ;:~ 
Las primeras encefalinas identificadas. en Jos trabajos' d~: f-Iughesfcols.;'püblicadosen 

1975,: fuero~ la met-encefalina y leu-encef~li~~.: .. ~bs'. ~e~t~g~~~i~~s·.··~J.(~fü~f~~-;~'~lo en el 
carboxilo terminal por contener leucina (Leu~éricefaliria).:o "metioruna (Mét~ericefalina) eri esta 

posiciór(sigÜiendo la secuencia base T;~c;ly~bii~~h~-Í.~i.i/M~~. • .... 

. ~odÓs .. Iósopiáceose~dóge~b~:¡"~ÜCl6Sffü~s,'. efi~efalinas y .. dil1orfinas- se encuentran 

contenid,os ·e.11'·.Ia~\s~~~.e,i~t~j,;~~;;t~.~~~;~if ~~~:IJ~Ó~~·ce~_ I:os ~iguientes péptidos op ioides: 
• ··:. · Próopiomelári:oC~rtina;(P.o:Mq~7 ci~endorfina, 13-endorfina y y-endorfina . 

..., ;:· ·:~,·.'e:/:.; /s:lt.'.·;_~:::f0;::-(: :~~~t~~?JY.~4:.:~;:~~F:)_~::~'.~/Si:_:·-:; ·.:: ~:_?--- >">:-:, :_. >._;. .. 
• · . !'rodiri_Qrfirjf {.aiñ~f,fu'úis";f\', ;B, aéneOeridorfina y 13-neoendorfina. 

-<,.-.:: ·_;~~;·:.:. _,::{f~t:~·;;~~~.:;_i~xtr:t.ff?.;*~:,,~/'1~~,~~~ .. ~:'i{:~.:;;ri~?-~·-h:;::·-~,.·:-, ,,·· .... : ~, ' -
• ·.··· P~cienc~faji~'á:J'A::/(l_WI:~JI<:;§ff.):~; .. géptidos· Opioides: Leu-encefalina (Tyr-Glf-

. --.. \. : -; "':.,-:,_<:·t-:,:n.~-v~ ::- i_r,.,.-<~-i:'.-~-~--,,~:-.~_:1·-"· ~ :-.::~'-_; :.'· :~----./ .. ·:'. -, ._ 

Gly3~Ph~~~ít~ii · ··~í:;'~ii'c~'f.tliH~~)'.'. (r)rr~Glf-Gly3-Phe~-Met5), el heptapéptido 
· i-<' · :.-~ .. t-\~-~~·:;~/~~~~-t:U.~- :.~:1.~·,~;:~;-~f?::i~~-:r::~~tr~\t:\?,.~->~ -· .. :~:··.. ._: 
([Méd]c@~i:l\fo,; ,h~~;,~~r:~ªap#frido ([Met5]enk-Arg6-Phe7-Leu8), el péptido E 

· (~ng:~i~~t~~i'~~~~i~~~~ta~~~~~~:·/una Leu-enk en el -CCDH), el péptido F 
.. ([Me,t5]énk"A'fg6/J\rg7~,yai8);\Io.sfoéptidos BAM 22P, BAM 20P y BAM 12P y 

,· ot:rº.t~~Efi~?~~~f~~~~~t;~~~~~~?.i/~c)lo por su peso molecular: 23.3, 18.2, 12.6, 
· s:6, 5'.3k.Da.'P~f)tid9sin(>~~pioides: Sinencefalina (SYN), Péptido B y Péptido 1 
(Fig: 7).·.; . . . , ·.•. : .• ~ ' -. 
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El·grupb·d~Ü,~is.1isló en 1980.lospéptido~ cont~~dos eri)osgr~n~los secretorios de 
. '· .. , . - . --:··,·-,.--- - ..... 

células.cromafines ... Los precursores de los· péptidos·opioides y :Sus productos· intermedios se 

puri fic~ori pir-~rom.lt l)grafía en gél seguida de und 'dige~iitS~ ·~lliLJná~ica con tripsina y CPB, y 

radi~iruiiul1cie~¿áyo (RIA) (Undenfriend y Kilp,~~rj'~~~f°l~gj¡c'lil~.l~ráii; 2003). Así se aisbron 

también p~ptidos oj:>iuides como la·. M'et~e11~ef~i;a·){.Ú\{·~Jie'ií~ef.tlina, el ompéptido, los 
' _·., . -' . : ~". <·:' . -. -:.'•>' :·-· .. : .:·~~:;'.,.:t~_';:~;.;·~·;·;·!~:'.:.,''.'/; ·.r::~:Íº ',-· ... , 

. péptidos BAJ\IIP 22, 20 y 12, los péptjcl,os'Ely'.1:':Y,i~iy9s}i-iéptidos no opioides como la 

sin~ncefalina (SYN), y el péptido r; cuycJ'e~reliic/.i\.rii~()·F¡.i;unaI no posee la secuencia Tyr

Gly-Gly-Phe, característica de lo;·opÍáceo;· ~~d6~~;6s;·ynci:seune a receptores opioides. 
-.·. •.. - -••• ·- "),<'.,-,,_ -. '·· 

La proencefalina (PENK) 

La molécula precur~b~~ d~l;~ ~~c~fJiri;s;h/i'.!Üi!~roi:eína· de 27 kDa cuya secuencia 

primaria contiene ciert~···n~un~r6·.~~:•J6ptid~~;~eif;~;t~~~l~i~~~,~~~~~ñ.~·~.:t,~:>:·~ºmo s.e describe 
en la sección .interior, que en. su Ímyorí.i preséntan''ii'.ci:i\iidad{opioidé.ty: están: involucrados en · >,. .. _ . . . ,, · · · =. ·. , .... :.. .., \ :. : ...... ·, .. _·:.·:··.'/~ ·::.: .. '/'..'.; >:;.0·,.:<.'.'.,'.:~"~·,::1;'.-\~·{<·.),f"', .. ;: •. :J:;:;:,.,::rJl.: {~'-.:'">~{:~:·?<:~r-. ><.: . <· · 
funciones füiol6gic.1s tales. como la an'algesi;'; h1 réspJd;i:á'::ai:e~tréS'}',iltqólb'"r;':y: Ja i:egulación del 

. . ·".. > . -·?,. . .. . < ::..:· ... ', .: : ... "., .... · ·.·:..·.>~. ,:;·~,, <·;:.~~I :,~.~·;~··'< ~;:y~~, .. ~: .. ~~~: .. ¿::.s\~~~:~~~~y~·:.w·::r:rP~~,r;~~p1, :<··· .. · 
sueño . y el apétit(). La porción amino ,de' cáda móléCiila}dé}prÓen'céfalina ! C.odifica para un 

, ·. .;·.·:~ .. ~: > :. ·. ··. .· ·. .·. . . ~· . .-. .:·· _. :-·:. .:--.. ·'': .. :.~.'-.:,, (.<:.((·l.:'-t~;;?:~i:/;'.'??it~~~;¡_¡.-ci~fi?:~Y:::-~·:.:~':::.-<'. .. ::. 
péptido no ,opioi,dé. denominado sinencefalina :(sYN),\éuya':séqí~~tia·'.h~Iri~Y:·estable y está 

alt~en~~.•cohse¡-ya~;._~_n. l.os··m~íferos··· (Ljston et'al, l 9s,~).'.;(,,,;l:~~,·lli;{r.f f~,~J;I·{, ;'"~.-.· .. 
Al.dedueirb_.secue~cia dela·PENK .ª parti~_delos cDNAs:a¿ :dncoéspecies animales 

?atllf Mt~11~r~r~~~¡¡~i¡¡~¡í~~'-~~t~:j1~g~~ .. t~ 
.·· .. · cafacteri#~ió~ __ dl'.J'geri:deila P~NK)úirtj~á~·;Seis años después, Litt y cols. reportaron que el 

.· ~t.hlf ii1~iil~li,il~~~i~~oJ b~ l~o dd ottavo ttomomma do! 

· ... ·. : XL§s.géiies'de.:lá!PEr':{I<::'.O.e'raf~~'jf;,s¡lp9·'._i::f)íltienen 3 exones equivalentes y 2 intrones El 

. •· :~1¡Ji~~f ~;~~1;~lfili-~~~í:: ;~7:i~,:~~'~,:d;b~º:, ::~::,:: 
· ini:rón.B;"qúe.contiendSOO pO:rnrieI humanO y el hámster el gen que codifica para esta misma 

: ;.·, ~.: ·: <·~/-· ·: ::~;~\::/~/~~-~;i;~j:J~~.\:~~¿~:/~,.}7f~~1/~~i~;;'f ·r"!i.;J:1:~,x1:~?:···;·:: -· :: ·::? .~:~::· > ·, · . . . 
· prote1napi:es~nt~ ~ e;<oii~s.Y:J·111trónes; éste gen es muy similar al de la rata, con la d1ferenc1a 

de ~u~ ·en··~'¡'¡:i~ailb ef ~;~~r exó~ está dividido en dos por un imrón denominado "A" de 
" ....... .,·,;. .·· ·1:.,. . ..... ' 
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87 pb, lo que ge~eráun:exó~l~~7,o;p9{l1~e:Xón :2 de 56 pb~ ·Las similitudes entre los dos 

genes·sugier~n que un eí~frie11~o~ra¡i~pc)ríible::~{i~sertó'd~niro del pruner exón original (rev. 
enWeisinger,;1995). i<;:·,·._;:,:~.>:~·;·:f ··:,. · 

: .... ·: ·.: .. · .:·.-: _. '.:,. ·.~·;·-/; .. ;~:/>--:~;'.:.::,:.<~.-:.;r:f/;"¡,·:.#f.;j¡~"~:·;{-;'.i:{ .. :.-·:,>:>_;,_:. 1\·-~-"' '.'.:. 
Por otro lado; la conceñffación"éle~lo:S'.PDPs varia según la especie (el gen del sapo, por 

,··: __ : -: :· ·:_~ ·.~'->~/·.:. ·: ·+.··.:: ~:;~:-:,•;:~:.;::~1:-y-1);-:~:i}.':,?'."t:Z:~'~.'.:t':~;:·~>?)J..~:~~~-.::J-;·::~ <~-'-··:.;,: ·::. ·. . . 
ejemplo, codifica parirsiété seéüenciaS"de·Mét~ericefalina; pero para ninguna de Leu-encefalina) 

y el tejido. Así,en e(~~~:8!~1Jd''.iE~~~i'~~~~yd~H~~~~AK:s~ procesa en forma que se producen 

mayor cantidad :~~·p~({füÍc)~_,;4er~~j'~;,p~s:ó~i'.riC>Í~ClliJ (Met-encefalina, Leu-encefalina y SYN 

libre); ·en rnn~()\q~e'·eF:'ía-~éd~1; adren~ se producen péptidos de alto y mediano peso 

molecular,~ihsWtlbre (Fig. 6) (Liston et al, 1983; en Bautista, 1997) . 
. ·,·.,·.,_:_.t_i;_· .. · •. - '· . 

Reg~f~c~~~cl;i:;a expresión del gen de PENK 

'5L){t~;~·os estudios concluyen que la síntesis y liberación de neuropéptidos opioides está 
.... ·- .... ¡.:·,·.·. 

regulad~·.~~¡- l~ activación de receptores y vías de segundos mensajeros. La transcripción del 

gen de'.lP~NK:''(Fig.7) se regula en forma positiva por monofosfato, cíclico 'de adenosina 

( cAArP)' }::2;~ ~~· inirac~lular q~e; funcionan como segundos meri~~j~~()5' :;; '{füv~ a: pr~teínas 
'. ·_·:,.· .. : ·,_ .. ~ .. . :.: ·:.:~·" ·::;·'>/:" _,'·,· -; ; __ .-:-.·; < .' ·:.:, :/ ,.·:~:.::-· ' . - . ' . :., ' ;·.::-. .; .. ~'.'.;-'::. - i':: ... : .. : ... : • .:';f-ft::. ~:.c:·:;j.>.;i;·.:..~·J'::<.~; .. -~ ¡'."''.-'.~ ... ; .. 

cinasas A, :y~c;, (BKA r PKC), las' cu~es, a su vez, éo~frolan Iaobi9sírúsisf'uñi~n }'\activación de 

c;cn o·if~/lj~g~~t~f ¡t~l~~i~~~!~~i~~~~~{f j~~i~~~,f ;Lnar d 
aumentb de]diil'Ctividad t'rarismáptlcil"'·"por'hi()oglicemia?el 'estrés 'pcir'. frfo. ci por tratamiento con 

,· ·· · ·. ·:~·,. i:~-,-,~-~:- ;:·/~-'."''.-Fi: .. ~;·~~.'; .;.~·~"~l':'.->t::,;.~{<,t0:~;w~·i:,\:~~~,t:~·:•fi~~1~:¡::~'.f4~·<:;·:E?.~$¡t;~/;:<f1!-:··~-1,,f'~~~/'P~·:¡~,_V:~ff'. -~~·~~·:;·: ·,:~- .·, _"::-~-.-~ ·.· -_< .. - ; .. : , -" · - . 
colinérgicos'•~y~isiriger/~:i~90);';así;com§¡lá;itli:elacción'C6n'glúcocorticoides que, para activar 

sus r~~~pl§f~'~}J;i~~~~~~;;~,[~~~~~j~{f~E~~~~w;~·~~(gijX asociadas con la regulación de la 
transéripCión ;,del;:geri~conocidas'{conio'.({',eléménl:os' de respuesta a glucocorticoides (GRE)" 

:·. ~ ... " . : .,--;.;,:::::~:~:~'." ·~ ·~~jt1/~~.hi.~~~\V''.:{~1;~~:\\·;;;i~k4:~~.~;'/~::~;-r,:-{r:s!·i~:i~-r.\:~~;"~:~-:f;'(:;/~>'.;: ~ · .:"; . 
(Beat9;\},~~.~i.·~~fü!i.t§~~;~R92).~~~.["~~Pt~~ió,n{í;énica puede controlarse por la interacción de 

-~~. : < .. ___ .. :·:· :/.~<::·;. ·:u;.-··::,<:::;:~·<;·~;q~·;¡._.,::':?)r:·,~~·:f-r:;: "'~~ -;;~; '"'Y·:~~t~,.~: •. ~~~·~1'.1:<·.}::::·_ · ·;._ ~ .. ) ... :-· . 

j:>roteínas,r;egillaaohisi'.que}!:ecório~en:~sefü~n:ciasespecíficas del DNA. Al comparar los genes 
· . < '. .~<;·~~;: .. :;{f;·::lf '.~:.~::/:~-;~-r~2;~·r~:;~~'.~-:tt§~~~~¡?:,f.~~~}%;~l3J1:.~ti.r" ·.~{:~~!~·'.·;; .:_..-(" ... :: .. ¡ ... ': · • • • 

de Ja·proencefi!ma;de;,;rata;iihuman();·;¿bpvmo•y sapo Xenopus, se 1dent1ficaron regiones 

~~~~~iltil{if ee~~i~' z~~:::ó~:d~::::~::;::;:'.~ro q:: 
rata y humanoTyJ.dq's'(éni%:iáopús;;:en el exon 1). Otra región altamente conservada es un 

• : c ... ' '. '.:·,: .. ~~'<:·'; .-~·;;.~'1'.~::~t:<~t;?;:}~~f ! ~'.~': ;~:_:;;~:;: J}~f~.{:~/~:_.~,'.·;·, /::}(,:,~/ ... :.;': '> J ·~--- . 
segmento Cle';l32l:>.birico'cfü'C:G,fadyacerité a la caja TATA, que quizá representa elementos 
, ·.> > ..... ,~ ·;'·.,:·::;~!"~~~·;·:;·):~ ~:~.:';'.n~:,~5.,<:~:.:-:";;:-~.:¡:,~;.:'.:.::'i·>~ .:~,. /.. ~" ._~ :·.:" ·· . 
r~gul~tonos i.rivoh1erados en el control de la expresión del gen de la proencefalina (Rosen et al, 

1984). 
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FIGURA 6. Péptidos derivados de la PENK en la médula adrenal de bovino. 
(Modificado de Rossier, 1993). 
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FIGURA 7. Expresión del gen de la proencefalina. El gen de la PENK de rata esta formado por tres exones y 
2 intrones. Al transcribirse se genera un transcripto primario que pierde los intrones en un proceso de corte y 
pegado ("splicing"), lo que genera mRNA de 1.4 kilobases. La traducción de este mRNA inicia en el cuarto 
nucleótido del exón 2 y da lugar a la preproencefalina. Los primeros 24 aminoacidos corresponden al péptido 
señal, secuencia que da entrada a la preproproteina hacia el reticulo endoplasmico. Al eliminarse el péptido 
señal queda el precursor proteico o proencefalina, que dentro de las membranas reticulares sufrira las 
modificaciones postraduccionales que ciaran lugar a las encefalinas (Modificado de Weisinger 1995). 
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DistribucicSn tisular de la proencefalina 
·. . -.-::·'·.\; :: ·. ·. -

La.Syes familias de péptidos opioides están ampliamente distribuidas por el sistema 

nervioso ce~tral y•periférico. En el sistema nervioso,Ja PENK se ha localizado en corteza 
,, ... -_"". - ,_ . -

cerebral,; ·~angÍi()tbasales, sistema lúnbico, cerebro ,·mediO, tálamo, hipotálamo, hipófisis 

am~rior\~ p.d,si:~~b{(\yeisinger, 1992). Adem~ •• s~ h.~ ~~t~~nado la presencia de mRNA de la 

:::f J;:;t~1~~;1¡~;~~;::i:r~;:~i~ltf:t1:~·=~=~~~~ ~::d:~::~: 
mesenquim~tic?~' j/~n '~iérto(tejÍcios .~eproc!u~fv,?~::.de mamíferos: testículos, ovarios, célubs 

::1~'.1!&~~,fil~~~~'f k~t~l~~ ~~r~~{i~~~r t:~~"d~1 .~::e d;~~~~: ::i::: 
somáti~a~·>;~~ii'&i<J6~ '.~~ -;~m dtir~~~~, é(·d~~ar;oll~~· y en células espermatogénicas de ratas 

.. /,? -; ;, » .· --:>'.·-:-~.i-~.'-· .• ~~':'.t-~~,_~;_;~·:,'.::: ':':-": ·'..'.':.'?-,,~:·~_-, /-'.:';~ ·~ ·/,¡I~.;-.:::.~-~~:~¡''t:~~-~:r~-... ,~~-,,·(.:::~,;.':~-';-:t_: .. \:~?'.~':'- :;· ,-:_·: . ' J -

. adultás. MáS'"rarde estableCió que' la' é:orlcentradóí-l:dé'."ínRNA en etapas tempranas de la meiosis 
. , .. _ -~- ¿~:~-,_; ~- :>.~."-. :i,;:;.~.:~·- ?}.·\::·.:: ·;;·/.::::.;> · ~:·r:~: ;:::i:: .:.:·;:-:lJ,~i;:'.-.1:,~t-~~·:,r..~,}~~x-?:.:iL~J;}~'.i~~~\:~~~;~~~·~5r~~ .. ~>:-;'.··r ~ _, ._ .. : . · 

es menor a:la''encontrada.:en:esperinatOc1tos;;yJ;espermat1des y declina de nuevo en los 
_ _.". '. -',· .. :-,·. :·;;:',, ,_,>\.>_, .. 3 . .-:_ .f;;.1:=:~{.~:-: -~~,7~(-~;::·::~·?··:3¿;1: .. ~-1~~\$;~:~it;14~~·~;;;,~~~~'r'::;z.~r1:~;;~~~,.~~.1;.:_;.·; · .. ::.: 

esperrriatozoide5- m~diiros:, ()i;fo~:-1 ~ej!p.o~J~8fü*:~:ts~é~ic;l~~iproliferativa en los que se ha 
. · · :.. ' '· . · . . . · 1.-·. : • ,·_ '.';. '; :.":_o-i\'CJ:;~;-'.~'új-.. :~; \°! t_'.:~-"-¡. ;1'X:~~;\:_:J1':'.6.~l ,:1}~l.):'?:.•(·,i'·?J~;~;.;\,.~}-·\1 J'.'<7•:: .~·:.: 

reportado la· expresi6rí; del ;·gen\cl~i láiPET'J'K~)i~t!u)'e'fifi:~rn:1osfneonatos de fibroblastos, piel, 

~::::~2:~:~::S~~~~}i~lf f i111;;;:~ ~.d~: :::'°::.:::: 
ocupa este trabajo .y de sus pépi:idos'féie.ri~adó~;';ha'.ií:;sido ! reportados en diferentes linajes 

, .. ·_· · '- ~ <?'.:. -.::/t> .. ~·-~,~;~~tS~i-.h·é?i~_~:.~:~~~~:-,:i~\ f·f~~5~~~\i_}\.:' r-.<·,,.: - . · 
celulares del sistema inmune desde:hace'líiioS:aieCisiece años: Se le encontró no sólo en células 

. . : , . .: >. -:-'·::.· :::-~·/:(_' .. ''.~·5';;:~,:~~~f\~:~-.;;';;f?·~_::::,q'f:?f:?~->/~/{ ;?-;;?:~':::-~:~>· ·>.:·.,:.' ', 

hematopoyéticas norma¡es':QiI1foci~os':ff&t$19citos;(linfociws .· B del bazo, linfocitos de la 

médula ósea, macróf~gJ~'~,~\f~t~,~k~,i~~~~trÍl~:~~\I~~G5~1~~.'.1tiastocitos, etc), sino también en 
células patológicas Qeticc)c:i~!J?~~:1;íft~.hu~~i)iiifcii~{\(}';J3){~evisado en Terán, 2003). Además, 

, ·-·. _· '· .:_: . ·-.:, ;. ·:. ::· .. . ,_, .. ,;Y-: .:;:7 :, ~~p ~,\· )i~Íl"~~f :~1~~~:~p.::~'.~¡~7¡:k,'~~'.\í:?.f~ :¡r~'1~:'.·i·:1~<f~,~~~.éi!;~>\ ~~'.~-~·-.' · · •' _: ': -, , · 
en la rata, el mJ:{Nf\'He\linfQ'.ciic)s~mt~f~s~n.ta}:~º(por,~entaje de similitud del 93 % con el del 

:~;,~:, t;.;,d~?li~2:fr111;~~f f ~~t~fü~f~Td:: e~::",;~=:u::e ;:; 
' .- -. ;~/ : • ~· ¡_> 

sistema nervioso. . / ·. 
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Participación de .. la proencefálina sus péptidos derivados en el proceso de 

proliferación celular 

Dürdnte los {1irimos die'z aÍíos, los estudios sobre la participación de la PENK en los 
. ' . ,. ·. "« ,,-, - ·. - ~ ' .· - . - --- :. .; :·i_. ' - • -~- --~-, :· : 

procesos de prolifer.léión ydifJ~eÜ~ia~·i6-g~~l~lar se concentraron en analizar la función de las 

encefalinas libé;~das' al ~ediJ~·~~;gc:~Jfü~.·.·n~ e~Í:á forma se démostró que la Met-encefalina y 

el péptido F,inrub~~·1X·ptgü'r~ifli'6~~d~~~~1il1;'de •• l~"re~inayde neuroblastoma (Zagon et al, 

se induce porlinf~drias y otrd~·pr~~eí~isn?'idén~ificadas hasta ent6n~és,:f6fu'~ risp~esta a la 

:~;~:~~~~~~f ~t~~~~i{~~i~!iI~~i~1it!~t~~s:~ 
aumentan, des pues de : la . est1!11~ac1on · con c1tocmas_ ,táles,;.. como., el . factor de crec1m1ento 

~/:_~;·/~_-:/.;_ :--~:-'~-(~~·/):.'..~,=:;··:!h-:;~~?~f;:-': ··\:~J-~:. -~\'./;,··_',~:·'._ ·-·(-'.~,\ ... };~'.::e,:(~;,;·,'.·;_~:,{,~-' -,~:; ,{;:t:\":: .. ,~·~{',~Fj:;~:. ~\-'.~·::/ -- ·--\·'_. :·: '._ .. , '.:: · · . 

transforITlante,'. ¡3;{fQFJ3) ;{ u1f iridúcror,~e· la próduc.~!óni:d~'.:.c~::-Ai.:lem<ÍS; se ·ha reportado 

q~e i1.fü'f~{~@;l~~~:~~J~.~/~~é~J~~~,~:~1~~~~6·~.;!tf Kf.;[~f [i.~t~;~~a,T~~presi~n._del •.. gen. de.· la.· 
·. • proehcéfaiifía·taüíñéfít:a'düfuni:eJa\ransiéión'&" la· fase~G ir (cr';i;C:iffiiéiíiafa s.· (diferenciaeión) del 

··~l~:1~[~f f !t~i:~d~fii{~i~~~~~¡[~'~~~#~%~~~[~~nib(~~;,ct~• en 
, .. ' ; EJ~éc~,<:)peqt,i~.~ ~~A'.'~e !a'.PENK)e expresé erí grandes cantidades en los tejidos 
: ' '. ':;'.,_._·_- :.::~;~';o_::·-'·r;'>!.!f'~f:·Jff:?•J;7;.~)'";'~~;(f~_:~,:_:::_-:'.:----?_-· -:~~·-: - . -_:.. ',_ 

en _desari-oll6,idefo1arriífer()''aunádo a lá amplia distribución de los péptidos derivados de la 
·", .~ . . ·: .: \ :~ L;\~_F·:t;';/{:{~~;_;!t!J1:'~~;·?1~:_L:~:. ·..;·: "_:· ''.. ._, . 

PENK; són .~\~':'.id~J:l~ias'.qU:esustentan la participación de esta molécula en los procesos de 

::~~iilf 1~~;~;:;º:~:: y libe= un• = o=<id,d de hormon" 

f}euro~~~~{~i~~s.? neuropéptidos. Entre estos se encuentran los péptidos opioides, y en 

· esp~~i~.Í~~::d:~\l".adós de la proencefálina (PDPs). La expresión del gen de la proencefalina A 

(PENK~Á):'e!l di~tintos linajes celulares del sistema hemático se demostró en 1986 con los 

tr~bajos re~izados por el grupo de Monstein, en pacientes con leucemia crónica de células tipo 
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B (rev. eri :~agtist~, •• Ú9?7). ~n '. i'9~~. ;~}' grup~ d~ Vindiola reporta que los neutrófilos 

polini6rfonud~ares,.•!o~)euC:6cÚos.· pl"ed?friinal1tes ·¿f11á circ;u!ación sanguínea, contienen y 
liber~ PDr1Ás.< ;.· ·.·. · · • < :.·) ·e··:: :.':';_,> · · 

·, '.- -'.' ·:· :.;.<:;'::.·-:_-,_::::·~t._,_·, ·.: ::':} _:· ... ·:·:· · .. : -:··;> __ : ::_< _.~ · - ,::~. <. ::-'.-.·:.-~:.:~~:~f~::,~:.::):~-~··/~-:~::~s·~.~-:\~}~\,.:.;-: · . _. . 
. otras'ii1vestigafi~nes•han repb-rtadódi~efso~·efectÓs'.de los péptidos opioides sobre el 

. :3~~:~f í:tt~¡~g~ilf i~~f~l~i!~'~~~:: ~.::.~:::~~:~ 
secundaria.·po~.su•·a¿~ións6b~e-:Ias.:~i~b2i~*~T·y'íci~i-fu.~ta~~nios generales de defensa irununes. 

La Met-e~cef~ira:Y;h ~~;~'.~~~~?f ;;;~~í~~~fü:Hi.>Htencian la actividad agresora natur.U o 

"natural .killer'.~. :Y:i-hum~;::;tán'.':I~-'c~tidaéi~·ae:;:linfoéii:os\T. Por otro lado, tanto la cc-endorfina 
· ~, -::'«.-~:_ ~-: '::.'-_-:T~ }·S:·:_;~:;¿'.;:~-'.',,:~l~J:r~~~f:;'i(;:~~·-~ .. ::ft~~i~?SJ:?!~~'~1:~f~:~}/::ic~: :.:-(:?~;;<'/::\-.-.-, ·::::· -: · .: ,,' .,.-, · • • , 

como,·Ia Met~encefahna1y:i:I..:eü-encefalma;'.,1iiliiben :la:.:respuesta del lmfoc1to B a los globulos 
· _ · ... _·:··: ::'.'-~~:;~-}'. .. :--.~J~~\·.-;-: .. ~:;~Y~:~};1'~·~:·;:z,::i;~_j::tt~~~~~~!:~z~í~i;;t:~~~;·~.:,1~·~~;:;,,:_:.~~,~~;;::;:-~/; ~-~-,;::;p,: :.\·~ .... ~<· .. -:. - . _ ... \ · . _· 

rojQ,, •n· ''º'º· q~é 1'&'éÜdóifi~(icilUB~·li' ,er •"'"' humo~ •• prim~'. '. b h•mocimm, (,.v. 

de 1.0 kDa que sé liber~ al ~acrivar'los \'iie'Utrófilds:_(Yiridróla;'?l 990)'(En:li(médUla' osea, la· Met-

encefalina libr~··r~~~f ~~~i;t'.~i,i,\~%~~'.~~:~~~r~t~~;~~~t~:~~,i:~J~!;~~~;~E$r··~~i~"·est~-·proporción 
alcanza el .66%deI:tol:áltiJ;os'pépi:i~9s'a~riyaCiós:A~;¡,a,~.s~'(SDPs) sólo se han detectado en 

. · · . .·· -. _:-~,.; 1;:~\·S:.;;:;.:;:~ ~~ .:~~-~~~ii:~'~f:·: ·~'_\::;?~ '.\~~>~"'.·,~~;~(.':1,[¡'/~1~~;~;;:~·:1·?·.'.'~tT~~~:·~· ~:~;' ·-. ~€' ·:··· ,. _· 

célubs del sistérria heiii,'~top,(:iy~t~~()'/p~r~'.'~.~1,§}ic~ófüáún ño' ha sido des'crita (rev. en Bautista, 

1997) .. Las en,~~~\~3~.~~fil~~%;~.fí~})i$~~~~~tt~~l~r;\~~f-expresan de manera diferencial en 
neutrófilos polirri:~rf'c)O.:u~l~ai,e.sc , -'acrofa"os;'aiveolárés, estas diferencias coinciden con las 

. -. ' ,. - :.-... ". :' i.~:·:.,'.:.~/'t;~:·.'1íJ'.~:~:s.:~;·~°'l.·,~:~."~~:,;~,:~·i«:.\.,,: . ' ~;~'.~i¡?i::-~ '. . 
distinciones en~9ntr;ldas/en'':di'pr9c~sanuento~p-qstr:aduccional de la PENK-A en cada tipo 

ce! u lar .• (\'if ~rql~~~-~·tl?~K~Z~J~t,';:1¡;~~~tf ;,_.~~~;:~f ~;{f if .i?f-~~ .• -·• 
·Los efécto~:,d~ !ós'péptigc)s:'<)pioiéles'sobfo la modulación de las funciones de las células 

del sistema il1lllun~, se ,ej~ri:~i{i ~-'ii..t¿~ dé i;¿e~~~res opiáceos, tal como sucede en el sistema 
.- .-, . ·. .· ·' -. " ·.,.:. ·. , .... \ ... <:' :· -,. . '· ., 

nervioso. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los trabajos iniciales consideraron que la proencefalina se sintetizaba como una 

molécula precursora que al entrar.a la vía secretora de la célula producía los péptidos opioides 

(Rossier; 199 3): Sin embargo, :~Stl!djos recientesidemificaron. a la· proencefalina intacta en el 

núcleode·~¡l~las fl1es_;n~uimáticasencultivo (B?ttger yS,~ruce, 1995), y de tejidos tumorales 

de hip6fiSl~hüi~~·cVi~CÍ~61'.1~t al, :{998).La p~e~;~-~i~ de·i~ proencefalina en el m~1cleo, unida 
. ··:. ·.:: ,'°;·~~ ).·:-'i~t:.~·~·:;~:-;~;~~f.;~~'~ :·::>/"/, ?" i'.~; -. < _':: _,:·_.:-_·, <·; :: <' ;,.·_ ,·> <· ·~}!:: ~- ':,.-~·~-· ~ -~--:~'--'::· _·:~~~~'.. ___ . - ·;· -

a cromatin'a',,;.iuginó 'su' p<lrtiéipaCión en la régula~iór1de:la. expresión génica. El equipo de 

::~~~~i~i~tt~::;;:~¡~f ~~~~~f~c;~~~~~~~~i~;. 
localización'difirió ·de la· encontrada en células .·s<lbconfluenres 'én :el:apa;'proliféfatiyaf;.Además, - · .. ::: > ... :'.< ':.: ).i,'.:: "·, -~-" .. ~ <.-.: ·> ' .... · ··-:..-· ·'~ -·;,;-~:·:.,:_:.c.~~,;,r;~-- -~?.-:: ... ·~_i;_y·~?~~)_;_~·k:;:··::-:: ... 1: .. ··-.:}_:. :.(··,-\·:.>.'.:_~:. _,:.:-.'.::}:~?!··_.'.,:~~~;p;~··:"'.~~~;·".i;~-~:f~~::(:.~r:.::\~::::~~~~:-~··:<. · 
estos ·•·autores\ enconi:r.lion .• claras .•diferenciii~\eri' Ja' distribución süb::i}udearl~ntre'i'célúlas ; de 

. > >.--:.·. -~ · ... <·. ,'.. . . : ' . . ·:,: : '(. ·~,,·" .. ~,';",_.\~:'.;\~¿~~~'".'~-'~'.·,~;>'. .~·'.';'.";':<:!':~.</>.:::'. -.'."·;:. ~. :_<\' ... ·:~/~: (· 1;,F;~:.~~'.:·.~~,:\'_]~;:;·;·~.1/~'.~A¡i:{fj!,~-;~~t~-1;~1•?-;~;i.V ;.~¿f·:· 
mioblasi:os· de ratón; indiferenciadas y•difereríti~das y Clemostraron:qüe'a! '.tiari~f6crar;tel'.cDNA. 

::,~:n~::~:~~ri~ºJ~n:l~:~t~;~~~~~~f:~Üt~t~~~!~~~l~~I~1l~!~~) 
otro lado;·. en. un trabajo. _teórico sé:demo-s't~ó'.'q\:ie' la pr~e~céfálina poseéX'dofüiñiciiC!é:uruón ai. 

~:3{~f r~:;~~t~~!ffiif ~1¡111111~!~~:~~~¡.::: 
roteicos ue .. mic::i \lrí'en•el" '·roces01de'.' ''folifei-acióñ;ce!úlar"i;''.>.'' ' 

p .. · q ,;P •/e~': ,~ .• L~;~;¡;e~~~ci•¡'¡(·}~"}~ffi\?:ó~'¡E,(:'i•}'C'';),;g>J;'il,;}f:,t,-;f;<:,if;(;~fr/T''·· ' 
Desdé .háée siete(iños lásdñyési:igacioñes'ten\el 'laboratorio de Bioquímica Celular del 
_ . ,_ . ~· :;:0-.: .. :·,,,-,~~.?·:).\.:i.~}¿<;.:~·~;~~·2-r_r¿m:~.r~r!;·:: .. {·~{?y¿_'.-~\'?~~~g;~;:t~·?;:.~:;):}::.· ¡-:-':··.,'..-' :·, 

Instin1to de Fisioléígía (BUAP)/se.h'aficerifcicadó''eri:'.esritdiai- los mecanismos involucrados en la 
·· ·: / ··::·.· .. ,: -, ;··:x ,':..tt'.·!~{ ... ·::}~_f:>>i~~¿i'·:~0:~~-:~~{~)~\:i~,:~\~!~J;:,r p~,~;i;tú~·~'.}?~-~:~'~?, ·:, ·-~\ ... · 

síntesis, transporte al·núdéé''Yuruón"aJ:DNÁcle'lós péptidos derivados de la proencefalina; así 
. . ' .. ' .. ~/:':. ':!-. .-) ;:· .. ;;it~'f?;'~:::~"~·~t,~~~~?~t!f~~~~:;;~~'.j,;,·~·,\ :·;;, >-· :'·>·' ·~, 

como su participación,éii}lc)K:P'io~esC,,s'.'d~¡pr,oliferación normal y patológica de diferentes tipos 
. ','._":~-i7·;:.: \;~,.~;,.()~"?.!,ti-¡ ~-~·/;i;_;¡-;¿'..t:f:>::~/.~;~_,;:~~·i'.:.·.:'''-·.":."· ,.,,. ;,_•; . . , ' 

celulares, entre los. qiíe!fig1ff.iff~l_#s'ileú~effiias humanas. Una serie de trabajos realizados por 
, : . . .. · . ·:· .'.'·' :.: -.,., .. '.; :.:,:1·,·.i • .:,~fi!::y·~~t::\·: .; '::·· ·';:··:" / 

María Rasete Enriquéz;<resrudiáÍJF~~ dél·· doctorado en Ciencias Biomédicas, UN AivI (tesis y 

manuscritos en p'~epd~}~i6Af~'t'.d~~~e~~ran que en los fibroblastos embrionarios de ratón 

pertenecientes a la-.üri~Í.Nfi::t3T3, el gen de la proencefalina se expresa en etapas tempranas 

del ciclo celular. Ll ~~~'.Cli..iht~~bservó, simultáneamente, que el m RNA de la proencefalina en 

estas células no conti~n~ el exón II y por ende carece de la secuencia que codifica para el 
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péptido señal; Este rne?saje;ot~ad1.1jop¡-~teíriasque ~e t~ansportan,al núcleo y que se localizan 

en el · nucleo:pla~~a:~}'~Ios ,n~~Ieo!ós.: }!l nus~() trabajo ha de~o~tbdo que la transfección 

transitoria ;,pe~~ente:d~ u~'cDNAq~e·sóJC>conti~nelasecllenda que codifica para el exón 

m. p~o~~~::~h;incf~~ento 'sÍgni~2dfiv~ ~n~;f~s/ni~el~s de:!~·: pr~;né:efalina citoplasm.ítica y 

nucle:Ü-, a la'~ez que i~duce ~ngran a~l11eriwenla 'proliferación cel~l<Ú". 

. ··fa p;oeI1cefalina se exp~esa e~ al'.ta~s, ~.()n~:ntrac~~~$t~~;,fot!~~.t.5, tumorales. Adem,ís se 

ha reportado que el estudio de la hipermetilació11 del.pron:iot§ri.cie:,este gen es un excelente 
·.,. . - . . . ,'· .. ," ··,'_·,· ;·:-'.'.; . . -·.';. -.:---.··:"'.'ó_i __ :¡>:;,'~'{/:('.<:.!._~;:~<::?~,:i,}.{Y.>: 

marcador.de la actividad carcinogénica'. En,un~turrior áltamente:proliferativo de hipófisis se 

corro9oró lapresencia de la ~r()~~7~f~iáf~ ~~~~lf?,~~I~ÍT~t~#Z?~~~~: •cols). Esto también se 
observó . en células. de . néuroblast(>rrúi\ fitirrl~(,';'';'d,<:}ri,d~~Iá'\{P~<?én~efalina se localizó en el 

nucleoplfs~,a:,,.I?~. '.~·~Sl~,f,1~.~ .. (;2,CWªl~.1~1,~~~;.~·~~·~~~~~~~·f'.~!1'éf~B~~·i·•~o03). Sin embargo, en 
ninguno' de estos ,,estudiós' se,'ciú·ácrérizó,~d 'papel' p(la 'pré)eíic~faJina'riuclear. 

~. ~b·~~1~,~~~r11¡:rf ;::;r~:~~:g~~~~~K~!!~i~~~~:· ::::::: ~, :~~~]~ 
en fibrobbstos. ESto nos. sugiere qüe la funé:ión'de los prodüctos .den vados de la proencefalina 

,_::.:::_._:.'·:::>·.>--.-: ~:':·· , . : . . ·,:·, .. ·\'::.:·'.·.:~:·::·:,.~,~-_',7-'-'-,:·_·_:./~,:::_.,'.··~·:~·;>:~.y:'.;x.·,..:·-_·.. . ,_, ·: 
liberados por la vía secretora: los péptid~s opioides/so'n' ind~péndi~ntes de los que viajan al 

núcle~;· De lo~ diversos tumor~s donde:;.s~{~~él'.,~s~c!l~~; el ·papel. fisiopatológico de la . 

proence:f~imrnuclear en el laboi"atorÍo/l~s·;~Jgii'.iá~ a{en~i6ri han tenido son las leucémlas; En'.· 

particular, se·tie~ebien caracterizad6i~~1~<e¡·~~n,d(Ú~'·p:oencefalina se expresa en dos líne;s 

ce! ulareSieucérnicas .· humanas,1-~-~c):~~-~q~el,¿Cítica)] Ú9 3.7 (m ielomonoblástica), en las que 

además· , e'~sten~Jas .. ···e·nF~; ;~s~g;~-s~bl~s : . d~L .. ,procesarniento post-traduccional de este 

:::;;,~§~~~~:,f ?~~Wii i§:\~~i~~í~~~~w: :::~~:,~:::,: ~~: 
nuclecilos::un&:dé'Jo~'ffiRNAs dJ;l~'p~óentefaJin~~qu~'sé' expresan en estas células carece de la 

: .-.:-, :.· · -.·--: ~· .. ::ú/.·?;;/~· .. -.·. :·;·:; .. ·"~'->:: >:;_,_,,':.~r.:='.--~'i.:t.~.::L: .. : .. :\~~i,:~\:?·.:~dt~\~i~it!'.'.~-:1~:\--~~:,;:-~\; ·.-- ··. 
secuencia'ddéxónnr(en\d,human(:¡:esté;:el(éFsegmento que contiene la región que codifica 

" '':: :; •;: :«·/~ "·'.':'.: ,;.~;: .. :.,. \ ~ .. >··: :;,t '. \: _ :~!~_~'.::, ... ... ~t-::·~~-~;f.'t-~L'.~.<,_-:~-'~{~~;'.~~:tJ.~~~:;\~~:Í:~b?~~t;'~:,'-"'.:::':';::.: O'J ·',' ; 

para eJ péptido.señru):y.pcidiía's'ér~él gíie':se'ffaaúce(para dar las proteínas nucleares. Además, a 
' , .: . :1_:: ., .. · .:-.,.:,.'. >~J:'.··:~r::,,: _:_~_-'.:;-:>,./'·:·<«:.--\~:,·;~ l~1;~·~,~}~.t!::::;'_~L;~~'~.'J'~·~t~:fy~<:~\:}-!~~·>·". :) ~ 
diferenCia de los r'dsultádo"s"óbtehidO's'en la:línéa celular de fibroblastos embrionarios de ratón, 

, ? . .-_ "~;,'./~::·'!.~ ~'..''. '.,~~1~.'..'.~.,-~¿~'Í·~,y:·'.~.~·~g_!.;-~'·t-:J~,~>i;'í!~~~:)tJ-~f-~.!;::f/f'.~L_<:~·-//. ,>: .. 
. en· la línéá;HL~60frióis'e(obseijq';rungUit'efecró sobre la proliferación luego de transfecciónes 

;~:· '«,;:: .:-:J: -~.;~}.<~:>· .:;~~~\ / :~2~'..>: > ~\~.~;;_rr~~=:;~;?J:;~f:t: :. f~~·:; ... :· "':.r::-/ . : · · 
transitorias d.él'cDN'A"que ~ol1í:ierie solamente el exón III de ratón (Padrós y cols, manuscrito 

::~;:ti~~,~~;;!~ J~'j;\ i~ · l'eri,u que el ef etto <e prnduo;n, <ol=eme en oó!W,. 

,·.,.: 
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HIPÓTESIS 

Los resultados de, las transfecciones transitorias nos llevaron a averiguar si en estas 

células de orig~ll.Ie~c'érTiic()''.~~;E~~enc~falina nuclear realmente participa en el proceso de 

proliferación C:e'iGiJ;~tnl}cB;BS_1J.:h~~~~h,Ios;fibi-oblast6s 'éínb~on~~s. Para responder a esta 
, . · :<· ~. -: :~ -c:,;:i:~·"_L -, ~-~~i:~~ y.';;)·f ~~,;~::{\¿~~~:~;.'~:·.c'i:~ :?,~ '.;_:~'.:~!-~.-,¡ ; .. /~~-~-~ '{ ,:k'i: ~~'.( ,,~_;, ·¡ ;.y~-:-.::'· ::·:: · ·' ~ .:; :::.::;::: -:. -;;_:::'_ ';_;~ ·;::· ,: · · _ .. · -

pregunta 'se. gen'ei::;fo'n'tlÓiÍ~s''&)a: léÜcéil].ia p6rrruelodtica; lilirnma de la ünea celular HL-60, 
! :·· '. ·_._ ·.:· '.· ··< .' ;~'.<,·:.h-::.i~'.f·:-:::-~~~~:-~z·fi~~:,~~-~~:~~,~é;~~t~;:\X ¡;·}.i~1·"''.,,t·:~-~!~ ~ :;.;_--~;: ·~;?:/p:--:.~~;~:~.;:·:-.:;1.::;:<.;:>;:!,;;,,.Xf-~lt~~,::<~~1~5-: · ~ .-. ~. . . 

provenientésNé:i;I.L;rí-#iS,f~C:cióii;'~sEa~lé'~(pefuian'ei1.t.e);:e:9n¡~éEcDNj\·de la proencefalina que 

:::fütir i~lli~1ti~i¡Wtf ílf~?t''~::i~re~ nuclm (no contitne J, 

En estos~d()nes)e anhl!~<:>:h1: p~ohff!.r.ac1on;ce u ar;.y,,se:reahzaron estudios moleculares y 

~::i~~~~l¡~iY~t4~~~f lf ~~~~~f:d;do, .,¡ como !~ civd" y 

' ';:,:· :,/·-:,·;··,' '.t:'' ' ~. 
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OBJETIVOS DEL PROYECTO 

Objetivo general: 

Caracterizar por inmunocitoquírnica y métodos bioquímicos los péptidos derivados de 

la proencefaliná en clones de la línea celular leucérnica HL-60 transfectados en forma estable 

(permanente) con el cDNA de la proencefalina que produce la proteín~ n~tl~ar: Los clones se 
- . . ' . ·' . ' . ' . - .. ·.·::..,. - .··.:·.,-. 

seleccionaron previ.amemedeaqierd() .. al efecto queprodujéron .sóbre'la"éroliforación celular. 

;~::;::~~~~w~~~f ~~;~~t::~:·z:~i~d:~:::~~!~i~:3::~:,:·:: 
células no-difer~~~Üd~s'{~~;~~¿<l~:p,~olifer~tivo), como.encélulas diferenciadas a neutrófilos y 

1. . ~ '.. ;::·,-··. , -;.¡.,_. '.'· ~''.; .,·Y.~' ,. .;,- '' :, .,. ;· <· . :· -~. - , : . ·. , ' 

a macróf~g~,{/,}h;;iX· . :.~::· :·· . .c :· ' 

.··· .•.... ·· •<1'''.;~(·it~;f·0:,;;,);j, ' ·.: 
O_bjetivo-s'~P~a~~c~l*~é~::·'.': -~;·_~-~ . -. . -: . 

".' .:.:-·:, __ ._:·:.- ·.:' ¡:,:;-_:_ .• ··:~:\'+.:··'.-.--,~ ,,.. Z;_,;;·'.' · .. :.,: • .-: .... -:-\·,. : , . . . _' 

l. An~i~dí-:\i pbr~.'..~T~~C~'.el: lilRNA . de la proencefalina en células indiferenciadas y 
;_ · .·:·_1··: .-.·~:-::.:·: '_:}.J\:.:>w:._~·~;·.;>>· ·_··.·;_ ·~:, · ·-.:'. , - ~· · · . '.. . ; 
diferencia.das':a'.néútrófilo con dimetil solfóxido (DMSO) y ácido retinóit:o; ya macrófago 

2. •. ~R¡~~Í~~i~~tf %:~Yo;jh'°'"~~fuli~á P~'.i~~~~jf¡¡f ,~{[;~'"'" '" 
célulás.·iridifereiiciaoas.. diferenciadas a' neufrófilo :(conDMS<:),'!y;''áéiClo".jretirióico) y a 

'· . :~r~if =~~r::,~1r~5t]~~~~l~f ~i\!ilt~~t~J¡¡:.1· ;ºnn'. ,,,,b1. 
4. Corroborar la transcripción del.C:DNACi~.lá praertc~fálin~ transfectado en forma estable en 

/ ,·· . '· .. : : . - -,,. ':< >':' ..:::'. >-;~.:.···.;:1:1.~_::.;.J::;;~;~{~:'·}11~~·".,'.'.!~~.~~<~:-~;..:·':-.'~';;,¡:,.:~·.: .. ~":°'~':<' ·"- ~' ··~- - . 

la~ células clonadas mediahi:e la~'t~d:li~~~;'d'e''ti~~~;¡~~i6~.'.i~~ersa y reacción en cadena de 

1a ~olimerasa.(RT-PSR/.:' 1<:~r;~i,':'~t'f~~,'é''' . J~r~~\r'',~.; · 
5. Cuantificaré identificar'.e.idasi'célulás:c ona asilé>sépéptidos derivados de la proencefalina 

. .-.. ·' ~ ': '. · · ·~:.". ~ .::;\~:/ '.:~i~~'i{ ;<v:; j~;)}:~iZH~~~t-:·;,~*'1:~~·~~·"Z:~.~~<(J(;:~ ~ ,.::.~-· r . ' . ' . 
0 0 

• 
0 

por rad1ommunoensayo (Rlt\) ~y,:,por::electrofores1s' en gel de po!tacrihuruda seguido de 
. -. ·. . . _.: ·. : .~: ·_<:«J' ::: ::!."-:·~<' .. 7·,t,·p;~~4!!-;' ·'j·\~~~h~· .. t~~~;:' -~~?\~',·, ":-~;,._,:,_· .. ~-:; \ : . ' 

inmunoelectrotr~sf,7r~~Si~,;P,e?,i~re él üso, de anticuerpos específicos (Western Blot). 

6. Estudiar poriclri~~~~it;64~C:X!~'.j~»@ifición subcelular y subnuclear de la proencefalina 
• < •• '' • ." ·····,'.'•.:;- :;,,' ·" •• , •• 

en los clones.de.céluÍasHL-6Ó utilizando anticuerpos específicos . 
. ,.__..-, 
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METODOLOG:lA 

Diagrama de Trabajo 

Descongelamiento y expansión de las líneas celulares (clones pw4) 

Congelar en N2 ~ 
para mantener la linea ~ ~ Mantenimlento de las líneas celulares 

• 

Homogenato celular Aislamiento del RNA ,J.. 
,J.. ,J.. ,J.. 

Blotting 
(Western·Blott) 

(Cualitativo) 

Radioinmunoensayo 
(RIA) 

(Cuantitativo] 

Transcripción reversa 
(RT) 

,J.. 

Reacción en cadena 
de la polimerasa 

(PCR) 

lnmunofluorescencia 
(IF) 

,J.. 

Observar al 
microscopio 

Expansión y mantenimiento en cultivo de los clones transfectados y de las células 

HL-60 silvestres. 

Se usaron células leucémicas de la linea HL-60 (_-\merican Type Culrure Colleccion, 

númcro de cat::ílogo CCL240) prO\·eniemes del sistema hcmatopoyético humano (linea celular 

de leuccmia promicliocítica). La mecliciónde Iaprolifcración celular en estas lineas se e\·aluó 

por el método de incorporación detiinidin~ tritia~a ~egú~',füe des~ito ant~iormenté (Pndrós r 

cols, 1989). La metodología::d.~.•.Rr~~~e~~~~~-'.J~~fa1.~f i~~·~·~·:eE;\~.s~~.~~~}~i,:f~!.i~d~~ ;~.~.l°.s·dones 
de In línea celular HL-60 se desai:i:olló'':corúplctamerite'por;!:i·Di:a, Mái:í:{Rosa P:ídiós Semorile, 

_: : ' : .. ··_,>:. ,:·:~\:~!"{\,.~?}\\:_.~'.'.~i¡};f:;:'.\'."-, \\~ ~~~~-.'.~\;>¿~l-~;·\~;::~;;~f:(f!:t~;~~~:;/¡'>:'.~~\; :·· :·:~ ·~~·~ .:':~-.- -.- - -
trabajo c1ue forma parte de los .: proyé'cfos•de' CONAC'('f;3_7882~Niy'3176+N; ·El construido 

PLBC-1, donde se incorp0r6(~1;<!K¿d::rd/~~Fg~~:j21"~1'¡j~?J~€~f:t1~i%e r~ton al pl::ísmido 

pcDN~-\ 3.1 (+) (Im:irrog~n); r:IDi.Í:ii~ri;~:¿ p~~piú:o en ~ÍLhbo~atorio de Bioquímica Celular del 
' '" : '' ,·,-.~ ' . -'-'~. • . - ·'· ' . :o- . . . ._. ·'' ,_ ,, . - i: .· . . , 

Instituto de Fisiología de In BU.AP; se~uenciado r ~cturumentÍ! su patente est::í en tr:ímite. Las 
' ..... ·' ,. - ' ... 

trnnsfeccioncs estables con ~st¿ ~onstruido · se realizaron con modificaciones del método 

descrito anteriormente por Dn,-is et al (199-4). Los clones seleccionados presentaron diferentes 
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.: :- ;. ·. ";'.-. _' : 

grados de i~hibici6n deJa prCÍliferacióri al co!Tipararlcis ¿CÍn la~ células HL-60 silvestre (células _:-;· :.·+ , __ ... ., ____ .. ·,.--·' -- -··,."'. _, ,,. __ , .. "'f··· ·- - .· . ' .·- • . . 1 - ' 

sin ning{m;tipo~e.·t~knsfe~¿i.ó~)'.I.bs'tlones y:Iascélulali·:.HL-60 silvestres se cultivaron en 

~~1;1i~,~~I~~~;l~~mii~S~1~~~)mZ:0E~',:·:~:~c: 
estrept6micini''Y,(fo ·~r;de!,bicaf~t_nato!:de~~5odi6;: (Nai-icoJj;' i 60 ~d . de gentamicina a una 

:<:··:··; ~;~~ :·:"· ,_~~~~:-~-~,;>\~~~;.::~:i~_~(~,-~~1~l,:f~~~~~·f~Th~{~~~~,~~~~¿~~~{t~:~~~{~0,:~~\:~~?f~~i~f~~-;{~;tf~-~¡i_;,~·· .': ¡~:::>\'·:;-_.;>~.'.; ~.::-··· ·· · ':· 
cC>ncenfraéión'f'de:'SO~·mg/µl,'y;lO;º/~>"deisúeroibovino''.fetalr(SBF,GIBC:O-BRL). Las células se 

, :, . :)~Z :.:,:t¡-:·:;~··~~}'i,:~-; .. :'.f~/~:;·~~\·~.{;/?:;~~--~:~\'..:'.};'~·:;·.- _:{'. ~~ ~~: _·-~::··:'. -~·.:.·:·<-- . .':: ·-..::- -: '. .::'.i .· :,'. ':.·_. :,:.\ ~ ... ·· ·. '· - .·· _ ·; ·_ -- ", 
incubaron'en/atn1.ósfera co'l1·5 %'de CO, a 37 ºC, con ·cambió de medio frescodos veces por 

sem~na.;~~:·JtJI~6·'~diN6r;¿ic/á~ l05 célul~ viableslml yel núm~ro y viabiÜdád de las células se 

determinó ~~~'.j'a_~A~ff¡~ÍcSn de aZuÍ de tripán. (Bautista, 1997) . 

. : . :' ·:.. ~ '/.'. ~ ;:: 

• Diferenciaci6ri a neutrófilo de las células HL-60 silvestres 

Est~ proce~~ento fue descrito previ.unente (Bautista, 1997). Las células HL-60 

silvestres se llevaron a una concentración de 2 x 105 células/ml, se les agregó de 

dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma Chemical) al 1 % . o 10 µM de ácido retinoico (Sigma 

Chemical) y s~ incubaron durante 5 días enJas . c~ndiciones mencionadas anteriormente. La 

diferenciación ,,-óeui:rófilo se compr~bc) ,pd~ l~.~ cambios morfológi¿os que presentaron las 

células; Después. de los cinco días de'dÍf~r~~~Í~c16n,·más del 9b % de las células adquirieron la 

morfologfo de ~ranulo~itos. La p~~~ilr~;~~l~1h;:~~ ~~c~per6 l~~go de 3 ciclos de lavado con PBS 

y centriíug~cióna 150Ó r.p.~.por 10 min. Finalmente esta pastilla se congeló a -70 ºC hiN:a su 

uso. 

• Diferenciación a macrófago de las células HL-60 silvestn:s 

Este procedimiento fue descrito previamente (Bautista, 1997). Las células HL-60 

sih-estres, a una densidad de 1 x 106 células/ml, se incubaron con 10 nM de 12-0-

tetradecanoilforbol,-13-acetato (TPA, Sigma Chemical) por 48 h a 37 ºC. Las células en 

suspensión ~e' descartaron y las adherentes se_ lavaron 3 veces con PBS, y se despegaron con 

PBS supÍe1n~ntadoi:on,l·mMdeED"J'Ayutilizando un pequeño raspador de hule. Luego de 

dos ciclos lav~d~:,c~'ri PBS-; ~e~t~fugaro~-a 1500 r.p.m. por 10 min., las células se congelaron 

a -70 óc ha;ia'~u¿~6. i~·dfr~)¿nC:ii~ió~cl~ las células HL-60 a macrófago se confirmó por la 

evident~ ~x~~~silS~ d~ pse~d~~(jdi};1J int~nsa adherencia tanto entre ellas como a la pared del 

frasco de culti.:ro. 
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• Selección de los clones de HL-60 para los estudios bioquímicos v de 

inmunocitoquímica. 

De las tr•msfecciones permanentes con el cONA del exón III de la proencefalina de 

ratón, se obtuvieron 12 clones a los cuales se les determinó la incorporación de timidina 

tritiada como medida de la proliferación celular. Los valores en cuentas por minuto (c. p.m.) se 

compararon con los de las células HL-60 silvestres.(sin·transfectar). El 90 % de los clones 

mostraron un~ dÍsminución en la .inc~rporaciónde la 3H-timidina. Para realizar los estudios 

bioquímicos se seleccionaron varios clones, los cuales presentaban diferentes porcentajes de 

inhibición de la incorporación de este nucleótido. Se eligieron dos clones con alta inhibición 

(D6E3 y 0601), dos con niveles intermedios (F109 y F1G3) y un don cuyos valores no 

diferían de los presentados por las células silvestres (FlFlO). 

CLONES de células HL-60 transfectados permanentemente con el cDNA de la PENK: 

06E3 0601 F109 F1G3 F1F10 

% inhibición 77.1 75.6 42.0 36.5 6.4 

• Aislamiento del RNA tot.'ll 

Este procedimiento se describió anteriormente (Rosete, 1999; Teran, 2003). El RNA 

total de las células en cultivo se extrajo por el método de Chomezynski y Sácchi (1987). Las 

células se depositaron en un tubo Eppendorf y se lisaron con lml ~e TRizol (GIBCO-BRL, 

Life Tec~nologies) por cad;i millón de·cél~las.'Para pei'.rnitirh(disociación completa de los 

:::?!~i~~i~~[i1i~f iki~í¡}~~:~:~:::::'~~:::.~: 
muestras sé''.ciirni:rifUgaro'ii.'faü2o()o·g;ús;'ffiin"':;'a<1.;~ en una microcentrífuga (Eppendorf). La 

fas~··a%o.s~~/'J'.~·~~~~~i~~~{\~~!:s~!'1f~~l;~g~~ti1firió a un rubo Eppendorf nuevo y, se le 

agregarori 5.bo\~lfd_~-i~°óp.~6piit6i~'f~b·y~;~·p~e~ipitó por centrifugación a 12 000 g, 10 rnin. a 
- • • •- •• '. -C- • : •• :::-~, 1'.0";'-~ ,:'•j ~.,,'--;¡: ,;>'.' ·.:". ~ l,.,. ;:, •. •- ;- • -r• • "• _:, ;,.;·.: , ,. • '· • • ' • • • 

4"C. El sob~e'i'!ad~é ~ldese~hó por de~~ritación, la pastilla de RNA se lavó con 1 ml de . . .. -- .· .. -· .: ,. · .. ·. 

etanOl frí~ al 75°/ci
0

y se precipit6 con una ~~eva centrifugación a 7500 g durante 5 min, a~ ºC. 
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'.·:· 

El sobr~naclant~ s~ 'decantó nuevamente y el RNA se,disolvió~n 50µLde agua tratada con 

.;;;;J§l:lti~f ;i1~lii~li~~~if iíf {j~¡~t~:~::I: 
muestras se deterininó'por l(relacióri)'-esúkante"dela lectura a 2,60'i1.mientré la lectura a 280 

·.'· ... _,,..,. ,· .. ~, .. -'- .. -.--::-- ·:· .. ;::.~·-:_.-:,_~:~.-::~ .. ~;:~~ .. ,~':;\~~¡:~;:;,,~~t-<':~~··."·-'.;.::.: __ ,.,:<." ,.-. -. ·.· - .·-'J~·· . ...':.-:~·.:¡._·-''. ::.'· 

nm de absorbancia, donde}alores''e~tre''l.9 ·y:2.o indican oque. la5 ,muestras poseen un alto 

grado de pureza, en tdn~o,'qGci'1~:~Wbs. ~br d~b~j~ de estos son iridi~io~ dé co~taminación. La 

concentración se, dete~g~~~~h~i~:#~~~?;.tj~e •. ~na unjdad pe absbfbancia a260 nm eqlávale a 

40 ~1g/ml de RNA,est~dato;i'múltiplicado ¡:>.~r elfactor de·dilución, resultó en la cantidad de 

~I~~~f:J~~~i![lliiiIW del m"eriffi gen&iro 'º eorrob,oro Pº' 

Este pi-ócediffii¿n:i:S~fú~\ié:Scrii:ol'anreno'írneme (Rasete,. 19.99; Terán, 1997): El DNA 
, _, - .. ··: . .,: · _. .. ~-d-,:I.i: .. f:::.:.,_~-:,'~:·;: i:~:~·'i~:~:~i;1~: :~f);.>_~·:.,r:~::~.·~ /,-~;;_~-,<;>/: ··< : ._ : · ·_' ~ . · _.. ·;. \.-. ~ _'< ;;·. ·:·-> .:'. '.<').-.~¡:·':::·:_: ·- ~: .. ·.: · 

complementário (cl)l\I~) .AV~:'~,ifyi?~~C:).!'I}o'..!116Id.e o tell?pládo. pára amPlificái:e! •gen de interés 

:::~~~~1rt,1•111~~~~r (;tm~~~tttr~~::~ 
PCR·(lOOffiNLT_ris;tJ:c:I;'ptJ:~~;3;~1so,"ffiM:¡KPt6'01fyI,Mgcl~;20.mM:D.IT;-Grnco-BRL), lµI 

. ~: -, · ·~~-~·f:::·:··:.:;.:~:,~.~'·¡'.f:;ftNi.~;J.'.~?;it?~f~º~:~~::~~!.~~{d/\:k~~~%t<~~~?,¿/.~~fV,;!·¡-:.v;~:1:~:~1 .. )\~ .. :i??-~-' ,:~· .. ??;:~.·:_.~--~-.~.·.::· · · '_":: · .. ·;·<-e~:.··. '·\.~-·"· -~ ~~, ... :- . '.' ·. ·. · · 
de cada Uno~fde~losfnudé6i:idosl·'a:Ct:iyadé)s\o W/'{TPS(Promega) ;' l }11 (40 Uhd) de iniciadores 

<.;.:','\ =.-:::;:-->:;/:'..;_~-~·J_:·~e~E~~~~t.:-?.f ¡~:;1~~.'.~d~1i::tt::t~\l·,~f~~s .. ¡f.~~J)f1;~~~N~:~;f=~~,;'.~e_::~t:_:~lyr.~·:~·:-,~~ ·< .. ~>, ~ · ·< ..... ·-.: _ .. :·: ·-. _ ~-' _·.: -· 

· (nmdcnJ: pnm,(f,c;grólfi~g~);{C):?.J~1('Cié'.',ill.$pi,dpr;clé,;RNA~ás; (RNAsin, Promega) y 0.5 ~¡) de la 

e nzi~~.~t.~~~B~t~¡~t;.~X~f~~g~~~~(r~/~f lJ.~'~1~~.v· ~i6~e~~). C~da uno de los nucleótidos 
o dNTPs~~)l~yq}pof)s'epil,radci/á~ti~'á:'~8'ó'.2entración de,10 mM, diluyéndolos previamente en 

agua rr.~r~~~~~*~iB~K~:(~~~~:1;;~:r~1}:~.1i.I~J·;y;,;J,;.:." · ·· . · 

•. c·[a.~al~neaciórlidel'randoíri prinler, síntesis del cDNA e inactivación de la enzima se 

reali~~~~,;6~~Jid:~!J~i6~id~ l)~ d ternpe~atura ambiente, 45 min. a 37 ºC y5 min. a 94 ºC, 

respecrjv.lrnellte: <. ·. 
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• Reacción en cadena de la polimerasa {PCR) 

COn las célul.1.s clonadas se corrieron tres ensayos con tres pares distintos de 

oligonucleótidós' senaJo y antidentido del exón III del mRNA de la proencefalina de ratón 

(marcadbscomoér~~s,#l, #2y #3) y se midió el mRNA de la enzima.P-a~~~inadol11ocontrol 
de la ~ali~~d.~7}~~~~~s0~e·e~presión constitutiva. En las células.~p~;e.f,~¿~Jj~~~,¡j:~J~~ar~m. 
para Jos. expérirriéntos 'dd diferenciación a neutrófilo o macrófágo; seiiñidió¡'el ~mRNf\:~·de ·la· 

. ,-:' _·.-. · : < ; . ·:·~~~~-Y/; ~i:);.(:/:~~:';~,-'.,{-_~·_1_:-~·> ,. :~ :~'. ~'./·. :-:· _. · ."··. .· , -· _ -_· _-::: :·:·_:\-.--¡-~)1::~::-¡'.;:;~·:;~;-.:~ji??l~~~itfi~J~l~~~i'.'.~~·~~~~'f.<.::.-:~ii··< ~-
proencefalina .humana i:ón .óligo'ntícleótidos que amplifican parte.dél exoitIV;:Có'mo'confroles• 

\-... />;-: ~-... _.\~t~:~~~-~:-~'.~'.:·-< :.~:;:)~_:<;:'.;:)'..t,--.::,2;~-~; _: .{:\:.~;: \:::' ~:;: ··. '. '..> . . . . . -· ·:: ·;_~'.),~-:.-~:-~~-~::~;;,t¡.~;i;:::r ·:~~;;~~·:;_~;:f_,~:i~};.1f:Y~~.~\~~·~:::.::·¡\:·.::>, ;.>_: : 
la expresiórif'i:6~stitutiV.{•·se2'iriidiercfo. los mRNAs .de las enzimasif3'.:iictin'afy'glutáiaidehído-3~ · .. 

~~,~~~~{itf~~~W~~~¡J~:~~:1~~;d~¡f;~Yá!~i~~l~W~fi~~ .~ 

PENK 
ratón 

Par#1 
PENK 
ratón 

Par#2 
PENK 
ratón 

Par#3 
PENK 

humana 

Control 

Control 

.. '." .. ,' '; .,;:; :·./ . ~- ' ,;:· ' 
·_¡.>:-· ,.-. ·;',;:.:,,·•; 

Nombre . Secuencia (GIBCOBRL) . 

Exón 111 CAG GAT GAG AGC CAC TTG CT (sentido) 

Mouse 3'UTR1 GGG GTC ACT GCT GGA AAA (antidentido) 

Exón 111 CAG GAT GAG AGC CAC TTG CT(sentido) 

Mouse 3'UTR2 CAT AGC CAT AAG AGI) CCA.A'(an·ti~entido) 

Exón 111 CAG GAT GAG AGC CAC ;r9 CT (sentido) 

Exón 111 AGA AGC TTC TCT TGT TGG TG(3 CTG TCT TT (a) 

Exón IV GAA GAA AGC CATTTG CTA(sentido) 

Exón IV ·. ATTCGT GGCTAC GCT CTC GGT TG (antisentido) 
. . . '• ~: 

ACTIN-1 ;·~ ... /',G_TC (;GC CGC CCT AGG CAC CAG (sentido) 

ACTIN-2 U.X. ,CTGTTT A TT GTC ACG CAC GAT TTC (antisentido) 

GAPDH-1· { .... T(3C ATG AAT TCT GAT TCT ACC CAC GGC AAG T (s) 

.GAPDH-2 :·•··,•. ·>:.TGCATA.AGC TTG TCA TGA GCC CTT CCA CGA T (a) 

Tamaño teórico 
del fra mento 

566 pb 

751 pb 

.. '5~~pb 

380 pb 

Las n~Ü~s~~~s·;~e ',amplificarnn:en tubos eppendorf de O.Sml, adicionando por cada 

muestra, lo si~R~i{t~:·.~~~j;~r.J::~;a· c'cmcentración 200µM de cada uno de los nucleótidos 

activados º ciNTis ·. cProniega), r µM de los oligonucieótidos sentido r amisemido 

27 



,· . . '.·.. ' .·, ·.- ·. .· ·. . " . 

correspondi~;;~s, 1.5' 1nMde M~l1,(Grnco-BR{), · i.25.U de.la enzima Taq Polilnerasa 

· (Grnco~BRL);;ÚiÍ ~oniguaclor pa(1°PCI( 1ox (GrBc()~BRL}f 9'.í µ1 de. ·agua con DEPC, 
.. -· -. .. ' . ' ,·· ,. . . ·. - . , :,,._,.., ·. 

p<1raun'.vdlum~nii~ál de 20 ~11. (a sím~sis de ~n fragme.ntod~:DN¿porPCR requiere de tres 

eventás; .d~~n~tllralización d~l l; cadena de DNA qud .fii~~¡g~~f~b~~ molde, alineación o 

hibridi.zad6nd~l olig~nucleótido esp~cífico con las~cuencit~()~~Í~~ent;ma del DNA blanco, 

yfa· síntesis o;~x-iensión delDNA por medio ~e un~ 1:~~~~t~i~l\'.~~~~s~~ble. La amplificación 

de los genés arriba: mencionados se realizó en tres, etápas;i"efriuri'(tei-mociclador (RoOOCycler 
' . : ... ~ . - ·: .· : .. ':: ... · .. ;.-,/ ... ;L:'~(~i:/:.;/-~<<·:~;:,:· -~<.:;.':.:: 

gradient 40, Stratagene), bajo los siguientes tiemp9s yJerriperaruras: : ·. 
_:;. {; :.!>:>·. ·;_\·<-· 

:"~', :'.-"· 1}-'·:·,:!::·:--:<.::.~_;;"'.·.¡.: 
' '·' .,, . , . ~>':;'.''; :·" ¡ . '· .. 

· .. ·. Etaoa•1 :;·:<:;).\ 1 •? .·. ·:·. ,, Etaoa 2 Etaoa 3 
Par #1 PENK ratón Desnaturalización 94°C / 5'min:':":. (.94ºC / 1 min -

Upper: EXON 111 Alineación 65°C /2 min A:' ·' 65°C / 1 min -
72°CÍ3 min '< ' 

,l2ºC / 1.5 min Lower: 3'UTR1 Síntesis " 72ºC / 10 min 
Número de ciclos 1 

.¡•·--
30 1 ...... , 

Par #2 PENK ratón Desnaturalización 95°C/ 5 min :, · · 95ºC / 1 min -
Upper: EXON 111 Alineación 62ºC 12 miri ' '62ºC/ 1 min -
Lower: 3'UTR2 Sin tesis 72°C / 3 .. rliin/( " 72ºC / .1 ,5 min 72ºC / 10 min 

;;"::·_: 30 
,' 

Número de ciclos ' "1: ':><· : .. : ' 1 
Par #3 PENK ratón Desnaturalización 94ºC / 5 min ;:" · 94ºC/1·min 94ºC / 1 min 

Upper: EXON 111 Alineación 55°C 12 rnfn' > '· ~,· 5SºC /'1.min · 55ºC / 1 min 
Lower: EXON 111 Sin tesis 72~c.t'3.íllin: ; , 72ºC / 1.5 min 

' 

72ºC / 10 min 
Número de ciclos : :. ·:·1>i,'_,.:; ·:·,:\·,: '. ,' .·:, 30' :·: 1 

PENK humana Desnaturalización 94ºC/.5 min ;,'.' 
.. ··•. · 94ºC /Jmin 94°C / 1min 

Upper: EXON IV Alineación 5S0éifrnin 
,._._ 

·. '55ºC / 1 min 55ºC 12 min 
Lower: EXON IV Síntesis 72ºC i3 riiiri, /' 72ºC 11.S min · 72ºC / 10 min 

Número de ciclos ' 1 -... ... , 
30 . ' 1 '' 

13- actina Desnaturalización 95ºC 12 min 94ºC / 45 min · -
Alineación 

~ 1;. ' ·~-· .'~ . ,' 

60°C/2 min Control '' - ·. : ' ~ .: . -
Sin tesis 

.. · ¡.·~ 

72ºC / 3 min 72ºC 17 min .,. 

Número de ciclos 1' ,' 
' 30 1 ' 

GAPDH Desnaturalización 94°C /5 min 94°C/1 min 94ºC/ 1 min 
Control Alineación 60°C 12 min 60ºC / 1 min 60ºC 12 min 

Sin tesis 72ºC / 3 min 72ºC / 1.5 min 72ºC / 10 min 
Número de ciclos 1 30 1 

Los productos de PCR se fraccionaron por electroforesis en un minigel de agarosa al 

3% disuelto en amortiguador TAE teñido con bromuro de etidio y se visualizaron en un 

transiluminador .de luz UV (Stratagene) y se compararon con un marcador VIII de peso 

molecular. (Grnco) para determinar el tamaño del fragmento. 
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• Preparación de extractos celulares 

Para evaluar cualitativa y cuantitativamente los péptidos derivados de la proencefalina 

en los clones transfectados y en las células silvestres, ambas se cultivaron hasta obtener 

alrededor de 50 millones de células de cada Hn~a. Se lavaron 3 veces con PBS, se centrifugaron 
' .. '·. ·' .· 

a 2000 rpm por !Omin, . y elpellet)1;:;co.ngeló .. a~-20°C Posteriormente los e:-..-rractos se 

:::;:~::: ';º:r~;;;;.;:r;~~;i~~ll~f i~l{~~¡i~; ;~~~~::::" d:: ~¡,:::.,:: 
diámetros. Los homogenái:oS::s~.·centrifijgari:)ri~.a· %090 rpm durante lh y los sobrenad.mtes se 

almacenar~11. ~ .. ·=28.f.8·.'.·;,,.·¿J,:ir::;::~~~'.lJ.~i!rI,·;.:1·0.X~~'ij::i~r~·;?: %·";••.:t:'., .. ,J ... :,~: .. ·· .......•.....•... 
· En''IÓs~sóbreh'ádantés%etréaliz'ó;t.r ciími:ifica~ión'Cle.proteínas ciiyos resultados se 

· .. ".:·.· .~ :.· .. :··.':~\·:'"':· .. ::-~:1.:·,;:;;~~~".::,:~~~'.:~·t:~~:~.1~~:/~~,)~~\~;r;-1\Ji~::.-:r·'.··:;;r;, -:~~..-.~. <'-.<; .. :.:.::' ... :·.<::·- :·'···,~.:~.> <: ... · .. )~'.· ... ',.~':' 1 
utilizaron pari it'plicar'eriHbs:'gél~s de', poliáci-ilanudá" la inismá concentración de éstas de cada 

, : .- -: ~ : .. ·:.'-.·'. · ·~~ 1 ").~\?.: ~ .. :.':~r>{~~:i·::~,:~t,:,~.::t::~f~·~:~ ff~t::;·:·~~,.r~~~f~~l~J1~~10 ~.~.~~-~z~ /t;;\ r.~\~ · :.:.; > _ ... ··. >·.7
. .• • · ~. _ : ¡ -:: · <-:. ·: 

extraci:ó ¿e,·fas díiieaS\;telí.ilares'.'~.i\élémás se;Has'. éínpleó para caleular la concentración de los 
: .-· -<.~:: ···_ ._:_~!\~_.;:{~~Y,2\!_;;:if.~i.';~~~t";,";:~,1::~-Mi·~·~~~-~:·:~~~":'\Ytti"''.':·.:~rF~:.'~;·.::.·-~:-.~'·:·:t;· ·,: · . ·_ · · -

péptidos ClérivaClo~.de!a'''ro&'ncefalinafuédidos por radioinmunoesayos (RIA) . 

. . ··· ;~ ;~:.'\:iif~l5i\}f:iI'~~¡~;; .. . ~~~·.~tg:·· >. ·· • · 

• . DetemÍin:l'~iólldé'·la com:e'nfulcióri de proteínas 
· · . · <_-_ '? ';ii -;.~·?~-,.~ ·:1,.;~~~~~":;~~<"-~·¡:.~:~~{~:·..::i~~~-,'.1'.:?\~:.~3?:·:~:~.~~-~Y~':~'li~'~?t'.:'. .. .-:;· · 
·· · · •.. P,fra:cufuitificfu:'¡la's\[Noi:eínas:;en,lo' sobrenadantes se utilizó el método de Bradford 

(B~adf()}~?i\~~;~)"{,~~~iéº:~\~~iBg~;r~J~~;~~ .~u~. emplea el colorante. ~zul.~e ~oomassi G-250, 
cuya:absorbaricia'má...¿¡rná~en"::Sti\fóññaWbre es a 470 nm y unido a proteínas a 595 nm. las 

,Jí~otdL4~(Í~f.~~~r~ti~~~;~J~il~~;'~~~i~~bé:~,unvol~en~nalde lmlde agua al cual se le 
agregaron' 100ul'delr~ci~iyb"·~e''c61C>r fse leyó en unespect;ofotómetro Ultrospec II (LKB, 

Biochém).P,J~ ld•,i6iS~'d~':¿:;t@;a~i6~· ~~ ~tilizó albúmina, partiendo de una solución de 10 

mg/ml se pr~p;u"~~ri"~~¡Jgiocies·d~ 2, 4, 8, 16y 32 ~tg de proteína. 

• Electrof~~·~'DL gel de poliacrilamida e inmunoelectrotransferencia 

· CoÜ b~i~ ~n el método descrito en Vindrola y cols. en 1998, se prepararon geles de 

poliacril.-iriÜdacl~ l.3 x 8.3 cm (gel separame: 12% acrilamida, 8% bisacrilamida y 3.75% de 4X 
r ,._,.,,. -' , 

Tris-Cl/SQS; ~el de aplicación: 3.9% acrilamida, 0.8% bisacrilamida, 3.75% de 4X Tris-

CIISDs'(.:.~H;,;8.8), iniciando la polimerización de los geles con la adición de persulfato de 

amo!U()'i(Ó.bo's~/o)iacelerándola con TEMED (N, N, N', N'-tetrametiletilendiamina) al 0.01 %. 

L~ p6Íiiii~~fd~fan·~'ciirrió d~sp~~~ Ú 2o .min. 

Lis ;tlícuotas de los. ~#r~<:(()~ cdulares se diluyeron en solución amortiguadora para 

muestras (amortiguador deL~eriiÍi: ZSml de 4X Tris-Cl/SDS pH=6.8, 20 ml de glicerol; 4 g de 
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sos,·2. ml de 13.~merc.~pt~etánol;l mgde a~uld~bro1110.fenol,.~fo~ando.a •fooinlj, se hirvieron 

:1:~~~:~rI#~ti~~1;~~~~~~i~~t~~~,~~~~d~;5:~::;~~ 
SOS) a 100 volttos.' '; ·: · . t.· ''·,' ' .. ' -< ," / '" '· ·~ "' · \ .. »'" ·'"" • 

Pos~~i¡'~~~~n~~:· ·.i:r·b~~ÚÚ~fa¿ -~p~ói~ínas' ''.5~· \~:bsfiri~~~n. a una membrana de 

ni~r~celq~6:t,~".:~I~,!~~~t~U;~Jt~~:~&~:~~;'~~~fé~l~~~~~~f{i;;·(~~;J3ujdbtg), durante 1.5 h a 
190rriA.;:Jei:íñinaaá}la;t:rarí~foj::el'1cia;· los'¡sitio(iriespecíficos 'dti 1;{membrana se bloquearon por 

incub~~i~~:~y~~-~~~···~X~~t~~~~~-~~f i·?~ d~ T\'l~eri ·:fo ~·?·~?~(~_·disuelta en amortiguador Tris 
salino~ (TBScT,W_een);(sp'mM tns,:20oíUM NaCI, ph 7.4)/ Los; geles se tiñeron en una solución 
, .. >. · ·,.·~· ·'";: :::.()·;~~r·"·-_,,~'-'·~-~f'?:~!.~r~-~~:(~~/:0---~;~_-~1~' .- .. )1<;. · :·· ...-,· · : __ . _·: ·':::':·\·.:·~: ·.:,> , :::.: 

de azul deCoomasii'/lás ihembranasse incubaron~ 4~S toda lan?che en agitación constante 

~;,~::~~;~~J~J~i~~in~f ::;1:1 ~i~~~:~~ih~~~~f :~::~'::::::~: 
- Heptapéptido (anticuerpo· "H4",í:lilucio ... ;\ onádo'''.p6r el Dr. 1'liguel Asai, 

.· .. I~~tit~t~ ~~f i,o:~'~:~.f ,:·~~;.i;~~l~i~~~;'.,t~~~¡t~ ~í;ff,~:?lt;,;;,t«'. ;,;:'_::~;\ : ,;,;. ; .• 
Syl}encefolina cqrrípletaT(diluciorii{:SOO.'Dóii'áéi . .·.. . . . 

con un segiin'do';anticuerpó'tóbtbrudo"'~ri·"~abra'fcontra~IgG' de icocnejo;. marcado con fosfatasa 
r' :, -,:.~·~.:-.~~~;1:}'.·.~:iV~·tt;·~~·-',K~~-~1~·l!i·~:;:¿:.f2:;",;:,:_:~t~·~~--;:'.fl~;t2~;:t·~rA·6::;:y~'."-~~E:J{:·;t:'rc' ._ ·· .:· .. '.-~ · ·. :···· · . 

alcalina. Firi:ilmenÍ:e)as''méml:iranáS'•:se'.Ja~arofi'una vez con TBS-Tween y dos con TBS solo, 
, _ .=- ·.':·~,'.·~{-'.,Ni;}~-,;;·~~ ~}lf f:·~¿i,::·~~\~·si~.~:~.~t~:~t ~·~~};~;~.~~(;:-~\~~',:~t;,t1(t ~:"~·,~:::~ ~,:;,'.:.?.'!\:_'.>~:,>: ~) · .. , -~ · .: 

durante )O~i3:1i~:;}Y,-:f;~~·;fe~~l#8~tsc::i~:3.:E1or?· mdoil ·fosfato y azul de nirroterrazolium disueltos 

::;~;~~-?!ii~~Jt:T:: :::d':~~:n:7:' ::nM~;;¡::~;;s)~~: 
m~lecul~XsC>h'~sl~8~~~y,:~~lC>i-~adas (Rainbiw Marker, Amersham-Pharrnacia). Las bandas se 

anali~~n·é:~~,,~~'..difn~i~6~etro de imágenes (Bio-RAD, Modelo GS-670), y los resultados se 

graficaron~ ~;~~é~-del pr~grarna Prism 3.0. 
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• Cuantificación de los péptidos derivados de la proencefalina por 

radioinmunoensayo (RIA) 

Los procedimientos descritos en este apartado fueron previamente publicados por el 

laboratorio. 

Preparación de las muestras. Con base en la cantidad de proteínas, se liofilizaron 

alícuotas de 1 ml y ,2. ml de los .sobrenadantes de los homogenatos celulares en tubos de 

polipropileno y'~tilizando'el sistema de Speed-Vac. Después de este tiempo, los pellets se 

recon~ti~y~f~n'~il zoÓ,~il d~ runoniguador Tris-HCl (Tris O.OSM, 2mM de CaCl~, pH 8.4). 
, rt~;r.:;·>~~··.{:· ;;::~ '.' ~ ; 

... Dig:fü~~'~ilii~ática secuencial. Se denomina enc~falina i~tal 6. sinencefalina total 
:_::.---~·",.<~::-:1::·;~,_··'.;.,-,?~ .. >V~',<·~'·:~:<t:_ '~~<-: ... _ >: ·_-: :· __ .. '; :.: .... ,_,:_:' -: :_". ·---~~ .. ·_ ~--:-·,>~.\~>_':::::;;_)_~·-;:~-~-~-~;;:\.::_:-:.! ___ ;_~;:_._ 

a la cuantificada luego de~someter las muestras a digestión' enzunái:id seeuericia!ci:m tripsina y 
_,__::-_.· :.:·-· -·:/-~~-": .. :'.-~·:'. .. <ti?f/;:·-~::/<·~-~/<,··.:·-·: ---.. _- · ~-,, · · ._ -·-- .. ·,,·: >\:;:·:::_ ~-~-~\:;'.:--(;:;(' :;~'/:,-:<'::.;;~·'._.<-·y.:~-~---?>~~-1~ ;(:;.:·:\'::itC. .. :: · . 

carboxipeptidasa~B' (CPB). •Cori\ este método se .·puedéri;ideríi:ificar:,y;;cilaiitificárilas'· moléculas 
. ·, _\'- ::_._._: ~!;.\.>~ f t·:·¿,_:~:.<\.:~~:~2;.-:\:j>~·:·· ~.:: ,~: .· -,, .· :· ·.· - . ~: .; :·~:· :· .:,· · '.\~ .:::~:):::~·w.~~7;_'.:frj~tY:~:t}1~~~;~;~~jk~_~f ?l-;;:~:~i,:'~~~fr:~~t.ft,\1f~ ~~{1 . • ·-/{· :.; : -~·-·._. ~ 

provenientes· 'de :: Ja):'proencefalina·· ... que conte11g~~ ¡~ l;i'S{sec::ueri~1asc::de,!. lá ::Met.~encefaüna y la 
. .· . :-~'· ; .~'- .. ;_:_ .. ~:;~~-::~~ t\'··:;:::~,~~~:i~;\~'~\:·:· ·. -~- ': _ :··::: :' : -_.~:. :,: -:· -- ."~':.' '.::·:~::. :::·=;-~.:~·-~1_"t~~\·~·;Jl~~-:;r~;t'.;:(;v:::<~-f~·::;,·,:·.7:¿:~»~:·:y:~.:··:.-· :~~-: ·< .... : . · . · 

sinenééfalina/J.'.a"S'. muéstr~s: reconstituidás; en:'~l :aqiortigi.íador ¡Tns :·se le ágregaron · 200 µl de 
· ·· .: ·: :-.·:~ ::<:7_¿_:._::~~\-.;,~_:·._·-~::'./.:·,~·:;>~\ ._::·;-" ·· .... ·'. -. ·>: '· · . \· -~-::·::~-_.:<:·:<<:::·:··.:.;·:·,~~[{~}.:·\~~;,~ ~~:)\;3:~~1:'.·},::\~S~·;:i~.'. ',· .. :,:<;_··>. ;··<,'· . ·' 

soluciónd~'.tripsiha:TP(:K(Sigma) en ~nas9gc~~t.rasió.N~~;2qJig/ffil y se incubaron a 37°C 

dur·m~e·.t¡,~:;~{'~i.sh~.>Jdfa siguiente,· 1H2~tt~~~4!~~{t~'.~i~ndo la~ muestras durante 15 

min,. sé enfriaron; sé centrifugaron y 'se'.Jes{agiegé>~{lOO~tl :de carboxipeptidasa-B (CPB) de 

.;~~tltliilil~lll\ll~E;f i:i:~::~;~~~ 
cuantttattvamentéferi,~Met~encefahna:)Póstenoinierite; las muestras d1gendas se oxtdaron por 

·. . . - > ·.:;.:·.:: :;:}~;·~~· ~;;!:i.:~;·1H;~;;>;~.:;~~·t:~.~\~<r;;r./~:~:~¿.,:~/·::~q.~{:~~~;~}::~~,-~~~Yt~·~r:~;~~~;iti<-:~:;:··.:~:. :·<·> . :· 
¡ incubaéióndúráñte'toda'ilanocne'f>9daClicióii\de'50 ¡.i.l de peróxido de hidrógeno al 10% en 

•==~:~:~tm~J!~~~~51&~1~~~~~:: p:~;m:::,;:~:u;;::: 
oxidad~. . '.• ' ;< 
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Radioinmunoensayo (RIA)'.:J __ ()s ~dioi~ul1oensayos se realizaron en tubos 
. - '. - - . ' - --_:. .:.:-.. ;~·~--'.. \·.-:· . .:·.~~;, ,,,_·_-. .: : - . -

transparentes de poliéstireno:'Con cada· RIA dé.las l11uestrassecorrió simultaneamente una 

curva estándar y como r~azadores se~tili~b~"i"o~nts:~ó~.P'~Ptidos usados para 1a producción 

de los amicuerposy !'.1 ~~~rva}t+?.ª.~~f;:~B~!~·~·~;1~~2r.íJ~(,·''} :::· ~· < · .. 
Los tubos de RIA, marii:eriidos'ieñYomo':ae\hiél6;·,nevaban 100 ~d de muestra en 

- _. - · .. -. :~·-.: _ .. :: . ~-·-,..: ::. ~: .. ~/:~,- .. _::~t:.</\::~~i;;;:.,·.~~·~\¡:~'.?~-~:~.::\·i~2~;:{?:~~:?~'.~~J~)~~:::::;.~-:~~,·L,_·~-~·~- :; . _ -; :._:~ -· .. e- . ·: • 

amortiguadorTris,'·1oouI.éle~la;'.'diluC:i6n58el;~áñí:ictierp6~yX109·u1:de°'la•·dilución del péptido 
. '· ~ -~: ·:.~ .. -.- r .. ,~~._::.- :--:·;;~, ··:·: .. :> .. :,.:·.:;-;~~:t~~-"ó~(~f~~~;f;::y;~~c!-~f~~::._;'._~;6;~,tA~;;'é\~>~~;~:~~.f:{:¡~~r.:: ,:~?:q¡: .. , -·:_\'· .. ·~;:.~·-,«.:.<--·~:- ·:.; .·; ... '··:. . ·· · : . 

. (10000 c.p.m.)··.mári::adcí.:dilúidas·;énKüri;'.aíüe>r;i:igüador~:é:letRIA\(amórtiguadorde. fosfatos 20. 
, . , :, ..... \'. .. ·~ ~·. · .. :: .'./·'' :::;~·:·:'.. '.:~:·:·~ .. :".:::::·,,,,r~ :;::::l;·'~¡v!,:~<1~~.:::~;t..~'~:.~.:-~i.~?~ )'"·~~-·l\;,~/r·.,l,,.,:;.,i~-~~:·:-'.::·.:~:'t~'.·:~~sA·;~:~.-~·~¡:':_.·~::'.:\< ·.·· :{.-::.·:. :··,~~.; ··· ·: ·.::.~ ·. :· ,. i . .. " 
mM, o.9%.·de'NáCI/o':oi%;,dé~.ilbúffiifí'a''.5éHcá2:bovina1,fko.cii%.:de;aiida\&:sódio; pH: 7A). 

::~:~j:~r.~~~~~f ilQil~i~1ii~[~l~~lillll!i~\~¡¿:d:. 
sulfato·. de': affio'l1io/saturado;:dil uido::eíi1:agila\tridésdlada al :.7,0% 'y,20 l ~l.l (de:suero'~ bpvino ·•fetal 

::;~~~~tt:~}~J~l1[1f¡~jl~~i~~~ill!l11~~fr:~: 
rad10.act.1v1qad;;re111.ane11t~:en:~l.:~pre9p.!~'1.~()~:se1.1!1!s'101'..C:~,n),un).cgnp.~p,r,{g~a.;(Isodata, 10 

;::~~í~~~~~~~~,~~~1![ii~f~~ii[l~~?,it1[i~if i*~~cimente 
. . . ta.unión inespedfica se ·calculó ;P.orTCíia'drilplicádo"agreganClo\lOOÍiFdel · ámortiguador 

-' .. .-~ .· : >- ·: '. ..... · (>. >"~ ;:~,:,_:: · ;.~~ ·~:> · .!:~:/:'<::::. -::1 ::.: .'~: ~\ ::':: · ,~'.l{\:::.~l:~;~,:· ~~5:~¡..'.·::k::.:~~~·;'.'.;f-:~;'.,~~-~:)!~-J~~~·~·::~·.fA:~·::~ff~~:~~1$i}f~.~~-;~~?\:~_,~J·:~W;·:.~~,\~~,5~;:~~:}Y:;" ·.:~~-~H:.:: .. · i: , 
de Tris;:: 10() 'pJde.affiortiguiidOr;R~',d~'.1fo.sfatc)~;Y,\,l~,999{c'.p;fuY!Aé:1a:'.solúción de antígeno 

· · ~ar~;~~/1?~~f ~i~~~~~~;1:~;,k~~<~f~~~g~¿:itf t1It~l~.~~y~~~~.'·:·~~~1:18ri · 1~ muestras. Para 
deterrni.nar'cel.1()0%'.de;radiáC:t;ivida<;l¿~f prep~ráí::!''ií'.,tiJb.l?s; ~á,.inbiéri•por:: cuadruplicado, con los 

mis~E~.'if Y~~2~:fü~~;~~~ÉS~F~\~&~~J,~~;;~f {fü~~J~~~i~{~~?s ~nÓ .se so.~etieron al proceso 
· de ,preóp1tié:ion~con'isuero:hovino'.yjsulfato(de)amori1ó'.'El 100% de uruon al anticuerpo se 

~~tefJ?~·\~~.:··~~~~,c~t~~~~;;~~~~~~~t:~~~~,f~~~'.{f~9~j~8'el~ortiguador Tris, 100 pi de la 
· solución'.deJantiCíJérpo·y:f10,ooo:·e::'p':m:·dehmtígeno"riiri,¡-i::ado, procediendo a la precipitación 
' : . _'.- :~·:_ .... ; ~:'.'.. ~ ~~;->; '\·~,~:.¡,~.!~~:·i~:::,/.:;:.t::,!~.:,~;~:~s~'.:·~~".:-¡1.f/,:·~>::> .'.;:.t;<:· -'.fr.~~·'.·: :é.'; .·~:': ·? ~': "~~:·. '.'·'t :.'~··<:',. 
dehmi5ína;forma''q~é'fas)riuestr.1s:mmro'la5 imiestra5 como las curvas correspondientes se 
eva1~:tr~H~~v4~~~~~ci~?f . , ~... . . . . . 

' ~: ' 
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La sigui'~nte tabla esql..lerriati~ el ~ontenido de los tubos que se emplearon en este 
procedünientDi · · · ·· · · · · · .· · 

VOLUMEN 

1,2,3,4 

5,6,7,8 

9,10,11,12 

' : . 
' ' 

CONTENIDO 

Dilución de Ag' 

Dilución de Ag' 

Buffer utilizado 

Dilución de Ag' 

Buffer utilizado 

Dilución de Ab 

Dilución de Ag' 

Dilución de Ab 

Diluciones seriadas 

del Ag trio , · 

· Dilución de Ag' 

Dilución de Ab 

Muestras 

Curvas e~tállda~. pil;;i·C:~da RIA se elaboró la curva estándar utilizando el nusmo 

antígeno que se e~ple6'·parn;1a-'hl~~~cióh.~Las curvas estándar contuvieron diez diferentes 

concenfraéio~eX:~~Jgsp~p'f¡~c)s~'·~¡~~ri~eJajm~ (de8000 a 7.8 lpg) y met-encefalina (de 4000 a 

3.4pg)tdorid~·;c~d~~~~~~¿,:;r~~~~~·~Üta'íi:hutad.de la concentración del punto anterior, a saber: 

8000, 40()0,' zooo,",1000, SOO, ZS,O, :1zs; '6d:s,<;1:zs, 15.62, 7.81 y 3.4 pg (Fig. 8). 
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SOO~d 

2pl __., etc. __., 

Estándnr 

FIGURA 8. Esquema de Ja curva estitndar para el radioinmunoensayo. El asterisco(") indica Ja solución primaria 
en Ja que se diluye el anllgeno marcado radioactivamente, a partir de la cual se toman pequeños volúmenes para las 
siguientes diluciones (Velazquez, Com. Pers.). 

Anticuerpos utilizados. Se utili7.aron anticuerpos dirigidos contra diferentes epítopcs 

de la PENK (Fig. 9): 

Pordón carbmdlo terminal de la synencefalina [Trr"1]-syn ''1}': anticuerpo 
' ~ . . ' 

"DAMS" (\'il1<l1·0Ja.et al~ 1998): Este anticuerpo (D.\;\IS,) está ~igid?:contra los ocho 

amirioácidos finales dela poré:i9i1 .C~tcrminal de la synenccfalina. Óii;h.o c}ctiipéptido se acopló 

a albúmina sérica bodna:_sdii~j:~~t¿;a:c~nejos New Zcalandy s~ ~Úrifi'Cóporaflnidad?. El 

anticuerpo usado mostró uí{~,\~~~ccividad cru7.ada del 1% conl~ ~)'nch~~falina de 8.6kDa 

cncontra<la<cn .la médub<;~ofi;;{f.IJodna, cuando esta se digirió~ c6_n #ipsind,mostró una 

rcactidda<l cruzada dci'20o/o;"ia/cual aumentó al 100% cuando;:.s6·dÍg~i6·c~r?plet;mcntc 
:.mct-

!cu~ 

un cru7.~;nicnto dcl0.3 % con la Icu-encefalina y menos del 0.01% con met~encefalina-Arg, 

uynorfina r con a., y r P-cndorfina. 

(Tyr"JJ syn oJ.;o 
J, 

Met-encefalina 
J., 

Heptapéptido 
J., 

~·:~:::-:::.::·~:::-:::.::~:;:-:::.:::.::.:::.:::-::-:::_:::_:::-::~ll!lilili ... 1!1111 ....... 1!1111 ............... -illlll-.. .... ll!lilil ....... 1~1.1~11 ............ ...,.~--
SYNENCEFALINA M M M OCTA M L HEPTA 

FIGURA 9. Esquema de los epitopes de la proencefalina reconocidos por diferentes anticuerpos 
(Modificado de Rossier 1993). 
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Análisis de resultados. Los resultados se expresaron en picogramos por miligramo 

de protéínas; Estos datos se graficaron por medio del programa Prism 3.0 
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RESULTADOS 

l. Cultivo_y expansión de los clones de células HL-60 transfectadas en forma estable 

con el cDNA de la proencefalina. 

Desde el momento en c¡ue se lograron los clones de células HL-60 que contienen el 

cDNAé(ln el e¡1:ón III de la proencefalina <le ratón, se \'CÍa claramente qu,e estas células crecían 

a una \:elocida<l mucho menor que las células HL-60_ S~\~estres o que otr:is_ células HL-60 

transfccradas con diferentes construidos -~gtÍc nCÍ tienen: efectos sobré_ la prolifcr~ción celular. 

Esta información fue corroborada por la Dra. Padrós con los datos de incorporación de 

timidina tritiada (Figura 10). 

.., 

E 
c. 
~ 

"' e 
:§ 
E 

'.;¡; 
:z: 
a> 
'C 
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•O 
'u 
"' o 
c. o 
u 
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Incorporación de 3H-timidina en clones de células HL-60 transfectadas en fonna 
estable con el cDNA de la proencefalina PLBC-1 

200000 

150000 

* * 
100000 

* * 50000 

o o o 
Silvestre 06E3 0601 F1D9 F1G3 F1F10 

FIGURA 1 O. Estos resultados previos se obtuvieron recientemente en el laboratorio (Padrós y cols) y su manus
crito se encuentra en preparación. "p<0.05 comparado con las células silvestres utilizando el ensayo de la "t" de 
Ch1rln"'t 
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2. Expresión dd gt!n de la proencefalina en la línea celular HL-60, efecto de la 

diferenciaCión celular. 

Li línea celular. de leucemia promielocítica humana HL-60 contiene el mRNA de la 
, .. 

proencefaüna'(f',ig. 11). Este mensajero sólo se detectó al utilizar pares de oligonucleótidos que 

amplifi~a~ el ~~Ón IV. O::imó control positivo de la especificidad de estos resultados, se usaron 

los mismos pare; de oligonucleótidos que ~e' hJbíah :-usa4o en una línea celular de 

neuroblastoma humano, los· cuales 7omprendei}_16~.':~x~~es:#, 'III y IV, así como el intrón A, 

(Terán 2003¡ Tesis de Maestría). Est~:¿l~uh~Bfui~X;;~¡;-¡5~~N-ÚC, a diferencia de la HL-60, 

produce tres mensajeros: a) un?:~~.~,S~:dt~i~~,t~~'.;:H~~~J{!,J}ÚrIY, b) otro que abarca el 
intrón A; exón III y IV, y c)_',~lfq\l!;~i:é:);f~~p~ncte;';·~¡i:ób~'efvaCI~:en la línea HL-60 y que 

·> · --... ·, · ... / · ·-:- .,: _:·.:._·, 1.;·',,>:~-.:;., .. ~~~:<r:,~~::~.~-~-~~~, ... ,~':t~~'.:Wr;:,;,~/i.~.A~-~:;~~::?;~,~;-:::.«·-;:;:,_,: .¡·1~.-_ ... 
solamente contiene el exón'IV: Si· bien:estecúltiirio;''riíRNA1,ya fúe'secüenciado, el· trabajo de 

.'' · ·· _:: ·. _ .: ·_-: __ :·-'. : ':·.~:- .. ':~-~-'-'_::.<>i~~~r~}~4::S?-~ ~:':':·-~r:~:~·:;{~_~)l.f;~~:~:~'.~d-~~<'-:;:,{:~~~:>'/.1:'i~f-~·'<_~'.s-(¡;;:~;''.·/~:··~'.~:; .. >-· .. i. · · ·.-. : · 
purificación del mismo no éorre's'pondió',¡{este;'rraoajO'tdt tesis'.' Esto!f resultados· nos muestran 

·: ·. -·. :.. ... . . '. .. -~ .•. : : : .. : .·.: · ~·-~:. :~:·>'."-<· ~·'·'. ·,·~~: .• ~,;;;}?1·,.~:.h1'.:::~~':;~::~~~~;~,·~.':·:::;~::;-~:.,~t'1:~.'.:;:}6·J~'.·:··~~2.(:::/~:~~>:::,;:-~~2_:./\-:r::~r·/ ~,·;.~.:~·(·~.<: ... ~._.\./>·>: ··::. . : .. 
que la línea HL-6o;al igüal·que,; la'de~fih,roh,hís~(Js'efüh,ªc)ri~;.¡os¿9e;r.l~óp;~~p~esa··un _mRNA de 

1

ª P\:"~~i~~Zi~~~~~f~~if il42if tlf !~~~¡J~~!~!ilf j!-{~.:i•pº' do, 
diferentes agentes; DfylS() y;_áti~g'.,r~tit1éic9fpr§d~jo, u~'ifiér~gie#tó~~ig1iifi~~~iyo:en.·los niveles 

. · . · .: . . . .. : .. ·. ·/ ··:·-~·:: · ... : .... -.. ·:,,::.·· '::,.~t<:l:\'t ·: ;~~~.1~~'.-?'f0:i~, '-:.:r.\ ·:.·':~>·:.;,·, :'.:'·:~:.::~~~:,·:~ ~::?·- \> ~.:}='-~·.:::~r:~c·:~···~~.:\=.·. ~ .. :~:·;~ ;;-i'.'.~'!.:·c:~ · · 

del· mRNA de la: proenéefalüi,1\(F,ig:¡111)i¿UtiliZando';Cóíno;'ágente ;difere'iiciidór el DMSO, el 
-~. · · .. · .· .. ;· ·:- -::··_:· :.:'.; :> !:.~( ·:'~:'.··~ ·;,;:.~:fi.'.~'ff.lg·~>r;~.~:;\:-t:~".~~2~:'.·':'(:!·~-'.--:-:t~~Y~,5!~~-.;;<:>~·.~:«.:.:,-;,f::.,~:·'::0·:'-'j :t:· ~:-'i.·t,: ·: -'. · ·- >· 

efecto se obseí-vó a ¡;;1rii.s:~~~;;l#s1~2ffü9'fü:s.i(F,ig;'::ll;':J.íf1ea¡2);;'aleanzando el máximo a las 48 
. · · .·: ·">'.· · .. ,' .. :.'."< ···~.:.~··,:~·· .. :·,'~'"'!.-~:E:f.~!:~i~-.:-·~~:~';\c::r,:-~;,~);~:~::·:-.~:.:).!-'.7~;·;.·::,~.:-~:>>\~:,t,~-: ~".--< .: · < · ... 

horas (línea 3), est:e in,é~en1;ti~~~}.e;fü€füú,Y,9\h~~ajfa~ 5 días (línea 4), que es cuando se alcanza 
, . .:_ ·;:~····-~ti~ <·:;~:;;;'~·i::,;,,~~-:'.·.·s~;.~, :··?;'<:"';_;·,>,f:t·:".: :>i::~·;'''S~·:f.·.: '·'·:·:.; ·,,.· '. ·.:":: 

la diferenciación eelUJar)'compleia~~;tos1i:valores ?rrias, altos se detectaron en las células 

diferenciad~s •KB;Af~Jt~~;:,<~~~~~!t .. J;_-;;;\/'{' _.. ·· 
Esta línea celúla~/Coiitie'lje;;'prÓtemáS:derivadas de la proencefalina de 44-46 kDa, 34-32 

kDa, ... 27··'*i:,'.~:~~,~~;~~.f~~~¡~g~~,~~fé~t1~··se .• caracteriL~ron por inn1unoelectrotransferencia 

utilizanoo\anticlí~t'Pcis'.\,difigi.éf9s.J.'.c~ritra ·Já porción amino (Fig. U, B) y contra el carboxilo 

temM~i_;d~Jii,f~'i~!9E&"~11íJff~C(~i~~(ft~A); La diferenciación a neutrófilo con DMSO (Fig. U, 
· .- i.'".'.1 .· ;" ,'-:.>,_:, ',.,:.,: .. ·~;;1'-"V~1·:.r/\?!"".'_:;.';;:-~J/:.·,,n:.-1f;.~'.'"·:·~" , , ·'"· - ·,..: .. 

línea7):/cgnaci~q{rel:if.i9.icé):(~Uiea6) indujo un aumento en los niveles de las proteínas de 34-
.: . . · "·. :/~1:,1_::~?~('.:'-ftMt:9.''~:;-~~/t-i1Yp:.:}~~·if!.:i».:~,j¡~~::":t,;t:p_~·:~ ·- .. :.: · 

32 kDit,y.:~~J~':i:lé'.:;4()~;44f.l<J)a;·;~n:tánto que con la diferenciación a macrófago solamente se 

:~=z~l~&Pí~t~11~if f~f ue~~ ~~,:~~- :º: ::,::~::u::':.d:::~"~:'~: 
encuentr.mlocalizadas en el nú~leo (Vinclrola ycols, 1998). 
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ARNm DE LA PROENCEFALINA EN LA 
LINEA CELULAR HL-60 

-----

12345678 

1.· Celulaa Indiferenciadas 

NOENK 
-IV 

B·ACTIN 
FIGURA 11. mRNA de I• 
proencefallna en la linea 
celular HL-60 diferenciad• a 
neutrófilo con DMSO y ácido 
retinóico, y a macrófago con 
TPA. 

2.· Celulaa diferenciada• e neutrófllo (DMSO 24h) 
J,· Células dif.,.nciadaa a neutrófilo (DMSO 48t9 
4.· Células diferenciadas a neutrófilo (DMSO 5 d1aa) 
5.· Céluln di..,enciadaa a macrófago (TPA 48h) 
&.· ~lulas dlferenciedaa e neutrófllo (Ac. retinolco Sd) 
7.· Marca~ de peso moleeular 

FIGURA 12. 

lnmunoelectrotransferencia de la 
proencefallna en células HL-60 
ufüizando anticuerpos dirigidos 
contra el octapéptido e-terminal de 
la slnencefalina (anticuerpo DAM5) 
(A) y el heptapéptido (B). En los 
carriles 1 a 4 se omitió el uso del 
primer anticuerpo. 

TESIS CON 1 
JALLA DE ORIGEN 

EFECTO DE LA DIFERENCIACION CELULAR 
SOBRE LOS NIVELES DE PROENCEFALINA 
EN LA LINEA HL-60 

.,. ___ _ 

1 2 3 4 5 8 7 8 9 

45kDe 

30kDa 

20kDa 

14.3kDa 

45kDa 

30kDa 

20k0a 

14.3kDa 

1.2.3. y 4.· Controles omitiendo el primer anticuerpo 
5. C6luln Indiferenciada 
&. C6luln diferenciada • neutrófilo (Ac. retinoico Sd) 
7. C6luln diferenciada 1 neutrófllo (DMSO Sd) 
8. C61uln diferenciada • m1erófago (TPA 4811) 
9. Marcadores de peso molecullr 



La\Jiferendacióri celular de la lín~d HL-60 produce un arr.esto en el crecimiento de la 

mis~~ y Pº.r ~p~~;;itl1ª riiar~~cl~.di~~n~ci~nd~ la ~rn!Ífer~cion celular. De acuerdo a los datos 

anteriores, Io.s p~oé:esos dé. cHfore!lciacio!l se presentar()~ ~cornp~ñados por el aumento en los 

ni ve.l~s'. ~N~~~~~~Ji~:~~elLB~~s.~ift§;,.t:··~~~~'.¡~~:;~f:~t.e{t~i~~~~Í~~~~s :.de , '·ª · p roencef~ina. Esto nos 
llevo a peii'sariqueYél éfei:to dé Ia. frailsfei::cion ·pennaneñti(del cDNA que solamente contiene 

<~···. ·<,/ .;t,·.~ :~·.'.;<\ L/~;{~.;'r;:_·.\·Y ,~·:·;':': ::~. ···{.:?'··~'' :,'.\}-! ,> .. ~.'.·>A~-.-;;:~~),:::·1~·:\'.~'.::, :\-?:/··?:?6;~\~~~;:t·'._ ;y.~~::r·\·:::_;· '.:._ ·- ._;,_ ·:.·\. : :. , 
el exónJII :del¡rat:óri' (!'(:del ·hurriario)f.debeí-íá''prodüCir.\:in··~féCt:o opuesto al observado en la 

· " -·~ ·-~·':.!.:(.;-.:-·_·'.;,_':··:.e·,.-:,'):_,~:-:--~-~~~: ;~;_"\' ·-:;\'.--.:-:>-.t~-~-~ · ;_-_~.;-.<; ::
1
:_-: "·,. ;,', _ -~:~- ·-:.' ,- ":.', ·":·=.· _;:~·-< - .. ;. ·_-;"',_ '.'. , 

línea cel~lar.'~~.·~ibroblastos' embrionarios· de ratón. De hecho fue este el resultado que se 

enc()ntró él1 eLlaboraton.o, antes de comenzar con los estudios bioquúnicos de esta tesis. 
- - - . ·-· ._,,-- - :--··:< .. ,· . ' 

3. Detenninadón de la presencia del mRNA de la proencefalina proveniente de la 

transcrl~~io~ del cDNA transfectado en forma estable los clones de células HL-60. 

'La pr~~~ncia del mRNA proveniente de. la transcripción del cDNA que contiene 

solamente ~{~~on III de ratón se anruizo por medio de una reaccion en cadena de la 

polillier~~}~:~~plada a transcriptasa reversa (RT-PCR). Previamente se controlo la integridad 

delRN~·tc;r,~J'en lasdiferentes muestras por. electroforesis e?gelde agarosa ytinción posterior 

·con brol11u[o de etidio,.así 'como .• C()~ :'ª. dt~;~fi~~ftó~;·~,t~ 0,~¿,g~·.J.f ·~i~~i~~1~inª· .... 
. En ninguno de los clones;·at.igíiru~~ue eí{l~~~c6Iulas}IjJ_;~6ó1silyéstfr~rse pudo detectar 

• -· . ... . . •· . ;_ ,. ) "'~ -,,~,. = _ .. :;·-.;.:·:4_:.:· ·.)r"'' :·;t:~):~:.:·;_:.~_v: ·::_:}:t:;.:·Jf;t~:~-~;-,~;¡;.i::-~~f#}1~ir,:r:_;;~.\?~~1:Y¡\r:~-:_~:..·~i~,t_,.,:·_1_._; ..... _·. -- : 
el mRNA transcrito por el.cDNNcle la\proencefruina\transfecraC!Ci/Como<se'menciona en la 

, . . .:-. -:_,_..:. '>::_, ·'.~ .'::~::~;):; ;(',~ ·:, ~< ._;~:6::f~( /-~\~\\~_:;~~-~J:~ ;{f:~l:-f ·:~H-~~i?~-::v~:;:t;~q.ttif;.:'\;X\'.~-~. ~:-; ''-.~.\ ~\ ·: :· 
metodología, se ensayaron tre_s'pafes''.Cle;'9Iig~nUfle'.ifü#9.sl<:µbrieiíqi5\Iiis'régiones traducibles y 

no traducibles del men~~j~.!~!.f,,~'.gt{?m~~~~i~~~g~~:11~~~t~i~.~E 
0

ad~l~te, las célwas 
transfectadas mostraron uri aumei:ifo;eílJos ruxeles:aeHá'pr()i:éíria>Aéléinás la viabilidad de este 

. · ·. · ·> ·.· =~,_:,-/ ··,/~:1:: ~i,::~·~~~~;·,~-~-::.-~~{/~tf,~¡~~ ,~~~'.;7~:tk%l~;~~;fú}k'!~~,~~~:"f~<i~~;:.~~~~~f~Wj;~~~~"'.!;Y. ~t/"-;·;'·- ·· ·. 
cDNA se demostro.por;datos;•qüe~·no,~sé?inüésfran:Yen::e:StaYtesisf(fesis de Doctorado María 

. ·: . : · ... ·; :. :: ·¡:'.··~-:· : ... ~·~.-:···.~.·~::::t,·~~;~~,~~~,~::_··:~Y~.2.~-~;;?t}~/;~.~;{~~~)~-~1;·H~) .. 'J?~~~·a~'.~;~~:~'~?:~~?&;i~~5;-~~\t;;~S··~,;/U· ·. 
Rosete ·Ennquez; !11anuscr.itéi$erifpr~p~rfa.cioi1);·\iflo.ñd~ii\';:'sefc~mprobó por experimentos de 

·. · · · -·~ - .'·:,.::~· ·.,··":'~:~~ .:i;J;:; :~,/·;f~>_:~~_'.;.!.~-t;:{:.~;i!.~~,;\F?.?:}.._.;~/1H("::;.~,tr~:¡t,:~i~::\;)~~<~.~~U:':i:~;·-..·:t:J.~?.J/>~:.·-:·;"-:,, .:·· 
transcripcion'y tradúcCiórí''i:tí'Vitro' la'~ínÍ:esis''He'i:res'RroteíUa~''de 22,25 y 28kDa. La mayoría de 

:~1~J~~~i1~111t1¡1!~f ~:~:::::~ ~:::~=~~:~: 
viabilidad del cDNA transfecrado~'La'ilnposibilidad de deteccion del mRNA podría deberse a 

una cortavida~~di~.d~l diisiJ:i~'. :::, .... , .:' '·. 
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4. Caracter.i~~ción de los péptidos derivados de la proencefalina en los clones de HL-

60 por inmunoelectrotransferencia 

En:l:_od~s lC>s dones se observaron las mismas moléculas derivadas de la proencefalina 

que se ~ri~i~rit'~an en las células silvestres y que se describieron con anterioridad (Fig. 13). 
':· ._.·,:··.:c. . ., .. · 

Estas. fueron jdentificad.1s con tres. diferentes, ·antiCllerpos ,•antes. descritos. La diferencia 

::t:i?~~ri:,~~'.:";~ :;:;~.;~;~:!~i~~*~~~~z~~r~~=·~.p;::;;:: q:: 
correspond~n á las que se detécta1i en elriúcle~'-14~g;''~é'Ü'~Jraccionmruento subcelular. Este 

efecto se. pudo~erÍficar' cond?s arti~e~~~,~~~~~~~~~.~Mr~~~~f h~ptapéptido, la sinencefalina 

completa y el carboxilo terminal 'de fa·'~ihf~c~f~i.na§{fig.''..tJ A, B, C; respectivamente). Por 

otro· lado,. el· anticu~rpo· qu: réc~~~teJ~~·~~~*~j~t~~~~l~t~ d~· la sinencefalina demostró ser ·el 

más sensible, pues el efeétó · d~ ~Jfu~d~6- ~;~ .. ~'fJJ:g:We't"~~;-~~dos los clones seleccionados. Cabe 
· · - · · · -·· • _., ·>., ~ ... '.:, :'~:··.;,:/. 'º·~::· }:\·7"':;.;::>'r~q.-;~:.·J~f)/•!:~1,;}t:~~?.:'.~f ,;< ·:· .. :·. · . ·.:: , 

destacar que en todos.los tipos celu!#,~~A:ifü!~J~).h~l'.:@Jizado es.te anticuerpo, sólo se detectan 
' > .· ·. · ... -···; _-. · · ". ~-_.'• J; '. ~-:/1 :.¡\"-'<'-.~,;-_,:-,_~:,-~?i~E:t::.~~;,_/r•:¡:,f.:..::: ;~1r,:•;c;c:~<- '.'/ ·~: :· : ._ . 

bs moléculas de 34-3iy li".~16,i~~~:<'i~·r/;~igf;¡ú);?//}9~~á~,hay que recordar que el exón III 
·: . .. :' ~. _ .. · ·; ... ;,, :_·\ .:-;t;<~.~N::;~.:·",1if?·-~~:c1~¡,~<t~~-:2~ .. ,-:.~rM~t1j :i!!,}~\~~2 .. ~\::~· · ·· .. :->'·:- '.- ·::\ -~· ·_ . . . _ .. · 

contiene m.ls del·· 50% .déJa'secüénciá' é!eí la synen·ceráliíia;~:ESfos •résuléádos ··corroboran que la 
·. . . · .. ;:_:: ,':h:<-: »:.-;:é;_-1;·::.J:_,~·-::{~-:-~·--:.~,_Y:~'N/:~·~t~~\~·:.:,;~:/~· ... 1-~-~~\~::.::~,?:>~<~itt;:_:_;::;>:·2/ :_~ ::·.,~·.: _, ~ · ·-. ;~« -~ '.-.. _. _ .-.: 

transfección establerdel,cDNA/que!contiene'¡iurucarr{itiii:e;e!i'ex6Il. ·. III ·de; la f'roencefalina de 

;;~~l~il!iiiilllllltlill~~~~~i 
participa·.en :b'diferéi1diciói'.i\:!e1la11ínea:«;'eli:ilaf I-:IC60!1u~o'fC!e~ 165'.'datos interesantes que se 

:~~t;:t:1~:tt:t~~f f ~t~~~@~~~r~1;~~¡¡~!t:.::.:::. ::i~ .~· ,~: 
clones es diferente en cada una 'de ellas. pero corresponde a la proteína endógena respectiva 

que viaja ~ Il.'ú~leci: •' ' .. 
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PROENCEFALINA EN LOS CLONES DE CÉLULAS HL-60 TRANSFECTADAS 
EN FORMA ESTABLE CON EL CONSTRUIDO PLBC-1 
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FIGURA 13 . lnmunoelectrotraanferencia para la1 protelnaa derivad11 de la proencefalina en 
células HL-60 1ilvntres (1) y en los clonn 06E3 (2), 0601 (3), F1d9 (4)F1G3 (5) y F1F10 (6). Las 
protelnas se identificaron con anticuerpos dirigido contra el heptapéptido C-terminal de la proencefalina 
(A), el octapéptido e-terminal de la sinencefalina (B) y la sinencefalina completa (C). En )D) se muestran 
los resultados oue se obtienen al omitir el primer anticueroo.Resultados de un solo experimento. 
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Análisis por inmunoelectrotransferencia de la proencefalina en clones de células 
HL-60 transfectadas en forma estable con el cDNA PLBC-1. 
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FIGURA 14. Análisis densibmético de las moléculas de 34-32 kDa en los diilrenes clones de células HL-60. A) HEPTA anlcuerpo conra el 
heptapépldo, B) anlcuerpo conra la sinencelalina completa, C) anlcuerpo conra el c·erminal de la sinencertillina. 
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S. Cuantificación de los péptidos derivados de la proencefalina por 

radioinmunoensayo 

Los péptidos derivados de la proencefalina presentes tanto en las células silvestres 

como en los diferentes clones/se ~antificaron por radioinmunoensayo utilizando anticuerpos 

dirigidos contra l~ porción s~boajlo-t~rminal de la sinen~efalina (proencefalina 63-70) y contra 

la met-encefalini~d~.s'~t;és":cí~:silnetef lasmu~str.ls;~ t1ha digestión enziln.ática ·secuencial con 

t.rips.ina;.~.~f~~.~·~~~tj~,~s;~;~ .. '.·~j'i~g~~~.}?,t~i~~~d~,·~~-·.lf:
1

,!~~~.~~}~¡r.rofransferencia, el 
radioinffiun!:ieiisayo (Fig. ·ls}·muestra untatimenro' ~n · l~s nivel.es "Oe l.ª~ érié:efalina total en los 

. ;:~~~JJ~~!j~fJ[~Xt:·~;d¡L;:::,:~~~d:'.~~º :nq~:·i:~.'":,:~;~:::.;~:; 
sensibiÍiJ;i,{y',~fici~'.ri~ia:m~riores que la inmunoelectrotranferencia. 

;1_>,." ;.': , ·:;'_,'.:,,r:-, • ;~~'.·} .. > ·, ;,_r 
•J • :: :-,:; ·.:~' ' ¡ 

6 .. L~~;í{i~~i6~s~~~el¿lar y subnuclear de la proencefalina por inmunocitoquímica. 

'U .Lo,~ ·\/e~~ltadé>S. mostraron chmunente que los clones de la línea celular HL-60 

transfectados'.permán~ntemente con el cDNA que contiene solamente el exón UI de la 
. .,· . . . . . ·~ - ... - •. ' . .·· 

proericefalin'd·de ratón presentaron una mayor intensidad de la fluorescencia en los nucleolos, 
·:· ... - :_,~;:.- --·;·-~- _ ~.>\:.-.:·~ .. --,_ :'· · · . · .. < -:-· :_'·.º .•. ·::-~·> /;_>.~-~;~i:~)'r:i~~--:~· .. :':.:,i:, .. : . 

los.c1mles además.presentaron un t;unañomenor(Fig.<f6"N.'Por,,'Ótrolado, se observó una 

mayor··~tif~reacr,iv,idad.en for~ª_.depur1te•~~~-.:~-~~~~.0i~~~:{~~el!~f¡b,i1P.no identificadas 
clai-,unente que se lóótlizan en él ntideoplasiria: (ver~flech.ls'eO'la"figÚra)',(Fig; 16 B). 

,. (.·-'.'~ • . ·•·. ·" .;:·:··:. :·:._:.. > .. :· .- _ :···.-.· • ':" ·.-t .. ':':.:J.'·'.·-.<·:~:- L~;:~'.·-/;:+~:~.;·:r:~:~~-,v~~·Y·'~~1~·,:~1~'·'{~~:i:·,--,,~ .. /'.-:· ..... "· · 
, .. Fue múY,notorio. el; cambio·. genera!'; eriJa'.;móifóiogí~]détlas):éltílas 'transfectadas, sin 

. ~·:<_: ·/\--:_~<:·, .. :.:~. : ;;\-~:.' '.·.:.;::··· --~_:\:~~~>. ··Y(º:~-.. ~~<·:.' .-_~, ... _, .. ,_.:;,(: ::. :::({~-,~-!~·:·;<_~·'.::~ .::;~.~-:~~T~:.p·::~!~~f ~1·~::· -~?~~'.-·_·~:.;7f·?~·~ft~'-~'.)::'.i~ · ·· ·<:.:. :· . 
embargo;Ja iiriageri,ri'ó córresponae·a:ninguría.dc'.das,:foffiias'.que'se;observan después de que 

.· · - -~"/"·::.-?~::~--::;~Y;:;:.: .. ':~_: ~~/;/;:'}.-.'·_~·:?·Y(::::~~.- :":_-~1 ::-::,,.~ :~-~ '::·:,,::.:~.:.~ .\ ·< '.,.:o:'..\:_:,:·:.> (.>~'.·~;fJ.:\:i~~~·:;~~~~:;:¿~~'.~Yf..~~:>,- ~_.:~· · ':- ·. 
las céll!;bs!lian' pasad5):porJos procesos dé(difierénciiicióri:;hacia''"néi:itrófilo o macrófago (ver 

' . ' ', ,',' .\-~':';_.--_:;:~:·~\::.~:L. _1.;:¡'~;: ,·. ·'. ~-::;::._' <-'~~;,.. ;(' .. ; -~>.~-' '(~ :?"'\\ ., ·~::.~~; ~ ·:'.::..'<":.: ': ,;~ ;"-'. '. ::1:' ~~:;_;'. \:· ::'~;:_: /f!·\·.~~:;.;~··=-~-:)~·~<::_t"~ ::< ' :' : 
Fig. _16 C'.f'J))'.:'.Estl'.i0ie>.s'~ostfriºres·én;l~'f:qu'e<!se.'·~~tilicef1;'.rnarcadores específicos para la 
difer~~~¡d¿i6ri:~e)~ '!iÜ~.i: ¿eifaar:,fil26o: ~6d~, :'~~d~~~·''i'.dis~ernir la naturaleza de estos 

cambios. 
·<'C·:·~···,,·~ .. :- ··::' .. ,._'·' ;~.''' 

;---. 
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Análisis por radioinm unoensayo (RIA) de los péptidos derivados de la proencefalina en clones de células HL-60 
transfectadas en forma estable con el construido PLBC-1. 
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FIGURA 15 Análisis de la concentación de proEi'las titiles y de los pépldos derivados de la PENK (Met-enceáina y Si!encefalina) obEllidos a 
pañr de los homogenatis cekJléies de dislnt>s clones de células HL-60. 44 
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FIGURA 16. Localización intracelular por lnmunofluorescencia de la proencefalina en células HL-60 silvestres (A, C) y en los 
clones F109 (B,D), utilizando el anticuerpo dirigido contra las secuencias de la 1lnencefalina completa (renglón superior) y el 
octapéptldo C·termlnal de la slnencefallna (Syn 63-70) (renglón inferior). 
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DISCUSIÓN 

Durante 20 años la proencefa1ina ha sido considerada, exclusivamente, como el 

precursor de un~ garrfa de péptidos biológicamente activos, de los cuales los más importantes 

son los péptidos opioides y, entre ellos las encefalinas, que fueron los primeros de estos 

péptidos e~ se~ desd;bienos. Esto es de por sí un hecho que ocurre en las neuronas maduras 

tanto del sist~iha rier\'ibso 'central cornC> del· ~e~f é;ic~; .·~sí bomo en células endocrinas de la 

hipófisi·~·~.· ¡~~··f .~IH~~ ,c,r,orna~~~s.~~).l~h~li,i~gi~t'~~~.f ~i~;~~;:ji ...•. : •. ·· . 
. · ·• Al {:descubrirse , que L durante \:,'.?'eLl~desal"rolló .~.:/embrionario se presentan altas 

.:_.~:·, .. ~.<·:;_··:.<S.<~·-::·.,;·:,¡-~:,';·>;.:::_"...._,_):--: !.:(.<:;'-'.::;:·~·;,:·.-:~~:~i'.-:·s:~-:~·?:r:r,·..:1-'~'.0;5_i)~~,:¡~:~;_:~:~'~_.··-:< t.: _ . 
concent{a~i~nés-'del ·ITllWA';~eJl<J:··f:iro'éfícef~iri~')'~füsélulas de diferentes linajes y que este 

estudio 'hechofen útiinorés' (Vtndrola ;y.cols)<; se::a~scr1be) pór. vez' primera un . doblete de 

::'~t~~i~1J~~~i~ll~i~~:~o;:,,:;:::: :: :::~,~= 
realizando .·uii\ii'~erie.{dé\'.esfüdió'sfcu,Y.o:;objétó consiste en analizar los aspectos moleculares, 

~: ·-. ':.~.~ · .. (·J:~- '. :-,~~--!~:~/ ~::-~~:-:t~:.\b:.~ _::~~~;~::~· /'.,~~.~:;; ·!:!\:/<!(. ,-.. ~/) ,\::·-:i-.: ·. ' . 
bioquímicos'.';y;~füi§~§&§é("d~\fl~'p~oencefalina nuclear. Al principio la mayoría de los 

experim~ni:b~)~~}~~f~~Wf~~;, :g,;~'~:i ~e mencionó en el planteamiento del problema, en células 
< .. ·. ·: .-, .: .·,. -:;·~'.;:!~'.: ":.-.-:,~·\/';-~:·:<-·"·~-~< .. ,··~·}\.:_:.o_: ·, . ) 

mesenquiináticas'q();:trarÍsF<:)ffiladas (Rosete y cols, manuscrito y tesis en preparación). Así se 

demóstró q~-~'.1F~i§~;gef~na,es una proteína nucleolar, que se une al DNA e induce un 

aumento e~ 1a: pi6úr~i~d6~ de fibroblastos embrionarios de ratón. 
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Otro de los imeres~s del grupo fue conoc~rl~ que ocurría conlaproencefalina nuclear 

en los.procesos tumorales. En publicaciones p~evÍasya·s~:hablruJ,de~crito niveles altos del 

mRNA de este prwu·s0r en diferentes tipos ele t•ejido~ }';ll,neas ¿~iui~6~}~~ricerosas. Además, la 

hipermeril.1ción de l.l región promot~r~ ~~i·~1rÍ.~~JE~:'~~~·~~~St~~~~·~-~'.?~,;·~~scrito como un 
marcador sensible de 1.t actividad tumciral:. ReciéntelTÍ~nte se'eíiC:i:ínúA ,qúe;la línea celular de 
. _. . · _ . . . ~. : >·· .:>;····~ _.:-. >->· ,'.;·1:t_,,\: ·:-- ~\:.·< .:''_~~·:: ,+,,__;: · :._-:·:~.'..~ -\~·x~~-: .. ~~'f..:~~(:·>-_u ,,;: _· ·~: ~:::·-..:·_ ·:: .· 
neuroblastoma humano SK-N-MC produce 'la,'mOlécula ~de''.proéncefalma:'núélear la cual se 

:~~;=~~J,~~~~tt~~~(~~1~J~~/!~~W{~~~~~~,:,::~ 
EL!pÍsm~,i'¡?;nipo ·ha trabajado durante ;varios· años en células /caiícefosas 'de origen 

·-; · : ...... )/-:·r;:ifi.~'. . .::,(.·.:,..:\-:;·>'1i.·".;"· ... ~;.'.'.< : .1.. · .. _ .. - · · ... - . ·:-_';·.-. :. ' 

hematopóyétiéó:!L'os dones :Sobre.los cuales versa el presente proyecto se diseñaron a partir de 

la JÍn~dc~I·k!iJ-~d~'.{~'~i:~~ia promielocítica humana conocida como HL-60, cuyas células fueron 
..... ···,.': ,_.- --·--n"·'"''·''·.·-·,._·- .. 

trdn~f~dr<l1·~ ~~rin.~~ntemeni:e con el cDNA del exón III de ratón de la proencefalina. En 

estos e:l6~~s ~~ bbservó una clara dismin~ción de la proliferación celular; aunado a este dato, en 
·: ' ~, _-;·,., ':;.-::<. ','·: :·. . . • 

h presente tesis se demuestra que se produce un aumento significativo en los niveles de 

las moléculas de 34-32 kDa, y de su inmunoreactividad en los nucleolos. Estos 

resultados sugieren que el cDNA transfectado genera un mRNA similar al endógeno 

que producen estas células (sólo exón IV), lo que se demuestra por el aumento en los 

niveles de un.a de sus proteínas, y no en la <lparición de altos niveles de un;1 proteína distinta. 

Los experimentos de RT-PCR no permitieron visualizar el mRNA debido, quizá, a que el 

mensajero se degrada muy rápidamente. 

Por otro lado se demostró que el arresto del crecimiento que se produce por la 

diferenciación a neutrófilo de la línea HL-60 induce también un aumento en los niveles 

de la proencefalina nuclear. Es importante aclarar que el ácido retinóico se utiliza en la 

terapia de pacientes con leucemia por su capacidad de arrestar el crecimiento e inducir la 

diferenciación a neutrófilo. 

Esws resul~ados sugieren que ad.iferencia de lo que ocurre en células no tumorales al 

menos en dJg\lnb.~ tipos_d~. le~c~~a;)~ kroel1cefalina nuclear podría actuar como un supresor 

tu~o~al .• ~~~~c~~$~·;~~;,~e,:l~.~t?i~lg_~~·-~~ros twnores cuando se demostró el fenómeno de 

hipermetil~_C,i~fl.:~~,l~/egióf·Byº:rn.§~ofiide:.este gen, fenómeno característico de los represores 

tumoral~~ t.J¿~ ¿~~bel ~2Í}~¡::~i6/e~t;~ otros. 
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CONCLUSIÓN 

En esta tesis sedemuestra que en los clones de la línea celular HL-60 transfectados en .. ··, .. ., ' 

forma estable con un cDNA de la proencefalina de ratón que sólo contiene el exón III, se 

product! < un aumento significativo en los niveles de la proencefalina nuclear, 

f~nd;~;n~;lmente. en los nucleolos, al igual que ocurre durante ~l proceso de 

diferenciación a neutrófilo de esta línea celular. En ambos casos se produce un arresto 

del crecimiento que sugiere que, en este tipo de células, esta proteína podría actuar 

como un supresor tumoral. 

--------. 'f1'1((1"¡"rJ_ t"1(}11.T 
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