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RESUMEN

El neuropéptido nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) y su receptor (nociceptin opioid
receptor) NOP forman parte de la familia de los opioides y se distribuyen ampliamente
en el sistema nervioso de los mamiferos. Esta distribucion amplia sugirid su
participacion en diferentes funciones cerebrales. En el sistema algésico la N/OFQ
puede tener un efecto hiperalgésico, alodinia, un efecto antiopioide y un efecto
analgésico dependiendo de la dosis, la via de administracion y el modelo experimental
utilizado. La N/OFQ modula la liberacién de diferentes neurotransmisores y hormonas,
participa en funciones como la locomocion, el aprendizaje y la memoria, entre otras. La
N/OFQ se deriva de un precursor de alto peso molecular llamado prepronociceptina
(PPNOC), el cual se aisl6 de rata, humano, bovino y raton.

En el molusco Cepaea nemoralis reportaron que después de una inyeccidén de
N/OFQ (10 ng/20 ul) en el hemocele, presentan un efecto pronociceptivo al ser
evaluados en la prueba de la plancha caliente. Este efecto pronociceptivo se puede
comparar con la hiperalgesia de los mamiferos.

El primer antagonista sintético que se describié para el receptor NOP fue el
pseudopéptido [Phe'W(CH,NH)GIly?]nociceptin(1-13)NH, (Phe'W), se describié como un
antagonista competitivo del receptor NOP. Mas tarde, se demostré en otros modelos
experimentales que el Phe'W puede actuar como agonista o como un agonista parcial
del receptor NOP. El receptor NOP y su ligando enddgeno la N/OFQ se consideran

miembros de la familia de los opioides.



Hay evidencia de que el sistema regulatorio neuropeptidérgico esta conservado a
través de la filogenia. Sin embargo no existen estudios que describan la existencia de la
N/OFQ en especies con sistemas menos complejos estructuralmente como son los
moluscos. Por lo que es posible, postular la existencia de la N/OFQ en el sistema
nervioso de especies como los moluscos y en particular en los ganglios nerviosos del
caracol de jardin Helix aspersa.

El interés de este estudio fue demostrar la existencia y describir la distribucion
anatomica de la inmunorreactividad de este péptido en los ganglios nerviosos
periesofagicos del caracol de jardin, Helix aspersa. Ademas, estudiar el efecto de la
N/OFQ sobre la termonocicepcion en este caracol, mediante el empleo de la prueba de
la plancha caliente, asi como, cuantificar el contenido tisular de N/OFQ por medio del
radioinmunoanalisis en estos ganglios.

Mediante el empleo de anticuerpos especificos para la N/OFQ, se cuantifico y
describié la distribucion anatomica, celular y tisular de este péptido bioactivo en los
ganglios nerviosos periesofagicos del caracol, Helix aspersa. También se determino el
efecto de la N/OFQ sobre la termonocicepciéon del caracol evaluado en la plancha
caliente. Para poder determinar lo anterior se realizaron técnicas de
inmunohistoquimica, inmunocitoquimica, radioinmunoanalisis y una prueba de
termonocicepcion (prueba de la plancha caliente). Con esta prueba estudiamos el
efecto de la N/OFQ, el pseudopéptido la Phe'¥, la morfina, dinorfina y naloxona sobre
la termonocicepcion del caracol. Se elaboraron curvas dosis respuesta de estos
farmacos y se estudio el efecto de las combinaciones de estos farmacos sobre la

termonocicepcion.



Los resultados comprueban la existencia de inmunorreactividad a este
neuropéptido y muestran una amplia distribucion de la N/OFQ en todos los ganglios
periesofagicos del caracol Helix aspersa. La distribucion anatdémica de la
inmunorreactividad a N/OFQ se encontré en neuronas de diversos tamaros, aisladas y
en grupos. En fibras gruesas y delgadas en el neuropilo de los ganglios, en todos los
nervios y en el tejido conectivo periganglionar. En los ganglios cerebroides, en el
procerebro describimos una cadena de neuronas inmunorreactivas pequefias en la
region dorsolateral con caracteristicas morfoldgicas de ser neuroendocrinas. En las que
estudiamos la distribucién subcelular de la N/OFQ. Por su amplia distribucion
anatémica, en los ganglios periesofagicos del Helix aspersa, la N/JOFQ puede estar
involucrada en varias funciones como la olfacién, la regulacién neuroendocrina y la
reproduccion entre otras.

En las pruebas de termonocicepcion demostramos que la administracion de
N/OFQ en el hemocele del caracol (10 y 30 ng/g) y probado en la plancha caliente a 45
°C tiene un efecto pronociceptivo. Este efecto es similar al observado en rata y en el
caracol Cepaea nemoralis. Este modelo animal nos permiti6 comparar la potencia y
eficacia de los diferentes farmacos estudiados. En el andlisis de las curvas dosis-
respuesta ajustadas se demostré que la N/OFQ y la naloxona producen un efecto dosis
dependiente similar, pero la N/OFQ llega antes a su efecto maximo y es
aproximadamente 30 veces mas potente que la naloxona; que el efecto antinociceptivo
dosis dependiente de la Phe'W, la dinorfina A1_17 y la morfina, tienen una eficacia similar
pero la Phe'W presenta su efecto maximo mas rapidamente y su efecto es mas

prolongado que la dinorfina Ai_17 0 la morfina. En relaciéon a su potencia la Phe'¥ es



aproximadamente 50 veces menos potente que la dinorfina Aq_47, pero 30 veces mas
potente que la morfina.

En los experimentos de interaccion la administracion combinada de dosis bajas
de Phe'¥ y morfina o dinorfina As_s7 produce un efecto potente antinociceptivo. Las
dosis subefectivas de naloxona y N/OFQ sinergisan para producir pronocicepcion. Con
la combinacién de N/OFQ mas Phe'¥ se obtuvo una disminucion del efecto
pronociceptivo de la N/OFQ y una disminucién en el efecto antinociceptivo de la Phe'W.
La combinaciéon de la naloxona y la morfina produce una disminucion del efecto
antinociceptivo de la morfina similar a lo reportado en mamiferos. Los experimentos de
interaccion sugieren que estas dos clases de opioides participan de manera importante
en la regulacion del estado nociceptivo del caracol a través de un sistema paralelo, ya
que los opioides clasicos no se unen al receptor NOP, ni la N/OFQ se une a los
receptores opioides.

En la cuantificacion de la N/OFQ de los ganglios nerviosos periesofagicos del
Helix aspersa se obtuvo una inmunorreactividad de 2.4 + 0.1937 pmol/g en ganglios
cerebroides y de 5.4 + 1.5619 pmol/g en ganglios subesofagicos. La comparacién de la
concentracion de N/OFQ con la de encefalinas en extractos y liberada de los ganglios
del caracol, encontramos que es similar a la de Met-encefalina y menor a la de Leu-
encefalina.

La existencia de inmunorreactividad a N/OFQ, su distribuciéon anatdémica amplia,
su efecto sobre la termonocicepcion, y su concentracion en los ganglios nerviosos
periesofagicos del caracol Helix aspersa, sugieren que este péptido tiene una funcién

importante dentro de la fisiologia del caracol. En esta tesis demostramos que juega un



papel importante en la modulacion de la termonocicepcion, similar a lo reportado en
Cepaea nemoralis y en los mamiferos. Por lo que el caracol Helix aspersa resulta un
modelo idoneo para el estudio de diversos procesos fisioldgicos, bioquimicos,
farmacolégicos, morfolégicos y evolutivos, que pueden contribuir a esclarecer las
funciones en las que este péptido participa tanto en este modelo animal como en otras

especies.



SUMMARY

The neuropeptide nociceptin/orphanin FQ (N/OGQ) and its receptor NOP
(nociception opioid receptor) are part of the opioid family and are widely distributed in
the mammalian nervous system; this broad distribution suggests their participation in
diverse brain functions. In the algesic system, NJOFQ may have the following effects:
hyperlagesia, allodynia, anti-opioidergic effect, analgesia, where its repercussion
depends on the dose, route of administration and experimental model used. N/OFG
modulates the release of different neurotransmitters and hormones; it participates in
functions such as locomotion, learning, and memory, among others. N/OFQ is derived
from a high molecular weight precursor called prepronociceptin (PPNOC) which has
been isolated in rat, human, bovine and mouse.

In the snail Cepea nemoralis, an injection into the hemocoel cavity causes a
pronociceptive effect demonstrated in the hot plate assay. This effect can be compared
to hyperlagesia in mammals.

The first synthetic antagonist described for NOP was the pseudopeptide
[Phe'W(CH,NH) Gly?]-nocicpetin(1-13)-NH, or Phe'W. It was initially described as a
competitive antagonist of the NOP receptor. Later on, in other experimental models,
Phe'W was found to act as an agonist or partial agonist of the NOP receptor. Currently,
as mentioned before, the NOP receptor and its endogenous ligand N/OFQ are
considered members of the opioid family.

There is evidence suggesting that the neuropeptidergic regulatory system has
been conserved through phylogeny. However, studies describing the existence of

N/OFQ in structurally less complex systems such as molluscs are lacking. Yet it is



feasible to postulate the existence of NJOFQ in the nervous systems such as molluscs;
in our case in the neural ganglia of the land snail Helix aspersa.

The aim of this study was to demonstrate the presence, as well as the anatomic
distribution of N/OFQ, in the perioesophageal ganglia of the snail H. aspersa using an
immunohistochemical approach. In addition, we studied the effect of N/OFQ on
thermonociception in this snail by using the hot plate paradigm. Finally, to quantify
N/OFQ in the molluscan nervous tissue a radioimmunoanalysis of the ganglia was
performed.

Antibodies specific for N/OFQ were used not only to quantify this bioactive
neuropeptide, but also to describe its anatomical, cellular and tissue distribution in the
perioesophageal ganglia of the snail Helix aspersa. To carry out these determinations,
immunohistochemical, immunocytochemical and radioimmunoanalysis methods were
undertaken. Besides, the effect of NJOFQ on snail thermonociception was assayed in
the hot plate test. This assay also helped us to analyze the effect of N/OFQ,
pseudopeptide Phe'¥, morphine, dynorphin and naloxone on snail thermonociception.
Dose response curves of these compounds were elaborated. In addition, the effect of
the combined administration of these agents on thermonociception was studied as well.

Our results corroborate the existence of immunoreactivity to N/OFQ together with
its broad distribution in the perioesophageal ganglia of H. aspersa. The anatomical
distribution of the immunoreactivity was encountered in neurons of various sizes,
isolated and in clusters; in thick and thin fibers in the neuropile of these ganglia; in all
nerves, and in the periganglionar connective tissue. In the procerebrum of the cerebral
ganglia, we described a chain of small immunoreactive neurons with the morphological

characteristics of neuroendocrine cells in the dorsolateral region. In this cellular group,
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the N/OFQ distribution was analyzed at subcellular level. Given the wide anatomical
distribution of N/OFQ in perioesophageal ganglia of this snail, this suggests the
involvement of this peptide in various functions such as olfaction, neuroendocrine
regulation and reproduction, to mention a few.

In the nociceptive trials, we demonstrated that N/OFQ administration into the
hemocoel cavity of the snail (10 ng/g and 30 ng/g) and the subsequent test in the hot
plate assay at 45°C caused a pronociceptive effect, similar to that reported in rat and C.
nemoralis. In our animal model it was possible to establish a comparison of the potency
and efficacy of the different drugs analyzed in this study. The analysis of the adjusted
dose-response curves showed that N/OFQ and naloxone produce a similar dose
dependent effect, but N/OFQ reaches its peak before and is approximately 30-fold more
potent than naloxone. The dose dependent antinociceptive effect of Phe'W, dynorphin
A1.17 and morphine is similar, but Phe'® presents its peak more rapidly and its effect
lasts longer than dynorphin A+.47; and morphine. The potency of Phe'W is 50 times
stronger than dynorphin A1.47, and 30 times more potent than morphine.

With regard to drug interaction, the combined administration of Phe'® with
morphine or dynorphin A447 at low doses yielded a more potent antinociceptive effect.
Sub-effective doses of naloxone and N/OFQ synergized to produce pronociception. The
combination of N/OFQ and Phe'W rendered a diminution in the pronociceptive effect of
N/OFQ and a reduction in the antinociceptive effect of Phe'W. The combination of
naloxone and morphine yielded a decrease in the antinociception of morphine coincident
to that reported in mammals. Interaction experiments suggest that these two types of

opioids have a relevant participation in the regulation of the nociceptive state in the snail
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through a parallel system, since classic opioids do not bind to the NOP receptor nor
N/OFQ to opioid receptors.

Quantification of the immunoreactivity to N/OFQ in the perioesophageal ganglia of
Helix aspersa was 2.4 + 0.1937 pmol/g in cerebral ganglia and 5.4 + 1.5619 pmol/g in
suboesophageal ganglia. When N/OFQ concentrations were compared with those of
enkephalin extracts released by snail ganglia, we found that they were similar to met-
enkephalin levels, but lower than those of leu-enkephalin.

The existence of immunoreactivity to N/OFQ, the anatomical distribution of this
peptide, the effect on thermonociception and its concentration in the perioesophageal
ganglia of H. aspersa provide evidence suggesting that N/OFQ plays a crucial role in the
physiology of the snail. In this thesis we have demonstrated that this peptide plays a role
in the modulation of thermonociception as has been reported in Cepea nemoralis and in
mammals. Therefore, Helix aspersa is an ideal model to study physiological,
biochemical, pharmacological, morphological and evolutionary processes that may
contribute to elucidate the diverse roles N/OFQ plays not only in this animal model but

also in other species.
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ANTECEDENTES

Los péptidos opioides estan presentes en diferentes especies a lo largo de la
escala filogenética (Naiki et al., 1981; Ninkowic et al., 1981; Leroith et al., 1982; Ledn et
al.,, 1987; 1991; 1993; 1994; Pellicer et al.,, 1993; Vaccarino et al., 1999). Estan
involucrados en diferentes funciones del sistema nervioso entre ellas, la regulacion de
varios aspectos de la nocicepcion en vertebrados e invertebrados (Kavaliers, 1988a;
Kavaliers, 1988b). Los opioides actuan a través de tres subtipos de receptores opioides
llamados mu, delta y kappa, los cuales muestran una alta afinidad a la morfina, las
encefalinas, los benzomorfanos y dinorfinas, respectivamente (Simonds, 1988). Los
receptores opioides son proteinas membranales acopladas a proteinas Gi/Go que al
unirse a sus agonistas inhiben la actividad de la adenilato ciclasa y disminuye la
permeabilidad al calcio extracelular, a la vez que aumentan la permeabilidad
extracelular del potasio (North et al., 1987). Asi, la administracién aguda de opioides
produce una hiperpolarizacién que da como resultado una reduccion significativa de la
liberacidon de neurotransmisores. Esto explica los efectos inhibitorios de los opioides (Di
Chiara y North, 1992).

Uno de los hallazgos importantes de los ultimos afios en el campo de los
opioides fue el aislamiento y la caracterizacion molecular del subtipo delta de receptor
opioide (Evans et al., 1992; Kieffer et al., 1992). Posteriormente, se caracterizaron los
subtipos mu y kappa, mediante el empleo de técnicas de recombinaciéon del acido
desoxirribonucléico (ADN) y la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) en estudios de
clonacion por homologia. Con estas mismas estrategias, diversos grupos de trabajo

(Uhl et al., 1994; Meunier et al., 1995) posteriormente lograron identificar y caracterizar
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un nuevo receptor miembro de la familia opioide, el ORL-1 (por sus siglas en ingles:
Opioid Receptor-Like-1) o NOP (nociceptin opioid receptor). Este receptor se aisld del
tejido nervioso de varios mamiferos tales como la rata, el ratén y el humano. El analisis
de su estructura muestra que se encuentra altamente conservado en estas especies de
mamiferos, ya que hay un 95% de homologia en la secuencia de aminoacidos en los
dominios transmembranales entre el humano y la rata (Meunier et al., 1995; Meunier,
1997). La homologia estructural del receptor NOP con la de los receptores opioides
delta, mu y kappa también es alta en los dominios peptidicos hidrofébicos
transmembranales (63-65%), pero muy divergente a nivel de los dominios amino y
carboxilo terminales (Meunier et al., 1995). Este perfil de homologia sugiri6 que el
receptor NOP poseia mecanismos de sefalamiento intracelular similares a los
empleados por los otros miembros de receptores de la familia opioide. Los reportes
experimentales confirmaron esta hipotesis de acoplamiento funcional intracelular del
receptor NOP en neuronas del sistema nervioso central de la rata (Grandy, 1996;
Connor et al., 1996; Pan y Hirakawa, 2000). El receptor NOP se describié por varios
grupos de investigacién y recibio diversos nombres que se mencionan en la tabla 1.

La distribucién anatomica del receptor NOP muestra que se expresa en casi
todas las regiones del SNC de la rata, particularmente en las areas corticales y
corticolimbicas (amigdala, hipocampo, habénula, septum), ademas de substancia
negra, hipotalamo, tallo cerebral y astas dorsales y ventrales de la médula espinal.
También esta presente en las neuronas de los ganglios de las raices dorsales (Wick et
al., 1994). Estos estudios se llevaron a cabo por medio de hibridacion in situ del acido

ribonucléico mensajero (ARNm) que lo codifica (Mollereau et al., 1994; Fukuda et al.,
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1994; Bunzow et al., 1994; Neal et al., 1999) y por inmunohistoquimica (Anton et al.,

1996).
TABLA 1.
Nombres que se le han dado al receptor NOP
Animal Referencia
LC132 Rata Bunzow et al., 1994.
ROR-C Rata Fukuda et al., 1994.
Oprl Rata Chen et al., 1994.
C3 Rata Lachowicz et al., 1995.
XOR1 Rata Wang et al., 1994.
MOR-C Raton Nishi et al., 1994.
Hyp 8-1 Humano Wick et al., 1994.
ORL-1 Humano Mollereau et al., 1994.
Cerdo Osinsky et al., 2000.

La distribucion neuroanatomica del receptor NOP sugiere su participaciéon en la
modulacién de una amplia gama de funciones cerebrales, tales como el procesamiento
motor, sensorial, cognoscitivo, neuroendocrino, el aprendizaje y la memoria. EI NOP se
localiza también en el intestino, musculo esquelético, conducto deferente y baso de rata
(Wang et al., 1994) asi como, en linfocitos humanos (Wick et al., 1994). Esto ultimo
sugiere que puede tener un papel en las funciones del sistema inmune.

Dos grupos de investigacion lograron identificar y aislar molecularmente de
extractos crudos de cerebro de rata (Meunier et al., 1995) y de cerdo (Reinscheid et al.,
1995), un péptido enddégeno que se une con alta afinidad al receptor NOP, (K4~ 0.1nM,;
Meunier et al., 1995) y es un potente agonista de este receptor (EDsp ~ 1 nM; Butour et
al., 1998). Este péptido, llamado nociceptina por el grupo de Meunier (1995) y orfanina
FQ por el grupo de Reinscheid (1995), es estructuralmente idéntico en las dos especies

de mamiferos. La nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) es un péptido de 17 aminoacidos

15



(FGGFTGARKSARKLANQ) con una masa molecular de alrededor de 1800 daltones y
tiene una estrecha homologia con el péptido opioide dinorfina A 147
(YGGFLRRIRPKLKWDNQ), sin embargo no se une con alta afinidad a ninguno de los
receptores opioides (Mogil et al., 1996 a y b; Rossi et al., 1996; Calo et al., 2000).

El efecto de la N/OFQ depende de la dosis y de la via de administracion. Esta
puede producir hiperalgésia, alodinia, analgésia y un efecto antiopioide. La
administracion de N/OFQ en los sujetos experimentales provoca modificaciones en las
conductas locomotora, exploratoria, motivacional, ansiedad, memoria, ingesta de
alimentos y en la homeostasis (Meunier et al., 1995; Florin y col., 1996, Rossi et al.,
1996; Mamiya et al., 1998; Yamamoto et al., 1999; Lufty y Maidment., 2000; Krowicki y

Kapusta., 2006).

Precursores de la N/OFQ.

La N/OFQ deriva de un precursor de alto peso molecular, llamado
prepronociceptina (PPNOC). Este se aislé de rata, humano, bovino y ratén (Mollereau et
al.,, 1996; Nothacker et al., 1996). La PPNOC es una proteina que contiene 176
aminoacidos en el humano y el bovino, 181 en rata y 187 en raton (Mollereau et al.,
1996). El gen de la PPNOC se ha conservado altamente en las tres especies y tiene
una organizacién similar al de los genes de los opioides, lo que sugiere que estos genes
tienen un origen evolutivo comun (Mollereau et al., 1994; Meunier et al., 1995; Houtani
et al., 1996; Nothacker et al., 1996, Danielson y Dores 1999; Pan et al., 2000) (Fig. 1).

Los péptidos opioides clasicos provienen de 3 proteinas precursoras de alto peso
molecular que son: la proopiomelanocortina (POMC) (Nakanishi et al., 1979), la

proencefalina A (Comb et al., 1982; Noda et al., 1982) y la prodinorfina o proencefalina
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B (Kakidani et al., 1982). Estas proteinas precursoras contienen entre 209 y 267
aminoacidos y un peso molecular cercano a los 30 000 daltones.

El gen de la PPNOC se localiza en la region 8p21 del cromosoma 8 del humano
(Mollereau et al., 1996; Houtani et al., 1996). Saito y colaboradores (1995) clonaron este
precursor a partir de células de neuroblastoma, codificado por el gen N23K. La PPNOC
contiene varios sitios para el rompimiento enzimatico como son los pares de
aminoacidos basicos lisina y arginina, arginina y lisina, arginina y arginina (Okuda-
Ashitaka et al., 1998; Darland et al., 1998; Mollerau et al., 1996; Calo et al., 2000). Para
el procesamiento de la nociceptina intervienen las enzimas amino-peptidasa N y la
endopeptidasa 24.15 (Montiel et al.,, 1997). La secuencia de la nociceptina esta
flanqueada por los pares de aminoacido basicos lisina y arginina, donde actuan dichas
enzimas (Montiel et al., 1997; Calo et al., 2000) (Fig. 1). Estos sitios dan origen a
diversos péptidos bioactivos que no se unen al NOP y tienen efectos diferentes a la
N/OFQ. En la region carboxilo terminal de la N/OFQ, esta flanqueada por el péptido
bPNP-4 y el bPNP-5 (Costentin et al., 1998). En la region amino-terminal la N/OFQ
esta flanqueada por un péptido de 41 aminoacidos del cual se origina otro
heptadecapéptido, la nocistatina (bPNP3), que tiene un efecto antagénico sobre la
hiperalgesia y la alodinia inducidas por la N/OFQ.

La nocistatina esta conservada en humanos, bovinos y murinos (Okuda-Ashitaka
et al., 1998; Costentin et al., 1998). El andlisis de la secuencia del gen de la PPNOC
revela caracteristicas estructurales y de organizacion similar a la de la preproencefalina
y preprodinorfina lo que sugiere que estos precursores pueden derivar de un ancestro
comun (Mollereau et al., 1994; Nothacker et al., 1996; Danielson y Dores 1999). Por

medio del analisis de Nothern blot se vio que el gen de la PPNOC se transcribe
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predominantemente en amigdala, nucleos subtalamicos, hipotalamo, substancia negra y

talamo (Nothacker et al., 1996; Houtani et al., 1996) (Fig.2)

Figura 1.

Representacién esquematica del proceso proteolitico de los cuatro precursores que contienen
péptidos opioides. Se ilustran los péptidos aislados y secuenciados de bovino. Los aminoacidos
basicos son los puntos de ruptura enzimatica (Modificado de Nakanishi et al., 1979; Nothacker
et al., 1996).
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Péptido seiial
I I

Bovino MKILFCDLLLLSLFSSVSSSCQKDCLVCREKLRPTLDSFSLEMCILECEEKAFTSPLWTP 60
Humano MKVLLCDLLLLSLFSSVFSSCQRDCLTCQEKLHPALDSFDLEVCILECEEKVFPSPLWTP 60
Raton MKILFCDVLLLSLLSSVFSSCPRDCLTCQEKLHPAPDSFNLKTCILQCEEKVFPRPLWTV 60
Rata MKILFCDVLLLSLLSSVFSSCPEDCLTCQERLHPAPGSFNLKLCILQCEEKVFPRPLWTL 60
bPNP-2
I I
Bovino CTKVMARGSWQLSPADPDHVAAALDQPRASEMQHLKRMPRVRSLFQRQ K 109
Humano CTKVMARSSWQ LSPAAPEHVAAALYQPRASEMQHLRRMPRVRSLFQEQ---------------------- E 109
Raton CTKVMASGSGQLSPADPELVSA ALYQP KASEMQHLKRMPRVRSLVQVRDAEPGADAEPGA 120
Rata CTKAMASDSEQ LSPADPELT SAA LYQSKASEMQHLKRMPRVRSVVQARDAEPEA----------- 114

bPNP-3 (Nocistatina) Noc/OFQ bPNP-4
I | | |

Bovino RTEPGLEEVGE | EQKQ LQKRFGGFTGARKSARKLANQKRFSEFMRQYLVLSMQSSQRRRT 169
Humano EPEPGMEEAGEMEQKQLQKRFGGFTGARKSARKLANQKRFSEFMRQYLVLSMQSSQRRRT 169
Raton DAEPGADDAEEV EQKQLQKRFGGFTGARKSARKLANQKRFSEFMRQYLVLSMQSSQRRRT 180
Rata DAEPVADEADEVE QKQLQKRFGGFTGARKSARKLANQKRFSEFMRQYLVLSMQSSQRRRT 174

bPNP-5

Bovino LHQNGNA 176
Humano LHQNGNV 176
Ratén LHQNGNY 187
Rata LHQNGNVY 181

Figura 2.

Alineacion de las secuencias de aminoacidos de la PPN/OFQ de bovino, humano, ratén y rata.
Los aminoacidos conservados estan en azul, los aminoacidos de ruptura probable en negritas y
el péptido senal y los péptidos que se liberan estan indicados con lineas (Modificado de Okuda-
Ashitaka et al., 1998).

La nocistatina esta conservada en humanos, bovinos y murinos (Okuda-Ashitaka
et al., 1998; Costentin et al., 1998). El analisis de la secuencia del gen de la PPNOC
revela caracteristicas estructurales y de organizacion similar a la de la preproencefalina
y preprodinorfina lo que sugiere que estos precursores pueden derivar de un ancestro
comun (Mollereau et al., 1994; Nothacker et al., 1996; Danielson y Dores 1999). Por

medio del analisis de Nothern blot se vio que el gen de la PPNOC se transcribe
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predominantemente en amigdala, nucleos subtalamicos, hipotalamo, substancia negra y

talamo (Nothacker et al., 1996; Houtani et al., 1996) (Fig.2)

Distribucion anatémica de la N/JOFQ

La N/OFQ tiene una distribucion anatomica amplia en el SNC de la rata (Mitsuma
et al., 1998; Neal et al.,, 1999). En el cerebro la inmunorreactividada a N/OFQ (IR-
N/OFQ) se localiza en el sistema olfatorio, corteza cerebral, hipocampo, regiéon septal,
ganglios basales, talamo, hipotalamo, puente, bulbo, pedunculos cerebrales, complejo
sensorial trigeminal, nucleos del rafe, locus ceruleus, cerebelo, médula espinal, retina y
cingulo anterior (Riedl et al., 1996; Schulz et al., 1996; Mitsuma et al., 1998; Leff et al.,
1999, Sim-Selley et al., 2003). En la medula espinal se encuentra en las astas dorsales
y ventrales, principalmente en las laminas superficiales 1l y Ill, en el nucleo lateral
espinal y en la lamina X (Riedl et al., 1996; Schulz et al., 1996). La IR-N/OFQ en las
astas dorsales de la médula espinal persiste después de la rizotomia dorsal, lo que
indica que el péptido se origina centralmente mas que en las neuronas aferentes
primarias (Riedl et al., 1996). Varias regiones cerebrales y de la médula espinal
contienen también otros péptidos opioides. Sin embargo, en estudios hechos con
microscopia confocal y utilizando doble marcaje se encontr6 que no existe
colocalizacion de los péptidos opioides y la N/OFQ, con pocas excepciones, como en
algunas fibras y terminales nerviosas (Schulz et al., 1996). Neal y colaboradores (1999)
compararon la localizacion de la IR-N/OFQ y la expresion del ARNm de la PPNOC y
demostraron que correlacionan en todas las areas del SNC de la rata estudiadas.
También se identificd la N/OFQ en extractos de hipotalamo de mono usando técnicas de

cromatografia liquida de alta presion (HPLC) y se detectaron multiples picos de
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inmunorreactividad, el pico mas alto se co-eluyd con el péptido sintético N/OFQ

(Quingley et al., 1998).

Fisiologia de la nociceptina/orfanina FQ

La nociceptina, como los péptidos opioides, participa en varios sistemas
biolégicos como son la nocicepcion, neurosecrecion, la regulacidon hormonal, entre otros.
Su efecto a nivel celular es como modulador inhibitorio. En este estudio analizaremos su
relacion con el sistema algésico, por lo que se describiran con mas detalle estas

funciones.

Nocicepcion

Los efectos de la administracion de N/OFQ sobre la nocicepcion son
contradictorios y dependen basicamente de la dosis, la via de administracién y la
especie animal. La administracion intracerebroventricular (i.c.v.) de N/OFQ en ratones
produce una respuesta pronociceptiva en la prueba de la plancha caliente (Meunier et
al., 1995) y en pruebas de presion de la cola (Rinscheid et al., 1995). La aplicacion de
N/OFQ por via intra tecal (i.t.) produce analgesia (Grisel et al., 1996; Xu et al., 1996;
1998; Dawson-Basoa et al., 1997; Tian et al., 1997). Por otro lado, Vanderah et al.,
(1998) reportaron que no hay un efecto nociceptivo significativo dosis dependiente
cuando se aplican inyecciones i.t. e i.c.v. de NJOFQ a dosis que van desde 0.055 a 10
nM en ratas que fueron evaluados en la prueba de plancha caliente, la presién de la cola
o calor por radiacion. Rossi y colaboradores (1996) reportaron que la N/OFQ tiene un
efecto hiperalgésico rapido y uno analgésico tardio, al inyectar 10 ug via i.c.v. en

ratones, y ser evaluados con la prueba de presion de la cola (tail-flick). ElI efecto
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hiperalgésico no es sensible a antagonistas opioides, pero el efecto analgésico es
revertido por la naloxona (Rossi et al., 1998). No hay una evidencia clara de un
mecanismo exacto de accidn de los efectos pro o antinociceptivos. Los autores
sugieren que la N/OFQ puede interactuar con uno o mas tipos de receptores (Rossi et
al., 1996) o juega un papel en la modulacion opioide (Mogil et al., 1996 a,b., Gintzler et
al., 1997; Di Giannuario et al., 1999). Por otro lado, Kavaliers y Perrot-Sinal (1996)
observaron que después de una inyeccion de N/OFQ (10 ng/20 pl) en el hemocele, del
molusco Cepaea nemoralis se presenta un efecto pronociceptivo al ser evaluados en la
prueba de la plancha caliente. Este efecto pronociceptivo es similar a la hiperalgesia de

los mamiferos.

Efecto antiopioide

Mogil y colaboradores (1996a) demostraron que la N/OFQ revierte el efecto
analgésico de la morfina al administrar por via i.c.v una mezcla de agonistas de los
receptores {, 6, y K mas N/OFQ (10.0 nM) en pruebas termonociceptivas. También la
aplicacion de N/OFQ i.c.v. a dosis de 0.1 a 10.0 nM revierte los efectos analgésicos
inducidos por electroacupuntura de manera dosis dependiente, de manera similar a la
reversion de los efectos analgésicos inducidos por morfina (Tian et al., 1997; ver revision
Darland et al., 1998, Chen et al., 2007; Ge et al., 2007). La tolerancia y dependencia a la
morfina puede atenuarse o revertirse por antagonistas o agonistas del NOP (Jhamadas

et al., 1998; Ge et al., 2007).
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Efecto Neuromodulador

La administracion de N/OFQ via i.c.v, a dosis 10 nM, 15 minutos después de la
aplicaciéon de la morfina, reduce significativamente la liberacion de dopamina en el
nucleo acumbens en estudios de microdialisis, lo cual evidencia el papel modulatorio de
la N/OFQ en este nucleo cerebral (Murphy et al., 1996; Di Giannuario et al., 1999). A
partir de estudios realizados en sinaptosomas, se reporté que la N/OFQ modula la
liberacidon de serotonina y noradrenalina en la neocorteza de la rata (Marti et al., 2003).
Otra de las posibles funciones moduladoras de la N/OFQ es sobre la liberacion de Met-
encefalina (ME), ya que a dosis bajas de N/OFQ (1-10 nM) inhibe la liberacion de Met-
encefalina, mientras que a dosis altas (100-1000 nM) produce un incremento en la

liberacidn de Met-encefalina en el plexo mientérico de cobayo (Gintzler et al., 1997).

Locomocién

Cuando la N/OFQ se administra i.c.v. (10 nM) causa una disminucién en la
actividad locomotora e induce ataxia y pérdida de los reflejos posturales (Reinscheid et
al., 1995; Noble y Roques, 1997). Florin y colaboradores (1996), con dosis menores (5-
50 pM), pudieron inhibir o estimular la actividad locomotora y la conducta exploratoria
en ratones. Estos efectos no son sensibles a naloxona pero son revertidos por
antagonistas dopaminérgicos D4 y Do, lo que sugiere que estos efectos pueden estar
ocasionados por un incremento en la transmisién dopaminérgica. Con dosis de 10 a 100
nM de N/OFQ via i.c.v. se produce una pronunciada depresién locomotora que incluye
pérdida de la coordinacion, del balance y del tono muscular en ratas. La tolerancia a
estos efectos se desarrolla rapidamente dentro de los 2 6 3 dias de tratamiento y

permanece durante aproximadamente 7 dias después de la ultima inyeccion de N/OFQ
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(Devine et al., 1996; Stratford et al., 1997). Sandin y colaboradores (1997),
administraron N/OFQ (10 nM) directamente en hipocampo y reportaron una disminucion
en el tiempo de presentacion de la conducta exploratoria con aumento en la locomocion
en respuesta a estimulos nuevos. El efecto depresor de la locomociéon parece ser
especificamente supraespinal ya que cuando las ratas reciben dosis entre 0.5-10 nM de
N/OFQ via i.t. no presentan ninguna alteracion locomotora (Xu et al., 1996; Tian et al.,
1997). Nishi y colaboradores (1994), sugieren que la N/OFQ no tiene un efecto ténico
sobre la locomocién, ya que los ratones que carecen del gen del receptor NOP no
presentan anormalidades en el comportamiento locomotor.

En el musculo liso, la N/OFQ actua como un neuromodulador de la motilidad
gastrointestinal, estimulando la actividad contractii del musculo longitudinal del
estbmago, pero sin alterar las contracciones del colon proximal. Ademas, la NOFQ
inhibe la liberacion de acetilcolina en el estomago e ileon de ratas pero no en el colon
proximal (Osinski y Brown 2000). La N/OFQ revierte la contraccién del musculo liso de

la traquea del cobayo (Peiser et al., 2000).

Actividades anti-estrés

La N/OFQ actua como ansiolitico en ratas y ratones ya que la administracion
i.c.v. del péptido (0.1 a 3 nm), reduce la conducta defensiva ante estimulos estresantes
como son: variacion de la intensidad de luz, prueba de laberinto, deprivacién de
alimento, etc., (Jenck et al., 1997; 2000; Griebel et al., 1999; Le Maitre et al., 2006). El
grupo de Koster (1999) generd ratones knockout para la N/OFQ y observaron que en
los homocigotos hay un aumento en el comportamiento de ansiedad cuando se

exponen a pruebas de estrés y ambientes amenazantes. Estas evidencias sugieren que
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el sistema N/OFQ se activa principalmente en situaciones de alto estrés modulando la
respuesta ante estimulos daninos (Koster et al., 1999; Griebel et al., 1999; Uchiyama et
al., 2008).

A nivel cardiovascular, la administracion de N/OFQ produce vasodilatacion,
hipotensién y bradicardia (Champion y Kadowitz., 1997; Giuliani et al., 1996; Kapusta et
al.,, 1997; 2005); a nivel renal se observaron cambios en las funciones excretoras
renales, como diuresis y antinatriuresis (Kapusta et al., 1997; Krowicki y Kapusta., 2006;
Burmeister et al.,, 2008). También participa en aspectos de memoria y aprendizaje

(Sandin et al., 1997, Noda et al., 2000, Roozendaal et al., 2007; Hiramatsu et al., 2008).

Antagonistas del receptor NOP

El primer antagonista sintético que se describio fue el pseudopéptido
[Phe'W(CH,NH)GIly?]nociceptin(1-13)NH, (Phe'W) descrito por el grupo de Guerrini
(1998) como un antagonista competitivo del receptor NOP. Mas tarde, se demostrd en
otros modelos experimentales que el Phe'W puede actuar como agonista o como un
agonista parcial del receptor NOP (Chu et al.,, 1999; Olianas et al.,, 1999). Otro
compuesto desarrollado es el [Nphe1]-NC(1-13)-NH2, que actua como un antagonista
competitivo bloqueando la respuesta nociceptiva y el efecto hiperalgésico de la N/OFQ
en experimentos de compresién mecanica de la cola de la rata (tail flick) en dosis de 1,
3y 10 uyM i.c.v. (Calo et al., 2000; Hashimoto et al., 2000; Calo et al., 2000). Se han
descrito hasta el momento otros antagonistas como el [Nphe'Arg'*Lys'’]N/OFQ-
NH2(UFP-101) que tiene poca susceptibilidad a las peptidasas (Calo et al., 2002). Los
hexapeptidos acetilados Ac-RYYRIK-NH; y Ac-RYYRWKNH,, presentan un

antagonismo potente, sin embargo pueden funcionar como agonistas parciales o
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agonistas en diferentes sistemas (Kapusta et al., 2005, Gunduz et al., 2007). Otro
compuesto sintetizado es la ZP-120 (Ac RYYRWKKKKKK-NH;), que actua como un
agonista parcial y presenta una potencia y duracién mas prolongada que la N/OFQ

(Rizzi et al., 2002; Kapusta et al., 2005).

Modelo experimental: Helix aspersa

El Helix aspersa (También llamado Cantareus aspersus) es un invertebrado que
pertenece al phylum mollusca y a la clase Gastropoda. Comprende a los caracoles
marinos y terrestres. Se caracteriza por tener una sola concha como univalvo. El
caracol de tierra se ha adaptado para sobrevivir fuera del agua. La cavidad del manto
funciona como un pulmén modificado y el oxigeno difunde a través de la delgada
membrana que tapiza la cavidad. Este recubrimiento debe mantenerse humedo para el
intercambio gaseoso. El pie es el 6rgano que le permite la locomocién. Se localiza en la
parte inferior y esta compuesto de musculo y cubierto por una piel que contiene gran
cantidad de glandulas que secretan una sustancia viscosa que mantiene la humedad
del animal y facilitan su desplazamiento (Fig. 3).

El caracol H. aspersa por sus caracteristicas anatémicas vy fisiolégicas, se ha
utilizado en diversos estudios cientificos relevantes, ya que es un sistema menos
complejo. En este se pueden reproducir muchos de los aspectos fisiolégicos reportados

en mamiferos, encontrandose repuestas similares en algunos casos.
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Figura 3.
Esquema del caracol de tierra Helix aspersa que muestra sus principales
caracteristicas anatomicas (Modificado de Barnes., 1987).

Ganglio Nervioso Periesofagico del Caracol, Helix aspersa

El sistema nervioso central de H. aspersa esta formado por los ganglios bucales
y los periesofagicos. Los ganglios nerviosos periesofagicos estan compuestos por
pares de ganglios que rodean el eséfago a modo de un collar. Por arriba del es6fago se
encuentran los ganglios cerebroides, y por debajo los subesofagicos. De estos ganglios
parten nervios que inervan a los 6rganos de los sentidos, boca, pie y visceras (Fig. 4).

La periferia de los ganglios esta ocupada por somas de neuronas unipolares o
pseudomonopolares. En el interior del ganglio, se encuentra el neurdpilo que esta lleno
de procesos entrelazados de fibras nerviosas. Un numero considerable de fibras parte
de los cuerpos celulares de la capa cortical, otras fibras neurales de los somas que
estan en otros ganglios y otras mas son fibras de neuronas sensoriales, en los que sus
somas estan cerca de los receptores (Bullock et al., 1965; Kerkut et al., 1975; Zakharov

et al., 1995).
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Figura 4.

Esquema del Ganglio nervioso periesofagico del caracol Helix aspersa, (A y B)
ganglios cerebroides izquierdo y derecho; (H y 1) ganglios pedales izquierdo y derecho;
(C y G) ganglios pleurales izquierdo y derecho; (D y F) ganglios parietales izquierdo y
derecho; (E) ganglio visceral. Se muestra también el plano de los cortes para el
proceso histolégico (Modificada de Kerkut et al., 1975).

Las conexiones sinapticas tienen lugar dentro del neurdpilo. Los procesos
ramificados permiten multiples conexiones y contribuyen a la complejidad del circuito.
Una sola interneurona puede tener conexiones con los neuropilos de varios ganglios y
puede recibir y distribuir impulsos en numerosas uniones sinapticas (Kerkut et al.,
1975).

Los ganglios cerebroides derecho e izquierdo se subdividen en procerebro,
mesocerebro y postcerebro. El procerebro se encarga de la percepcion sensorial
olfatoria y probablemente del aprendizaje olfativo (Chase y Ratte., 1997; 2000; Gelperin,
1990; 1994). El mesocerebro esta formado por un grupo de neuronas medianas
localizadas en la regién dorsomedial de los ganglios cerebroides. Su funcion se
relaciona con el comportamiento de apareamiento (cortejo y copulacion) y control de la

espermatogénesis (Gomot y Gomot., 1995, Li y Chase., 1995). El metacerebro o
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postcerebro recibe informacion sensorial de los 6rganos sensoriales anteriores y
comanda una respuesta motora apropiada a las sefiales que recibe, como escape o
alimentaciéon (Gelperin y Tank., 1990, Sakharov et al., 1993, Gelperin., 1994; Li y
Chase., 1995; Chase., 2000). También hay neuronas que mandan sus axones a los
nervios tentaculares y se encargan de la retraccion del tentaculo (Chase., 2000) (Fig. 5).

Los ganglios subesofagicos son: dos pleurales derecho e izquierdo, dos
parietales derecho e izquierdo, dos pedales derecho e izquierdo y un visceral. Los

ganglios pedales inervan el pie y estan involucrados en la locomocion (Fig. 6). El pie

Figura 5.
Esquema del ganglio cerebroide izquierdo del caracol, en el cual se muestra su
estructura y algunas de sus neuronas (Modificado de Hanstrom, 1925).

tiene un plexo extenso de fibras y células nerviosas capaces de la recepcion,

intermediacién y comando motor aparentemente autbnomo aunque normalmente bajo el
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control de los ganglios pedales e indirectamente de los ganglios cerebrales. Posee un
plexo subepitelial que incluye no solamente células sensitivas y axones, sino también
células ganglionares.

Los ganglios parietales derecho e izquierdo forman un complejo ganglionar con el
ganglio visceral y los pleurales llamado complejo pleuro parieto visceral. Hernadi (2000)
reportd que las neuronas que se localizan en el ganglio parietal derecho del caracol
Lymnaea stagnalis son las responsables del cierre del pneumostoma y la contraccion
de la musculatura para la alimentacion. Del ganglio visceral salen los nervios anal e

intestinal.

Figura 6.
A. Esquema de los ganglios pedales y los nervios pedales principales, vista inferior.
B. plexo nervioso del pie del caracol (Modificada de Schmalz, 1914).
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Neuropéptidos y neurotransmisores en moluscos

La existencia de neuropéptidos y neurotransmisores en el sistema nervioso de
los invertebrados se ha reportado ampliamente. (Ledon et al.,, 1987, 1993; 1994;
Dyakonova et al., 1995, Hernadi y Elekes., 1999; Hernadi, 2000).

En los ganglios periesofagicos del caracol se identificé la presencia de
neuropéptidos como Met-encefalina (ME), Leu-encefalinas (LE), FMRFamida, péptido
intestinal vasoactivo (VIP), neuropéptido F (NPF) y neurotransmisores como la
dopamina, GABA vy serotonina (Ledn et al., 1987, 1993; 1994; Kavaliers, 1988 a y b;
Elekes y Nassel, 1990; Leung et al., 1994; Dyakonova et al., 1995; Kaufmann et al.,
1995; Nezlin y Voronezhskaya., 1997; Hernadi et al., 1998; Hernadi, 2000; Santama y
Benjamin, 2000). La hormona de crecimiento, la cual controla el crecimiento en los
animales jévenes, esta relacionada con el comportamiento de apareamiento (cortejo y
copulacion) y regula la multiplicacion espermatica en el adulto (Wijdenes et al., 1987;

Gomot y Gomot., 1995).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La nociceptina/orfanina FQ y su receptor NOP son considerados miembros de la
familia de los opioides. Hay multiples evidencias de que el sistema regulatorio
neuropeptidérgico esta conservado a través de la filogenia. Sin embargo, no existen
estudios que describan la existencia de la nociceptina/orfanina FQ en especies con
sistemas menos complejos filogenéticamente como son los moluscos. Dada la
importancia de la filogenia en los procesos de la nocicepcion, el interés de este estudio
es demostrar la existencia y describir la distribucién anatdbmica de la inmunorreactividad
de este péptido en los ganglios nerviosos periesofagicos del caracol de jardin, Helix
aspersa. El papel fisiolégico de la nociceptina/orfanina FQ parece ser en sentido
opuesto a la analgesia producida por los péptidos opiodes clasicos, como se ha
reportado en roedores y en el molusco Cepaea nemoralis, por lo que resulta interesante
estudiar el efecto de la N/OFQ sobre la termonocicepciéon en H. aspersa mediante el

empleo de la prueba de la plancha caliente.

HIPOTESIS
Hay evidencias de que el sistema regulatorio neuropeptidérgico esta conservado
a través de la filogenia, por lo que se postula la existencia de la nociceptina/orfanina FQ
en el sistema nervioso de especies como los moluscos y en especial en los ganglios
nerviosos del caracol de jardin H. aspersa.
La administracion de nociceptina/orfanina FQ sintética en este caracol participara

en la respuesta termonociceptiva.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Mediante el empleo de anticuerpos especificos para la nociceptina/orfanina FQ,
cuantificar y describir la distribucién anatomica, celular y tisular de este péptido
bioactivo en los ganglios nerviosos periesofagicos del caracol, H. aspersa y probar si la
aplicacion de este péptido sintético en el caracol tiene un efecto sobre la

termonocicepcion evaluado en la plancha caliente.

Objetivos Especificos:
1. Verificar la existencia y distribucion anatomica de la inmunorreactividad a

nociceptina/orfanina FQ, por medio de técnicas inmunohistoquimicas.

2. Describir la localizacion subcelular de este péptido por medio de técnicas de

inmunocitoquimica para microscopia electronica.

3. Evaluar el efecto de la nociceptina/orfanina FQ sobre la termonocicepcion en el H.

aspersa en la prueba de la plancha caliente.

4. Determinar el contenido tisular de material inmunorreactivo a nociceptina/orfanina FQ

de extractos crudos de péptido total en el tejido nervioso del H. aspersa, por medio de

un radioinmunoensayo (RIA).
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron caracoles adultos de H. aspersa (también llamados Cantareus
aspersus) colectados en los jardines de la ciudad de México, los cuales se mantuvieron
en condiciones de laboratorio. Se mantuvieron en cajas de acrilico con 10 cm de tierra 'y
humedad del 100% con ciclos de 12/12 h luz/oscuridad, a una temperatura ambiente de
20 £ 2 °C. Los animales se hidrataron diariamente y se alimentaron con lechuga ad
libitum. Los caracoles se mantuvieron en estas condiciones por lo menos una semana
antes de iniciar los experimentos. Los experimentos se realizaron siguiendo los
lineamientos de la comision de ética del Instituto Nacional de Psiquiatria, Ramon de la
Fuente.

Para el estudio del péptido opioide N/OFQ en los ganglios periesofagicos del
caracol Helix aspersa se llevaron a cabo experimentos morfoldgicos, conductuales vy

bioquimicos.

Experimentos Morfolégicos.

Se determind la existencia y localizacion de la N/OFQ en los ganglios del anillo
periesofagico del caracol H. aspersa con técnicas inmunohistoquimicas de
inmunoperoxidasa y de inmunofluorescencia. El tejido asi tratado se analizé6 en un
microscopio de campo claro y fluorescencia (Leitz Laborlux 12 o Olympus BX51).
También se llevaron a cabo experimentos de doble marcaje para determinar la probable
coexistencia o colocalizacién de la N/OFQ con las encefalinas y se analizaron en un

microscopio confocal (Zeiss LSM 510 META).
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Diseccion de los ganglios periesofagicos del caracol Helix aspersa.

Con una tijera roma se liber6 al caracol de su concha; se fij6 en una placa de
poliestireno; se realizé una incision en la linea media de la parte dorsal, se separo la
piel y se expuso el ganglio; se cortaron los nervios uno a uno hasta extraer el anillo

ganglionar.

Fijacion.

Los ganglios se fijaron por inmersion en paraformaldehido al 4% solo o mas
acido picrico 0.2 % en amortiguador de fosfato salino 0.1M, pH 7.4. (PBS) durante la
noche (12 h). Posteriormente, se crioprotegieron en una solucién de sacarosa al 30%
en PBS. Se realizaron cortes coronales y parasagitales seriados de entre 15y 20 ym en
un criostato a una temperatura de —-18 a -22 °C y se montaron en portaobjetos

previamente gelatinados.

Caracteristicas del anticuerpo anti-nociceptina/orfanina FQ

Utilizamos anticuerpos policlonales desarrollados por el Dr. Benito Antén (Lab. de
Neurobiologia Molecular del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente). El
antisuero se generod en conejos Nueva Zelanda (C1-C6) a los que se les inmunizé con
el péptido N/OFQ 1-17 acoplado a la proteina KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin;
Sigma) siguiendo los protocolos estandares de inmunizacién. (Harlow y Lane, 1988). La
identificacion de la especificidad del antisuero a la N/OFQ sintética se llevo a cabo por
el método de ELISA (por sus siglas en ingles enzyme-linked immunosorbent assay,
Hockfield et al., 1993). Los antisueros se purificaron por afinidad de antigeno (A-APA

por sus siglas en inglés Antigen Affinity-Purified Antisera) en una columna de
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cromatografia (Harlow y Lane, 1988). Se verificd su especificidad por el método de
ELISA e inmunodot-blot (Gutiérrez et al., 2001 para el Ac C1, Fig. 7). Para esta tesis se
utilizaron los antisueros C1 y C5, los dos se purificaron por afinidad y se comprobé su

especificidad por medio de un inmunodot-blot.

DYN BAM
Q
F15Q F13A F11 117 18 LE ME

Figura 7.

Immunodot-blot para la sensibilidad y especificidad del anticuerpo anti-nociceptina
C1 (F-15-Q). La concentracion de cada péptido esta en la columna del lado izquierdo
a diferentes diluciones (1x10° a 1x10™). Los péptidos utilizados fueron. F-15-Q, F-
13-A y F-11-Q, dinorfina 147, BAM-18; LE, Leu-encefalina y ME- Met-encefalina.
(Tomado de Gutierrez., et al, 2001).

Inmuno Dot

Para determinar la especificad de los anticuerpos anti N/OFQ que utilizamos en
las técnicas de inmunohistoquimica e inmunocitoquimica en nuestras condiciones
experimentales, realizamos un inmuno dot para los anticuerpos C1 y C5. En el inmuno

dot se usaron concentraciones diferentes de los péptidos opioides Leu-encefalina, Met-
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encefalina, beta-endorfina, N/OFQ y la sustancia P para descartar inmunorreactividad
cruzada con los anticuerpos de N/OFQ. Los anticuerpos primarios se incubaron en
membranas PVDF, se utilizé un anticuerpo secundario HRP-burro anti conejo (Jackson
Immnuno Research Lab. INC. West Grove Pennsylvania), y se revel6 con complejo de
quimioluminiscencia (Perkin Elmer), en una placa radiografica con una pelicula Kodak

X-Omat ultrasensible. (ver metodologia detallada anexo 1. pag.107).

Inmunohistoquimica

Se utilizdé la técnica de avidina-biotina-peroxidasa (ABC de los Laboratorios
Vector Burlingame, CA, USA) o la de inmunofluorescencia indirecta de Coons (1954),
para comprobar si con las dos técnicas se marcaban las mismas neuronas y fibras. Las
dos técnicas ABC y fluorescencia se siguieron con algunas modificaciones (ver
metodologia detallada en el anexo Pag. 108 y 110). Para las dos técnicas se utilizd una
solucién amortiguadora de fosfatos salina 0.1 M, pH 7.4 con tritén X-100 al 0.3% (PBS-
T), como solucion de lavado. Para diluir los diferentes anticuerpos y como solucion de
bloqueo de los sitios de unién inespecifica se utilizd una solucién de albumina sérica
bovina 5 % (ASB), suero normal de burro 5 % (SNB) y PBS-T. Se bloqued durante una
hora, después del bloqueo se incubd con alguno de los anticuerpos siguientes: anti-
N/OFQ (C1 1:10, C5 1:150); anti-dinorfina A 1.47 (Peninsula lab, INC. Belmont C.A. USA,
1:50); anti-encefalinas (1: 50 Chemicon Int. CA, USA) por 48 h a 4°C. Los anticuerpos
secundarios fueron: burro-anti-conejo 6 burro anti-ratén, dependiendo del primer
anticuerpo utilizado, conjugados a isotiocianato de fluoresceina (FITC) o a tetrametil
rodamina (TRITC, Jackson Immnuno Research Lab. INC. West Grove Pennsylvania) a

una dilucién 1:50 en solucion de bloqueo y se incubaron por dos horas a 37 °C. Como
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medio de montaje en el caso de la peroxidasa se utiliz6 resina Entelan (Merck
Darmstadt Germany) y para la Inmunofluorescencia con un medio de montaje que no

permite el decaimiento de la fluorescencia (antifade Molecular Probes).

Controles de Inmunohistoquimica

Se realizaron diferentes controles: a) omision del primer anticuerpo, b) omision
del segundo anticuerpo, c) preadsorcion del primer anticuerpo con un exceso (10™* M)
de su péptido sintético especifico, preadsorcion del anticuerpo con diferentes péptidos
como Met-encefalina, p-endorfina y dinorfina (Peninsula lab, INC. Belmont CA., USA),
d) control PBS para valorar la fluorescencia nativa. Las estructuras en las que no se
observé inmunorreactividad después de realizar la preadsorcion del primer anticuerpo

con su péptido sintético especifico se consideraron especificamente inmunorreactivas.

Analisis

Los cortes seriados de cada ganglio se analizaron en un microscopio Leitz
Laborlux 12 o en un Olympus BX51 de campo claro o fluorescencia con los filtros
especificos para FITC y TRITC. Se determind la localizacion de las neuronas y las
fibras inmunorreactivas (NIR y FIR) a N/OFQ. Se realizaron esquemas y se tomaron
fotografias con una camara digital Spot2, (Diagnostic Instruments). A las fotografias se

les corrigié unicamente la brillantez /oscuridad.
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Inmunocitoquimica

Para determinar la localizaciéon de la N/OFQ a nivel subcelular se realizo la
técnica de inmunocitoquimica postinclusion para microscopia electronica. Después de
la disecciéon vy fijacidon, se realizaron cortes gruesos (100 pm) del ganglio en un
vibratomo (Serie 1000 plus Sectioning System), se osmificaron con tetraoxido de osmio
al 1% y se deshidrataron en alcoholes graduales y oxido de propileno, para su inclusion
en plano con la resina Epon Araldita (Electron Microscopy Sciences Hatfield, PA USA).
De la rebanada incluida en plano, se obtuvieron cortes de las regiones de interés
(ganglios cerebroides, parietales etc.) y de estas se hicieron cortes semifinos y finos
(90-100 nm) y se montaron en rejillas de niquel de un solo orificio cubiertas previamente
con formvar. Para la inmunocitoquimica se utilizaron los anticuerpos primarios anti-
N/OFQ (C1 y C5) y el anticuerpo secundario cabra anti-conejo conjugado con oro de
15nm (Amersham Biosciences Argentina SA). Se contrastd con acetato de uranilo

(Baltec) y citrato de plomo (Merck). (Ver metodologia detallada en anexo pag. 111).

Experimentos Conductuales

Termonocicepcion

Para caracterizar el efecto de la N/JOFQ sobre la nocicepcion en el caracol H.
aspersa se realizd la prueba de la “plancha caliente”, que en el caso del caracol H.
aspersa consistio en colocar al caracol en la superficie de la plancha caliente (Socrel,
modelo D537) y se cuantificd la latencia o tiempo que tardd el caracol desde que se

puso en la superficie de la plancha hasta que presenta la conducta de evitacion
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(withdrawal behaviour) ante el estimulo térmico. Esta conducta consistié en la elevacion

de la parte anterior del pie y la retraccion de la cabeza hacia la concha.

Evaluaciéon de la conducta de evitacion en la plancha caliente

Se llevaron a cabo experimentos preliminares para determinar la temperatura de
la plancha en la cual los caracoles presentaban la conducta de evitacion y las
caracteristicas de esta conducta de una manera constante y cuantificable bajo nuestras
condiciones de laboratorio. La conducta de evitacidn en los caracoles de tierra se
describié como la elevacion de la porcion anterior del pie totalmente extendido, hasta
que sea realmente discernible la elevacion maxima (Kavaliers et al., 1988a). En las
condiciones de nuestro laboratorio los caracoles presentaron ademas de la elevacion
del pie una retraccion de la cabeza dentro de la concha. Esta fue una respuesta mas
clara y constante que la sola determinacion de la elevacion del pie, por lo que la
retraccion se consideré como el punto final de la respuesta de evitacién (Fig. 20).

Se utilizaron grupos de 10 caracoles (n=10) para cada temperatura (38 a 45 +
0.5°C). Cada caracol se probd una sola vez para descartar una posible liberacién de
opioides enddgenos u otra sustancia que interviniera en el efecto de la N/OFQ. El
tiempo de corte fue establecido a los 30 s. A ese tiempo no se produjo ningun dafo
tisular. Estos experimentos preliminares mostraron que con una temperatura de la
plancha de 45 + 0.5° C, los caracoles presentaron una latencia control de entre 5y 7 s.
Con base en estos resultados se pudo valorar el efecto pronociceptivo (acortamiento de

la latencia) como el antinociceptivo (alargamiento de la latencia).
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Caracterizacion farmacolégica
Para la caracterizacion de los diferentes compuestos se llevaron a cabo cursos
temporales y dosis respuesta de los diferentes compuestos. Con los valores de las

latencias se construyeron las curvas temporales y dosis-respuesta para cada farmaco.

Farmacos

Los farmacos utilizados en este estudio fueron: N/OFQ de 1 a 30 ng/g (Phoenix
Pharmaceuticals, INC., Belmont, CA; U.S.A.); el pseudopéptido antagonista del
receptor NOP, [Phe'W(CH,NH)Gly?]nociceptin(1-13)-NH, de 30 a 560 ng/g (Phoenix
Pharmaceuticals, INC., Pharmaceuticals, INC., Belmont, U.S.A.); naloxona de 30 a 3000
ng/g (Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A.); dinorfina A 117 de 1 a 5.6 ng/g (Peninsula
Lab, INC., Belmont, U.S.A.); morfina de 1000 a 10,000 ng/g (Sigma Aldrich, St Louis,

MO, U.S.A.).

Curvas temporales y dosis- respuesta

Los compuestos se diluyeron en solucion salina al 0.9% y se inyectaron en la
cavidad del hemocele, atravesando el musculo del pie, en un volumen de 20 ul, con una
microjeringa (Hamilton). Para la seleccion de las dosis se tomdé en cuenta los
experimentos reportados en rata, raton y en el caracol Cepaea nemoralis (Kavaliers y
Perrot-Sinal, 1996; Kavaliers 1988a, b; Guerrini et al, 1998). Los grupos control (n=10
para cada tiempo) fueron naive (sin tratamiento) y vehiculo (inyectados con 20 pl de
solucién salina).

Para las curvas temporales se administré el farmaco en el tiempo cero (t=0) en

grupos independientes de caracoles (n=10), los cuales se probaron en la plancha
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caliente a los 15, 30, 60, 90 y 120 min post-inyeccion. Las curvas temporales se

construyeron con el tiempo en el cual se presento la respuesta maxima.

Experimentos de interaccion

N/OFQ més Phe'¥ o morfina o dinorfina

En estos experimentos se administré la N/OFQ (10 ng) y Phe'¥ (560 ng/g), o
morfina (10,000 ng/g), o dinorfina A 147 (5.6 ng/g). Las dosis utilizadas en este
experimento fueron las que tuvieron un efecto maximo de acuerdo con las curvas dosis
respuesta. La primera combinacién fue con Phe'W¥, se inyectd en el t=0 y a los 15 min
se administré la N/OFQ. Los caracoles se probaron en la plancha caliente a los 45 min
después de la ultima inyeccidn, tiempo en el que los dos compuestos presentan su
maximo efecto. En la segunda combinacion, se inyectdé 10,000 ng/g de morfina y 30
minutos mas tarde 10 ng/g de N/OFQ, los caracoles se probaron en la plancha caliente
30 min después. En la tercera combinacion se les administro dinorfina A 117 (5.6 ng/g),
30 minutos mas tarde N/OFQ (10 ng/g). Se probaron en la plancha caliente 30 minutos

después.

N/OFQ mas naloxona
Se administraron dosis sub-efectivas de naloxona (100 ng/g) y N/OFQ (1 ng/g) en
el t=0, los caracoles se probaron en la plancha caliente a los 30 min post-inyeccion,

tiempo en el que tuvieron su efecto maximo ambos compuestos.
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Morfina mas naloxona
Para la realizacion de estos experimentos se administraron simultaneamente
dosis de naloxona (1000 ng/g) y morfina (10 000 ng/g) al t=0 y se probaron a los 30 y 60

minutos postinyeccion.

Phe'¥ més morfina o dinorfina

En estos experimentos se administraron dosis sub-efectivas de morfina 1000
ng/g al t=0 y Phe'¥ (100 ng/g) 15 min mas tarde, o de dinorfina A 147 (1 ng/g)
administrada al t=0 y Phe'® (100 ng/g) a t=15. En los dos experimentos los caracoles
se probaron a los 60 min, después de la primera inyeccién, tiempo en el cual ambos

compuestos tuvieron su maximo efecto.

Anadlisis estadistico de los datos

Los valores se expresaron como el promedio * el error estandar de los grupos de
10 caracoles. Las latencias de cada grupo se compararon con un analisis de varianza
Kruskal-Wallis y una prueba de Tukey (*p<0.05).

El area bajo la curva de cada curso temporal se calculé por la formula para
trapezoides (Gibaldi, 1991). Para ajustar las curvas dosis respuesta se utilizé el
programa Win-nonlin (Pharsight, Co. Version 2.1), para calcular los valores de EDsp, ¥y
los limites de confianza del 95%. El programa usado para la estadistica fue el Sigma
Stat 3.1. Las graficas de hicieron con el software Sigma Plot versién 10 (Jandel

Scientifics).
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Experimentos Bioquimicos.

La cuantificacion de la N/OFQ en los ganglios cerebroides y subesofagicos del
caracol H. aspersa constdé de los siguientes procedimientos: extraccion del péptido;
marcaje del trazador con I'2% utilizando la técnica de cloramina T; curva de titulacion

para el anticuerpo; curva estandar y radioinmunoensayo.

Extraccion del péptido.

Los ganglios nerviosos periesofagicos de los caracoles Helix aspersa se
extrajeron e inmediatamente se congelaron a -70 °C, se utilizé un método estandar para
extraer péptidos opioides del tejido nervioso (Maidment et al., 1989). El tejido se
homogeniz6 con un politrén en 5 volumenes/gramo de tejido humedo con una solucion
de acido clorhidrico 0.1N a 4 °C. Se obtuvo el extracto de péptido total del sobrenadante
a través de centrifugacién del homogenado a 12 000 rpm x g por 60 minutos a 4 °C. La
solucion de HCI se removio de la fraccion de péptido crudo por evaporacion. El extracto
de péptido crudo se resuspendiod en buffer fosfatos. El sobrenadante se pasé por una
columna de amberlita (preactivada con HCI 0.1N) de 5 ml. La fraccién obtenida de 5 ml
se eluy6 en 30 ml de metanol al 100%, y se evapord la solucién. El residuo peptidico se

resuspendio en buffer de fosfatos al 0.1M.

Trazador

El trazador empleado para el RIA fue un péptido sintético, estructuralmente
analogo a la N/OFQ (YGGFTGARKSARKLANQ) el cual tiene sustituida por tirosina la
fenilalanina inicial del extremo amino terminal (Phoenix Pharmaceuticals, INC., Belmont,

CA; U.S.A). Este péptido se marco con 1'?® en la tirosina mediante el empleo del
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método de la cloramina T descrito por Hockfield y colaboradores (1993). El péptido

marcado con 1'?° se purificé en una columna de amberlita (preactivada con HCI 0.1N).

Curva de titulaciéon y curva estandar.

Se llevo a cabo un RIA en fase sdlida con base en el método para péptidos
opioides (Maidment et al., 1989). Las muestras se prepararon de los extractos de
péptido total crudo en una solucién de RIA (0.15 M fosfato de potasio 0.1%, gelatina 0.2
%, Tween-20, pH 7.4). Para el RIA en fase sdlida se emplearon platos de 96 pozos
removibles (Inmunolon Il, Dynatech). Los pozos se recubrieron con 0.30 ug de proteina
A en 10 ml de 0.1 M de bicarbonato de sodio por pozo. Después de un periodo de
incubacion de 2 horas a temperatura ambiente, los pozos se lavaron con una solucién
buffer de RIA (0.15 M K;HPO4 0.3%, gelatina 0.2 %, Tween-20, pH 7.4), 4 veces por 2
minutos cada uno. Se determind la dilucion del antisuero que dio un 20 % de unidn
especifica del trazador en ausencia de competencia con antigeno no marcado. Se
usaron diluciones seriadas del antisuero anti-N/OFQ (C2) (1:1500, 1:3000, 1:6000,
1:9000 1:12000, 1:15000) en solucion de buffer de RIA. Se incubé cada pozo con esta
solucién por un periodo de 24 h a 4 °C. Los pozos se lavaron 4 veces por 2 min. El
porcentaje de unidén especifica del trazador se calculé después del conteo de
radioactividad contenida en cada pozo mediante un contador gamma (Beckman). Estos
experimentos nos permitieron determinar la dilucibn del antisuero anti-
nociceptina/orfanina FQ (1: 1500) con la cual se obtuvo un 20% de unién especifica del

trazador y fue la dilucién que se utilizé en el RIA.
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Radioinmunoanalisis.

Para el radioinmunoensayo se llevaron a cabo los siguientes pasos: la incubacion
del anticuerpo primario anti-nociceptina/orfanina FQ (1:1500) durante 24 horas a 4°C en
pozos recubiertos con proteina G. Para los pozos control (curva estandar) se
adicionaron 100 uyl de cada una de las diluciones de N/OFQ sintética no marcada
(0.015, 0.030; 0.07; 0.15; 0.3; 0.6; 1.25, 2.5; 5.0; 10; 20 ng) mas 20 pl del trazador
radiactivo a cada pozo. Se realizaron pozos del 100% y unién inespecifica. Se utilizaron
10000 cuentas por minuto (cpm) del trazador péptido N/OFQ marcada con '®I. Para los
pozos en los cuales se midié el material inmunorreactivo a N/OFQ se adicionaron los
extractos de tejido nervioso (cerebroides y subesofagicos), mas 20 ul de trazador
radiactivo a cada pozo. Todas las muestras se realizaron por triplicado. Se incubaron 24
h a 4 °C. Se conto la inmunorreactividad en un contador gamma (ICN Isomedic 4/600).
Se construyd una curva estandar con los ensayos control y se calcularon los valores de
concentracion inhibitoria del 50 % de union (ICsp) para establecer el nivel minimo

confiable de deteccién de N/OFQ sintética. (ver metodologia detallada anexo. pag. 113).
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RESULTADOS

Resultados de inmunodot.

Los anticuerpos anti-N/OFQ Cs y C4 (Fig. 8 y 9) no mostraron reaccion cruzada
con otros péptidos opioides ni con la substancia-P. EIl anticuerpo se utilizd a la misma
dilucion en el inmunodot y en los experimentos de inmunohistoquimica e
inmunocitoquimica, comprobando con esto la especificidad de los anticuerpos utilizados

para la N/OFQ.

LE ME Din N/OFQ B-E Nocist SP
10

. *

10

10°

1072

Figura 8.

Inmunodot en membrana PVDF para el anticuerpo anti-N/OFQ C5 a una dilucién de 1:150,
incubado con diferentes concentraciones de Leu-encefalina (LE) Met-encefalina (ME),
dinorfina A 1.7 (Din), nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ), beta-endorfina (B-E), nocistatina
(Nocist) y substancia P (SP).

Resultados Morfolégicos
Controles de inmunohistoquimica: Con la omisién del anticuerpo primario no
se observd inmunorreactividad. Al preincubar el anticuerpo anti-N/OFQ con su

péptido sintético especifico, la N/OFQ, el tejido no presenté inmunorreactividad.
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LE ME Din N/OFQ B-E Nocist SP
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Figura 9.

Inmunodot en membrana PVDF para el anticuerpo anti-N/OFQ C1 a una dilucion de
1:100, incubado con diferentes concentraciones de Leu-encefalina, Met-encefalina,
dinorfina A 147, NNOFQ, B-endorfina, nocistatina y sustancia P (abreviaturas en el pie de
figura 8).

Con la preadsorcion del anticuerpo anti-N/OFQ con el péptido dinorfina A4.17
no se observaron cambios en la inmunorreactividad (Fig. 11, G, H, | y J; Fig. 12Ay

B). Con lo anterior se demostr6 que el anticuerpo anti-N/OFQ reconoce

especificamente al péptido endégeno N/OFQ (Fig. 12 Ay B).

Distribucion Anatémica

Se demostré la existencia de inmunorreactividad a N/OFQ (IR-N/OFQ) en el

ganglio periesofagico del Helix aspersa. La distribucion de la IR-N/OFQ obtenida con la

técnica de inmunoperoxidasa y con la inmunofluorescencia fue la misma, por lo que los

resultados estan basados en las dos técnicas.

Las neuronas de los ganglios periesofagicos del caracol se han clasificado en

neuronas pequenfas (de 7 a 39 ym), medianas (de 40 a 79 um) y grandes (de 80 a 200

pm de diametro mayor; Kerkut et al., 1975; Elekes y Nassel, 1990), por lo que en el
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presente trabajo se describen de la misma manera. La IR-N/OFQ se presenté con
diferentes intensidades tanto en las fibras como en las neuronas que se encontraron
aisladas o en grupos. Los grupos de neuronas inmunorreactivas (NIR) se localizaron
bilateralmente (ganglio derecho e izquierdo, Fig. 10) y su diametro fue de entre 7 y 115
pm. Todos los ganglios, excepto el pleural, tuvieron NIR vy las fibras inmunorreactivas
(FIR) se distribuyeron en el neuropilo de todos los ganglios, en las comisuras y en los
nervios. El tejido conectivo periganglionar presentd una gran cantidad de FIR en

especial en la pared de los vasos hemolinfaticos.

Ganglios Cerebroides

Procerebro

En la parte lateral del procerebro se observdé una cadena de NIR de 17 ym de
diametro mayor en promedio (aproximadamente 22 neuronas por ganglio, Fig 10 A), los
axones atraviesan el neuropilo del ganglio (Fig 11A). En la parte inferior y lateral del
procerebro existen neuronas aisladas pequenas (7-12 um). Este mismo tipo de
neuronas se observaron alrededor de la salida de los nervios tentacular, 6ptico y bucal.
En el neuropilo del ganglio se observé un punteado fino y fibras largas inmunorreactivas

en el haz de fibras que forma el nervio tentacular (Fig. 11 A1).
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Figura 10.

Esquema de los ganglios nerviosos periesofagicos del caracol de jardin Helix aspersa,
se muestra también la direccion de corte. A y B ganglios cerebroides derecho e izquierdo
respectivamente; C y G ganglios pleurales; D y F, ganglios parietales; E, visceral; H e |,
pedales. Il. Ganglios cerebroides, Procerebro (PC) derecho (R) e izquierdo (L):
postcerebro (PTC): mesocerebro (MC). lll. Ganglios pedales (P). IV. Complejo ganglionar
viscero-parietal-pleural. Ganglios pleurales (pl), parietales (pr) y visceral (v). Los puntos
indican la localizacion de los diferentes grupos neuronales y los circulos neuronas
aisladas inmunorreactivos a N/OFQ.

Mesocerebro.

En el limite entre el procerebro y el mesocerebro en su regién dorsal existe un
grupo de NIR pequefas (11 y 15 ym) en numero aproximado de 12 a 20 (Fig. 10 ). En
el mesocerebro izquierdo existen FIR alrededor de algunas neuronas mismas que no se
observaron en el mesocerebro derecho. En la comisura cerebral existen FIR con una

densidad media, que se dirigen de un ganglio cerebroide al otro (Fig. 11 F).
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Postcerebro.

En el postcerebro se encontraron cuatro grupos de neuronas, el primero de
aproximadamente 12 a 18 neuronas de 15um de diametro (Fig 11, C). Entre el

procerebro y postcerebro parte lateral cercano a la base del nervio labial se localiza un

Figura 11. Ganglios Cerebroides

A. Vista panoramica de un corte coronal del ganglio cerebroide. En azul oscuro se
observa la inmunorreactividad a N/OFQ. 1. Amplificacion de las neuronas inmunorreactivas
a N/OFQ en la parte lateral izquierda del procerebro. 2. Grupo de neuronas pequenas IR-
N/OFQ en la base del mesocerebro. 3. Fibras varicosas y grupo de neuronas pequefias en
la parte izquierda y derecha del postcerebro (B y C). D. Inmunofluorescencia para N/OFQ
en fibras del postcerebro. E. Grupo de neuronas pequefias inmunorreactivas en
postcerebro. F. Fibras inmunorreactivas en la comisura cerebral G, H, | y J. cortes seriados
del postcerebro (G y H) y del procerebro (I y J) donde se muestra en G y |, neuronas y
fibras inmunorreactivas y en H y J la ausencia de inmunorreactividad en el control de
preadsorcion. LPC (procerebro izquierdo), RMC (mesocerebro derecho), LPTC
(postcerebro izquierdo), C (comisura). Barras: 1-3 y B = 20 uym; C, D, E, F=50 um. G, H, |,
J=100 pm.
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segundo grupo de NIR con las mismas caracteristicas. Un tercer grupo de NIR
pequefias (12 pm) se localizé alrededor de la salida de los nervios cerebro pedal y
cerebro pleural. En la parte inferior y medial del postcerebro, se localizé un cuarto grupo
de NIR (de entre 12-16 ym) y en numero de 7-9 neuronas. El neuropilo tiene una
densidad alta de FIR unas finas con varicosidades y otras gruesas lisas y los nervios
contienen diferentes densidades de FIR (Fig. 11, C y D). Las fibras del neuropilo se

dirigen hacia el nervio cerebropleural y cerebropedal.

Ganglios Subesofagicos:

Complejo ganglionar viscero-parietal-pleural

En este complejo ganglionar hay aproximadamente 170 neuronas
inmunorreactivas a N/OFQ de entre 10-115 ym en promedio y aproximadamente 82
neuronas pequefas (12-25 um) localizadas junto al neuropilo. Las neuronas medianas
(65; 26-49 pm) y las grandes (17; 50-115 pm) estan localizadas en la superficie de
diferentes regiones del complejo ganglionar.

En los ganglios parietales, ademas de las neuronas pequefas localizadas junto
al neuropilo, se observaron neuronas medianas y grandes distribuidas en los ganglios
derecho e izquierdo. Las neuronas grandes (50-115) se localizaron en la superficie
dorsomedial a los lados de las neuronas 76 y 77 (Kerkut et al., 1975) o también llamada
Pa3 (Elekes y Nassel., 1990). Otras neuronas grandes estan en la parte caudomedial
del ganglio (Fig. 12, A). En el ganglio visceral hay una NIR grande (102 um) cerca de la
salida del nervio anal y un grupo de 15 neuronas (10 um) localizadas junto al neuropilo

en la parte inferior.
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Las NIR a N/OFQ dirigen sus axones a los paquetes de fibras que atraviesan el
complejo neuropilar de los ganglios y forman parte de todos los nervios principalmente

del visceral, anal y palial (Fig 12, A).

Figura 12.
Complejo ganglionar Parietal-Pleural.

A. Corte del ganglio parietal y pleural derecho. Nétese FIR abundantes en el neuropilo de
los dos ganglios. Se observan NIR grandes en la parte dorsal del ganglio parietal (1), los
axones proyectan hacia el neuropilo. Un grupo de NIR pequefias cerca del neuropilo (V).1.
Aumento de este grupo. B. Control de preadsorcién, corte consecutivo de A, el asterisco
identifica a la neurona 77 descrita por el grupo de Kerkut, (1975) y las flechas a las
neuronas que en A, fueron inmunorreactivas. C. Grupo de NIR pequefias localizadas en el
ganglio parietal. D. Corte de ganglio parietal incubado con segundo anticuerpo conjugado a
TRITC, se muestran NIR medianas y grandes en la superficie dorsal del ganglio parietal. E.
Otro corte con NIR grandes en los ganglios parietales. Ganglio parietal derecho (rpr),
ganglio pleural derecho (rpl). Barras: 1=25 ym, C= 50pym y B y D=100 pym.
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En los ganglios pleurales no se observaron NIR, sin embargo contienen una
densidad alta de FIR localizadas en la periferia del neuropilo de los ganglios. Estas
fibras se dirigen al conectivo cerebro pleural y rodean a las neuronas que se encuentran

en la base del nervio cerebropedal (Fig 13 B).

Ganglios Pedales.

Existen cuatro grupos de NIR, uno en la region dorsal formado por 12 -15
neuronas medianas de 40 um en promedio, (Fig. 14 A), un segundo grupo en la parte
lateral por debajo del nervio pedal medial, formado por neuronas pequenas (12-20 um)
en numero de 16 aprox. (Fig. 14 C). El tercer grupo situado en la region medial y ventral
formado por neuronas pequefias (22 pm promedio). El cuarto grupo formado por
neuronas pequefas (12-18 uym) se localiza alrededor del nervio pedal inferior. El
neuropilo de estos ganglios presenta fibras inmunorreactivas con una densidad media
que atraviesan por las comisuras dorsal y ventral del ganglio. Todos los nervios de

estos ganglios contienen fibras inmunorreactivas con diferentes densidades (Fig 14).
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Figura 13.

A. Ganglio parietal. NIR grande en la parte medial del ganglio. B. Corte coronal a nivel de
los ganglios pleurales, notese las fibras inmunorreactivas localizadas en la periferia del
neuropilo (V). C. Parte inferior del conectivo cerebro pleural. Se observan fibras
inmunorreactivas con una densidad alta y algunas fibras rodean a las neuronas (). D.
Corte de aorta nétese las fibras inmunorreactivas abundantes en la capa externa.
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Figura 14.

Ganglio pedal

A. Vista panoramica de un corte histoldgico de los ganglios pedales. Nétese la presencia
de fibras inmunorreactivas a NJOFQ abundantes en el neuropilo, en la comisura, los nervios
y el conectivo (CPDC). En el ganglio pedal hay diferentes grupos de neuronas pequenas
inmunorreactivas junto al neuropilo. 1-3, aumento de grupos de neuronas pequenas
inumonorreactivas. En 3, fibras inmunorreactivas con varicosidades finas en el neuropilo. B
y C, cortes seriados del ganglio pedal. En B, se muestra la presencia de fibras
inmunorreactivas y de 2 grupos de neuronas inmunorreactivas (U 6 1 ). En C, control de
preadsorcion en donde no se observa inmunorreactividad, las flechas indican la localizacion
de los grupos neuronales de B. D grupo de neuronas y fibras inmunorreactivas en la parte
laterodorsal del ganglio pedal izquierdo. Conectivo cerebro pedal (CPDC), ganglio pedal
izquierdo y derecho (LP, RP) (Barras: 1-3, D = 20 ym, By C= 100 ym.
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Doble marcaje para nociceptina/orfanina FQ y encefalinas

En el analisis con microscopia confocal se pudo observar que la N/OFQ y las
encefalinas se localizan en neuronas vy fibras distribuida en todos los ganglios de anillo
periesofagicos con una distribucion similar, pero no existe colocalizacion. Como ejemplo

se muestran los ganglios cerebroides (Fig. 15 A, B, C; Fig. 16).

@ wora
Q Encefalinas

Cc D

Figura 15.

Inmunofluorescencia de doble marcaje para N/OFQ (TRITC, rojo) y encefalinas (FITC,
verde). Cortes coronales de los ganglios cerebroides de H. aspersa. A. Vista panoramica
del ganglio cerebroide derecho. Se observan neuronas y fibras inmunorreactivas a NJOFQ y
a encefalinas. B. Aumento de las neuronas inmunorreactivas del procerebro en A. C.
Neuronas inmunorreactivas a N/OFQ y encefalinas en el procerebro izquierdo. D. Fibras y
neuronas inmunorreactivas en el procerebro, las fibras se dirigen al nervio tentacular.
Nétese que no colocalizacion. Barras: A= 100 um, B, C, D =25 um.

Las neuronas positivas a N/OFQ se localizan en la parte lateral externa del

procerebro, junto a ellas se encuentran neuronas positivas a encefalinas y fibras
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abundantes en el neuropilo, unas positivas a N/OFQ y otras a encefalinas. Las

neuronas inmunorreactivas a N/OFQ estan localizadas tanto en el

Figura 16.

Anadlisis confocal. Neuronas de la parte lateral del procerebro procesados con
inmunofluorescencia de doble marcaje, canal rojo para N/OFQ y canal verde para encefalinas.
Se crearon imagenes de varias secciones Opticas obtenidas a intervalos de 1 ymenlos ejes Y y
Z. Al promedio de cada serie se realizd un analisis de colocalizacion con el programa LMS de
Zeiss. En el diagrama de dispersion se muestra en la region 1 (FITC), en la region 2 (TRITC) y
en la regién 3 la dispersion de los pixeles en donde habria colocalizacion de los dos fluoréforos
que esta ausente. El coeficiente de colocalizacion fue de 0.002, lo que significa que no hay
colocalizacion.

procerebro derecho como en el izquierdo y son neuronas pequenas unidas al tejido
conectivo periganglionar. Las neuronas inmunorreactivas a encefalinas se localizan
junto a las de N/OFQ, pero no se encuentran unidas al tejido conectivo. Las células

inmunorreactivas a encefalinas son globulares y mas pequefias que las
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inmunorreactivas a N/OFQ. Las fibras inmunorreactivas para N/OFQ y encefalinas son
abundantes en el neuropilo (Fig. 15 D). En las fibras inmunorreactivas se observan
varicosidades, los dos grupos de fibras inmunorreactivas para encefalinas y N/OFQ

conectan el procerebro con el postcerebro y llegan al nervio tentacular.

Resultados Microscopia electronica.

Procerebro

Las neuronas inmunorreactivas a N/OFQ del procerebro se estudiaron a nivel de
microscopia electrénica. La morfologia de estas neuronas fue la siguiente: Estan
situadas en la parte dorsolateral del procerebro, su cara lateral externa esta unida al
tejido conectivo periganglionar que forma la pared del seno hemolinfatico lateral (Fig.
17). Su cara interna esta cubierta por prolongaciones de células gliales y se encuentra
separada de las neuronas globulares tipicas del procerebro por un espacio intercelular
que atraviesa el procerebro con direccidn dorsoventral. En la cara dorsal y ventral de
estas neuronas se unen a otra neurona del mismo tipo y forman pequenas cavidades
que se conectan con el espacio intercelular (Fig 17 y 18). El citoplasma, contiene una
gran cantidad de granulos, en su mayoria electrodensos de 140 nm, muchos de los
cuales fueron inmunorreactivos a N/OFQ (Fig. 18 A, B). Los axones de estas células
emergen por la cara lateral, atraviesan el procerebro hasta el neuropilo. No se pudo
seguir su direccion exacta ya que en el neuropilo del procerebro y postcerebro se
encuentran gran cantidad de fibras marcadas. Los axones en el neuropilo contienen

granulos positivos a N/OFQ. Estas células poseen las caracteristicas de las células
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neuroendocrinas.

Figura 17.
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Figura 17.

A. corte semifino del procerebro las flechas delgadas y negras sefialan las neuronas de la
parte dorsolateral. La flecha gruesa y negra indica el seno hemolinfatico. B. Aumento de la
zona dorsolateral seno hemolinfatico (flechas gruesas), flechas delgadas neuronas de la
parte dorsolateral, asteriscos espacio intercelular. C. Vesiculas electrodensas marcadas
con granulos de oro coloidal en el citoplasma de las neuronas dorsolaterales. D. Aumento
de la zona marcada en E, se observan vesiculas electrodensas marcadas (triangulos sin
relleno). E. Fotocomposicion de micrografias electrénicas tomadas de cortes finos de
procerebro con inmunohistoquimica para N/OFQ con oro coloidal. Se muestran las
neuronas inmunorreactivas a N/OFQ en la parte dorsolateral del procerebro. Nétese que la
neurona tiene una gran cantidad de vesiculas marcadas en el citoplasma. Se observa su
cara lateral externa unida al tejido conectivo que rodea al seno hemolinfatico. Su cara
interna cubierta por prolongaciones de células gliales y un espacio intercelular que las
separa de las neuronas globulares (asterisco). Sus caras laterales se unen a otra de estas
neuronas y forman pequenas cavidades que se conectan con el espacio intercelular (X).

Figura 18.

Fotomicrografias electronicas de cortes finos seriados a nivel de la parte lateral del
procerebro. Se realizé inmunocitoquimica postinclusion para la N/OFQ con un segundo
anticuerpo conjugado a oro coloidal de 15nm. A. Neurona con una gran cantidad de
vesiculas en el citoplasma. B. Amplificacion de la neurona en A, las flechas (1) indican
algunas de las vesiculas marcadas con oro coloidal. C. Corte seriado de la neurona en A,
control con omisidbn del primer anticuerpo anti-N/OFQ. Noétese la ausencia de
inmunorreactividad en el citoplasma. D. Amplificacion de la neurona de C, noétese las
vesiculas sin marca.
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Ganglios parietales.
En los ganglios subesofagicos las NIR contienen vesiculas densas marcadas, en
menor cantidad que las del procerebro (Fig. 19 A, B). El tamafio de las neuronas de

estas regiones son de medianas a grandes y son de tipo pseudomonopolar.

=>

C_ D_

Figura. 19.

Fotomicrografia electronica de neuronas inmunorreactivas a N/OFQ de la parte lateral del
ganglio parietal. Se realizé inmunocitoquimica postinclusion para la N/OFQ con un segundo
anticuerpo conjugado a oro coloidal de (15nm). A. Neurona dénde se observan vesiculas
electrodensas marcadas en el citoplasma. B. Amplificaciéon de la neurona en A. C. Otra
neurona inmunorreactiva de los ganglios parietales, las flechas indican las vesiculas
marcadas con oro coloidal. D. Amplificaciéon de la neurona en C. Barras A = 750 nm; B =
340 nm; C =600 nmy D =450 nm.

62



Termonocicepcion

Como resultado de los experimentos piloto para estandarizar la prueba,
obtuvimos que la temperatura de 45 £ 0.5 °C fue en la que los caracoles presentaron la
conducta termonociceptiva con una latencia de entre 5 a 7 s. Las latencias de los
grupos controles naive y vehiculo no presentaron diferencias significativas, por lo que
unicamente se utilizo el control vehiculo. La conducta se caracteriz6 como la elevacion
de la parte anterior del pie y retraccion de la cabeza hacia la concha (Fig 20 C). El
tiempo de corte fue de 30 s, con el que no se observé dafio tisular a la temperatura de

la plancha utilizada.

Figura 20.

Secuencia fotografica que ilustra la respuesta presentada por el caracol Helix aspersa
en la prueba de la plancha caliente a 45 °C (D). A. Caracol en la plancha caliente al t=0.
B. Caracol iniciando el levantamiento de la parte anterior del pie. C. Levantamiento del
pie y retraccion de la cabeza hacia la concha. Esta ultima respuesta es el punto final de
la conducta termonociceptiva.
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Curvas temporales y dosis respuesta

Con los resultados obtenidos de la evaluacion de la conducta se graficaron los
valores de las latencias como una funcién del tiempo y de la dosis. El acortamiento de la
latencia expresa el efecto pronociceptivo, mientras que el aumento en la duracion de la

latencia expresa el efecto antinociceptivo.

N/OFQ y Naloxona

Las curvas temporales y dosis respuesta de la administracion de N/OFQ (1-30
ng/g) y naloxona (30-3000 ng/g) en los caracoles en la prueba de la plancha caliente a
los 15, 30, 45 y 60 min postinyeccion, se muestran en la Fig. 21, panel A y B,
respectivamente. Los dos farmacos producen un acortamiento significativo de la
latencia de la conducta termonociceptiva. Para las dosis altas de N/OFQ (10 y 30 ng/g),
el efecto maximo (reduccién de la latencia de 47% y 50.8%, respectivamente) se
observé a los 15 y 30 min después de la administracion, volviendo a la basal a los 45
min. La naloxona presentd su efecto maximo pronociceptivo a los 30 min post-inyeccién
y desaparecidé 30 min mas tarde. El analisis de las curvas dosis respuesta para N/OFQ
y naloxona revela que estos farmacos tienen una eficacia similar, pero la N/OFQ fue
aproximadamente 30 veces mas potente que la naloxona para producir la respuesta

pronociceptiva (Fig. 21, panel C, Tabla 2).

Phe'W¥, Dinorfina A 1.17 y Morfina
La administracion de los farmacos Phe“P, (Fig. 22, panel A) dinorfina A 147
(panel B), y morfina (panel C) produjeron un aumento significativo de la duracién de la

latencia (antinocicepcion o analgesia) con respecto al control.
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La morfina y dinorfina A 1.47 mostraron un efecto maximo (latencia = 30 s) a los
60 min post inyeccién y regresaron a la basal (latencia =5 — 7 s), a los 90 min. El efecto
maximo de la Phe'¥ se presentd a los 45 min postinyeccion y se extinguié a los 120
min. La Phe'W tuvo una eficacia similar a la morfina y a la dinorfina A 1.17. El andlisis del
area bajo la curva de los tres compuestos se calcul6 tomando en cuenta el curso
temporal de las dosis mas altas utilizadas para cada farmaco (Phe'W 560 ng/g,
dinorfina A 147 5.6 ng/g, y morfina 10,000 ng/g). Los valores del area bajo la curva
fueron: 1599 + 46.4, 1215.8 £ 16.3 y 1107.8 + 14.9, respectivamente. El analisis reveld
que la Phe'W produjo un efecto antinociceptivo mas rapido y prolongado que los otros
dos compuestos antinociceptivos (Fig. 22). Para las latencias de los grupos se realiz6
un analisis de varianza Kruskal-Wallis y una prueba de Tukey (*p<0.05).

Las diferencias en la potencia (curvas ajustadas; Fig. 22 D), demostré que la
Phe'W es aproximadamente 50 veces menos potente que la dinorfina A .17, pero 30
veces mas potente que la morfina, con base en la estimacion de los valores de EDsg

(Tabla 2.)

Tabla 2. Parametros de las Curvas Dosis-Respuesta

Emax (s) EDso (ngrg) 95% Intervalos

de confianza

N/OFQ 6.06 £ 0.40 4.9 [4.78 -5.02]
Naloxona 58 +£0.10 290.6 [287.9 - 293.3]
Phe W 294 +0.9 177.2 [135.2 - 219.2]
Dinorfina A 147 30 £0.5 3.4 [2.91 -3.89]
Morfina 30.2+04 5547.9 [5284 -5812]

Curvas dosis-respuesta ajustadas elaboradas con el programa Win-nonlin (Pharsight, Co.
Version 2.1) para calcular los valores de EDx.
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Curvas Temporales y Dosis Respuesta de N/OFQ y Naloxona
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Figura 21.

Curso temporal (A, B) y curvas dosis respuesta (C). Se muestra el efecto de la
nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) y naloxona sobre la latencia a la presentaciéon de la respuesta
termonociceptiva del Helix aspersa en la prueba de la plancha caliente. Se administraron dosis
crecientes de cada farmaco (1 -30 ng para N/OFQ y 30 — 3000 ng para naloxona), en grupos
independientes de caracoles en el tiempo 0 (t=0) y estos se probaron a los 15, 30, 45 y 60 min
post-inyeccion. Cada punto representa el promedio de las latencias de 10 caracoles * error
estandar para cada dosis y tiempo. La N/OFQ tuvo un acortamiento de la latencia a los 15y 30
min post-inyeccion, y la naloxona a los 30 y 45 min. Para la comparacion entre grupos se
realizd un analisis de varianza Kruskal-Wallis y una prueba de Tukey (*p<0.05). La curva dosis
repuesta para cada farmaco se realiz6 en el tiempo en el que se presento el efecto maximo (30
min).
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Curso Temporal y Curvas Dosis Respuesta de
[Phe'W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1-13)-NH,, Dinorfina 1.1 y Morfina
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Figura. 22.

Curso temporal de la Phe'¥ (A), dinorfina A 147 (B), morfina (C) y curvas dosis respuesta (D).
Se muestra el efecto del la Phe'W, dinorfina 1.4- y morfina sobre la latencia a la presentacién de
la respuesta termonociceptiva del Helix aspersa en la prueba de la plancha caliente. Se
administraron en el tiempo 0 (t=0) dosis crecientes de los tres farmacos en grupos
independientes de caracoles y se probaron a diferentes tiempos después de la administracion
(15-120 min para Phe1¥ y 15-90 min para dinorfina A;_y7 y morfina). Cada punto representa el
promedio de las latencias de 10 caracoles % error estandar para cada dosis y tiempo. Se realizo
un analisis de varianza Kruskal-Wallis y una prueba de Tukey (*p<0.05). La curva dosis
repuesta para cada farmaco se realizé en el tiempo en el que se presento el efecto maximo, 60
min para morfina y dinorfina, y 45 min para Phe'W.
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Experimentos de interaccion
Estos experimentos se realizaron para determinar la interaccion de los farmacos
que actGan en el receptor NOP (N/OFQ y Phe'W) con farmacos que actian en los

receptores opioides clasicos (morfina, dinorfina y naloxona).

N/OFQ més Phe'¥ o morfina o dinorfina.

Los resultados de la administracién de N/OFQ (10 ng/g) mas Phe'W¥ (560 ng/g) o
morfina (10,000 ng/g) o dinorfina A 1.47 (5.6 ng/g) se muestran en la Fig. 23 (panel A). La
latencia obtenida con la combinacién de N/OFQ y Phe'¥ no cambia con respecto al
grupo control (solucién salina). El efecto pronociceptivo de la N/OFQ y el efecto
antinociceptivo de la Phe'W desaparecen cuando los dos compuestos son co-
administrados (panel A, barra 4). La administracion de N/OFQ mas morfina o dinorfina A
1-17, produce un acortamiento de las latencias obtenidas con la administracion de
morfina o dinorfina A 417 sin combinar, lo que significa una disminucién del efecto

antinociceptivo de estos compuestos.

N/OFQ mas naloxona

Los caracoles tratados con dosis subefectivas de N/OFQ (1 ng/g) y naloxona
(100 ng/g), compuestos que producen nocicepcidbn mostraron un acortamiento
significativo de la latencia con respecto al grupo control (soluciéon salina) y a las

latencias obtenidas de cada uno de los farmacos individualmente (Fig. 23, B).

Morfina mas naloxona

Con la combinacién de dosis efectivas de morfina (10,000 ng/g) y naloxona
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Experimentos de Interaccion
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Figura 23.

Experimentos de Interaccion. Se muestran las latencias a la presentacion de la conducta
termonociceptiva de los diferentes grupos de caracoles, después de la administracion (en el
hemocele) sola o combinada de los farmacos y probados en la plancha caliente. Para la
administracion combinada, se selecciond el tiempo en el que cada compuesto presenta el
efecto maximo. Panel A: control salino (C), tratados individualmente con 560 ng/g de Phe'W
(t=45 min), 10,000 ng/g de morfina (Mor, 60 min) o 5.6 ng/g de dinorfina A 147 (Din, 60 min) o en
combinacion con 10 ng/g de N/OFQ (30 min). Panel B: Latencias del grupo de animales control
y tratados con dosis subefectivas de naloxona (100 ng/g) o N/OFQ (1 ng/g) solas o en
combinacion. La naloxona y la N/OFQ se administraron simultineamente en el t=0 vy los
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caracoles se probaron a los 30 min. Panel C: Latencias de los caracoles inyectados con
naloxona (Nal, 1000 ng/g) o morfina (Mor, 10,000 ng/g) sola o en combinaciéon. El maximo
efecto de la naloxona se observo a los 30 min, mientras que el de la morfina a los 60 para el
control de esta diferencia temporal el efecto del tratamiento combinado se evalué a los 30 min
postinyeccion (Nal, 1000 ng/g) y al t=60 min (Mor, 10,000 ng/g). Panel D: Latencias de los
caracoles inyectados con dosis subefectivas de morfina (Mor, 1000 ng/g) o dinorfina A1-17
(Din, 1 ng/g) sola o en combinacién con Phe'W¥ ( 100 ng/g). Para las combinaciones Mor+Phe'y
o Din+Phe'W¥, Mor o Din se administré al t=0, Phe'W al t=15 min y los caracoles se probaron al
t=60 min. Cada barra representa el promedio * error estandar de 10 caracoles (Analisis de
varianza Kruskal-Wallis y prueba de Tukey, " * p<0.05). Los asteriscos indican la comparacion
contra el grupo control, # indican los puntos de comparacién entre el efecto del farmaco solo y
con la misma dosis usada en la combinacion. La figura 1 marca el resultado de las diferentes
combinaciones.

(1000ng/g) no cambia significativamente la duracion de la latencia con respecto al
control. La latencia obtenida por la combinacion de estos farmacos es de mas larga
duracion que la obtenida con la naloxona y mas corta que la obtenida con la morfina en
los dos tiempos probados (30 y 60 min), lo que significa una disminucion de la
pronocicepcion inducida por la naloxona y una disminuciéon de la antinocicepcion

producida por la morfina. (Fig. 23, C).

Phe'¥ méds morfina o dinorfina

Con la administracion combinada de dosis bajas de Phe'¥ (100 ng/g) con
morfina (1000 ng/g) o dinorfina A 147 (1 ng/g), compuestos que produjeron anti-
nocicepcion, se obtuvo un incremento significativo de la latencia a la conducta
termonociceptiva comparado con el efecto producido por Phe'W, morfina o dinorfina A 1.
17 individualmente o bien comparada con respecto al grupo control (Las latencias de
cada grupo se compararon con un analisis de varianza Kruskal-Wallis y una prueba de

Tukey (*p<0.05) (Fig. 23, D).
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Radioinmunoanalisis

Curva de titulacion.

El porcentaje de union del anticuerpo anti-N/OFQ con el trazador '%°| N/OFQ se
determind con una curva de titulacién. La dilucion con la que se obtuvo el 22 % de
especificidad del trazador '*°I N/OFQ (10000 cpm) con el anticuerpo anti-N/OFQ fue de
1:1500. Esta dilucidn se utilizd para la realizacion de la curva estandar y el

radioinmunoensayo (Fig. 24 y 25).

Con el anticuerpo a una dilucion de 1:1500 se pudieron detectar de
concentraciones en el rango picomolar. La cuantificaciéon se realiz6 con 40 ganglios

nerviosos periesofagicos del caracol. Los resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Contenido de N/OFQ inmunorreactiva en los ganglios
periesofagicos del H. aspersa

Estructura IR- N/OFQ pmol/mg prot. | IR- N/JOFQ pmol/g de tejido.
Cerebroides 1.666 £ 0.52387445 2.3972 +£0.1937
Subesofagicos | 3.566 + 0.7535103 5.3535 + 1.5619
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Curva de titulacion del anticuerpo anti-nociceptina/orfanina FQ con el péptido N/OFQ marcado
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Curva estandar. Se muestran los valores del porcentaje de unién (eje de las ordenadas) del
trazador 'l N/OFQ con el anticuerpo anti-N/OFQ, a concentraciones progresivas de N/OFQ
(eje de las abscisas, en escala logaritmica).
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DISCUSION

Los principales hallazgos de este estudio fueron, la demostracion de la existencia
de inmunorreactividad a N/OFQ en los ganglios periesofagicos del caracol Helix
aspersa con una distribucién anatomica amplia, lo cual sugiere la participacion de
N/OFQ en multiples funciones en este organismo. Describimos la localizacién
subcelular de este péptido y las caracteristicas morfologicas de las células que lo
contienen. Demostramos que la N/OFQ en estos ganglios tiene una concentracion
similar a la reportada para otros péptidos opioides y que si bien se distribuye en las
mismas regiones que las encefalinas no se producen en las mismas neuronas, es decir
no hay colocalizacién. Observamos también que la administraciéon de este péptido
sintético tiene un efecto pronociceptivo, efecto que va en el mismo sentido que el efecto
reportado en los mamiferos.

Para llevar a cabo los estudios inmunohistoquimicos y de radioinmunoensayo
(RIA), verificamos previamente la especificidad de los anticuerpos anti-N/OFQ con un
ensayo de inmunodot en donde se observd que los anticuerpos utilizados (C1 y C5)
reconocen unicamente a su péptido sintético especifico y no presentan reactividad
cruzada con otros péptidos tales como Leu y Met encefalinas, dinorfina A 1.17, B-
endorfina, nocistatina y substancia P (Figs. 8 y 9). Estos resultados fueron similares a
los reportados para el anticuerpo C1 por Gutiérrez y col. (2001). En el tejido, los
controles para la inmunohistoquimica como la preadsorcion del anticuerpo primario con
su péptido sintético especifico dieron como resultado la desaparicion total de la

inmunorreactividad. En la preadsorcién con diferentes péptidos como dinorfina A 1.47,
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Met y Leu-encefalinas, B-endorfina, y substancia P, la inmunorreactividad no se altera.
Con estos resultados se comprobd que los anticuerpos para N/OFQ utilizados son
altamente especificos y reconocen al péptido enddégeno en H. aspersa.

Demostramos la presencia de inmunorreactividad a N/OFQ en neuronas vy fibras
de todos los ganglios del anillo periesofagico, con excepcion de los ganglios pleurales
que solo contienen FIR abundantes en el neuropilo. Las FIR también se localizaron en
el tejido conectivo periganglionar, perineurio, en los nervios, en las paredes de los
senos hemolinfaticos de los ganglios nerviosos y en la pared adrtica del Helix aspersa.
Observamos NIR pequeias (7 a 39 um), medianas (40 a 79 uym) y grandes (80 a 200
pMm) de acuerdo a la clasificacién descrita por Kerkut et al, (1975) y Elekes y Nassel,
(1990). En los ganglios cerebroides (procerebro, mesocerebro y postcerebro;
nomenclatura descrita por Bullock y Horridge, 1965) la mayoria de las NIR encontradas
fueron pequenas, mientras que en los ganglios subesofagicos (parietales, pedales y

visceral), el tamafo las NIR fue variado (de pequefias a grandes).

Ganglios Cerebroides

Procerebro

En el procerebro las NIR fueron de dos tipos: neuronas globulares pequefias,
que se localizaron alrededor de las fibras que forman los nervios tentaculares y
neuronas con diametro de entre 17 y 22 um, con gran cantidad de granulos, localizadas
en la porcion dorsolateral. Los grupos de Gelperin (1990) y Chase (2000) reportaron

que la funcion principal de los tentaculos y del procerebro es la integracion de la
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informacion olfativa. En los mamiferos el receptor NOP y la N/OFQ se localizan en las
regiones olfatorias, como el nucleo olfatorio anterior (Antén et al., 1996; Neal et al.,
1999). Xu y col., (2007) reportaron que la N/OFQ puede incrementar la actividad de la
sintasa del oxido nitrico neuronal en ratas (nNOS). Nuestro grupo report6 la presencia
de actividad de la nNOS en fibras y neuronas del procerebro del caracol H. aspersa
(Sanchez et al., 1994). Gelperin (1994) estudio el papel del 6xido nitrico en los procesos
olfatorios en interneuronas localizadas en el procerebro de moluscos, midiendo el
incremento de la frecuencia oscilatoria en el procerebro por liberacion de oxido nitrico, y
encontré que la N/OFQ y el 6xido nitrico actian de manera conjunta en la nocicepcion.
El grupo de Xu (1996), demostré que dosis bajas de N/OFQ en la médula espinal tienen
un efecto pronociceptivo via la activaciéon de los receptores NMDA y la subsecuente
formacion de o6xido nitrico por la nNOS. La N/OFQ incrementé de manera dosis
dependiente la actividad de la NADPH-diaforasa en la médula espinal de raton. La
presencia de N/OFQ asi como la presencia de oxido nitrico en neuronas del procerebro
y en fibras inmunorreactivas en el nervio tentacular sugiere que podria haber una
posible participacion de la N/OFQ y del 6xido nitrico en el procesamiento de la
informacion olfatoria y nociceptiva en este molusco.

Las caracteristicas morfolégicas de las neuronas dorsolaterales del procerebro
corresponden a neuronas neuroendocrinas con gran cantidad de granulos en los que
esta contenida la N/OFQ. A nivel de microscopia electrénica se observaron imagenes
sugestivas de liberacion paracrina, ademas de sinaptica, ya que se encuentra en
axones que presentan sinapsis en el neuropilo. Estas neuronas estan situadas en la
periferia de dreas hemolinfaticas. Estos resultados apoyan la hipotesis de que la N/OFQ

se libera de dos maneras, una a nivel de las sinapsis localizadas en el neuropilo y otra
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de tipo paracrino o endocrino en el intersticio celular o hacia los senos hemdlinfaticos,
este tipo de liberacion se ha reportado en neuronas de Lymnaea stagnalis (Roubos y
Van Der Wal-divendal, 1980). Wijdenes y colaboradores (1980), estudiaron el sistema
neuroendocrino de tres especies de caracoles pulmonados terrestres con el método de
tincion alcian azul/ alcian amarillo (Wendelaar Bonga 1970) y las clasificaron como
células cerebrales neuroendocrinas de tipo verde claro (cerebral light green cells,
CeLGC). Sin embargo, no se habian descrito las caracteristicas morfolégicas de estas
neuronas dorsolaterales en el H. aspersa. Se ha propuesto que las CeLGC producen
hormona del crecimiento (Wijdenes et al., 1980) y tienen un efecto inhibitorio sobre las
células de los cuerpos dorsales que producen hormonas gonadotropicas (Wijdenes et
al., 1987). Nosotros encontramos fibras IR-N/OFQ en los cuerpos dorsales que son un
grupo de células situadas en el tejido conectivo de los ganglios cerebroides en su parte
dorsal y rodean a la comisura cerebral. Estos hallazgos sugieren que la N/OFQ puede
tener un papel en la regulacion de la hormona de crecimiento y sobre las células que

producen hormonas gonadotrdpicas.

Mesocerebro

En el mesocerebro existen neuronas que contienen y liberan diferentes
hormonas y neuropéptidos que regulan la conducta de apareamiento (Koene et al.,
2000; Wijdenes et al., 1980; Gomot y Gomot, 1995). Nosotros encontramos fibras con
varicosidades, inmunorreactivas a N/OFQ rodeando a las neuronas del mesocerebro
izquierdo y un grupo de neuronas pequefias inmunorreactivas localizadas en la parte
lateral de los mesocerebros (izquierdo y derecho). Diferentes grupos de investigacion

reportaron que la administracion de N/OFQ en la eminencia media de ratas, estimula la
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secrecion de prolactina y de hormona de crecimiento (Bryant et al., 1998; Netti et al.,
2002; Kraska at al., 2005). En H. aspersa la presencia de fibras IR-N/OFQ que rodean a
estas células neuroendocrinas sugiere que la N/OFQ puede participar en la regulacién
de las hormonas secretadas por el mesocerebro en el caracol H. aspersa. Otra de las
funciones que tiene la N/OFQ es su participacion en la ingesta de alimentos. Cuando se
administra N/OFQ via i.c.v. a dosis de 10nM se incrementa la ingesta en ratas (Stratford
et al., 1997). En el caracol H. aspersa, el grupo de Attia (1998) observo que las células
CeLGC presentan un incremento en la coloracion (alcian azul, alcian amarillo), cuando
los caracoles tienen una mayor actividad locomotora y de alimentacién. En Lymnaea
stagnalis la serotonina tiene un papel importante en la regulacion de la alimentacion
(Dyakonova et al., 1995). ElI grupo de neuronas IR-N/OFQ de la parte lateral del
mesocerebro, estan estrechamente relacionadas a neuronas serotoninérgicas, entre
ellas la neurona gigante C3 (Cottrell et al., 1983; Prescott et al., 1997; Zakharov et al.,
1982), lo que podria sugerir la participacion de la N/OFQ en la regulacién de la
serotonina. Scklicker y Morani, (2000), reportaron que la N/OFQ inhibe la liberacion de
neurotransmisores como la serotonina, dopamina, noradrenalina y glutamato, en cortes
de cerebro de rata y cobayo. La relacion morfologica de estos grupos neuronales da la
posibilidad de que la N/OFQ tenga un papel en la regulaciéon de neurotransmisores en

H. aspersa similar a la descrita en mamiferos (Scklicker y Morani., 2000).

Postcerebro
En el postcerebro se localiza la neurona serotoninérgica C3. Esta neurona tiene
como funciodn la retraccidén del tentaculo y la alimentacién (Cottrell et al., 1983; Prescott

et al., 1997; Zakharov et al., 1982). Las neuronas del postcerebro son las responsables
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de la iniciacion y modulacion del movimiento motor de la alimentacion y envian axones
por el nervio cerebrobucal a los ganglios bucales (Delaney et al., 1994; Gelperin, 1994;
Chase, 2000; Lerusalimsky y Balaban., 2005). En el postcerebro encontramos cuatro
grupos de neuronas IR-N/OFQ localizadas en la cercania de los nervios bucales y de
los nervios cerebropleural y cerebropedal. La presencia de neuronas y la alta densidad
de fibras inmunorreactivas a N/OFQ sugiere que esta pudiera participar en la

modulacion de las funciones del postcerebro en el H. aspersa.

Ganglios Subesofagicos

Los ganglios subesofagicos regulan diversas funciones cardio-renales, de la
alimentacion, respiracion y locomocion (Balaban, 1979; S-Rézsa, 1979; S-Roézsa y
Zhuravlev 1981; Moroz y Winlow 1992). El grupo de S-Rézsa (1979) demostré que los
grupos de células localizadas en el ganglio visceral y en el parietal derecho regulan el
sistema cardio-renal y digestivo en H. pomatia. Otra de las funciones de las neuronas
del ganglio parietal es la apertura y cierre del neumostoma y la contraccion muscular
para la alimentacion en los caracoles acuaticos (Balaban, 1979; S-Rézsa y Zhuravlev
1981). Los neurotransmisores como la serototonina y la dopamina participan en el
movimiento respiratorio (Syed y Winlow, 1991), la dopamina facilita la apertura del
neumostoma y la serotonina incrementa la frecuencia respiratoria (Moroz y Winlow
1992). La serotonina también interviene en la alimentacion (Weiss et al., 1980) y en la
modulacién de sistemas motores incluyendo la locomocién pedal, el reflejo de la cola y
de las branquias en moluscos acuaticos (Kupfermann et al., 1970; Mackey y Carew.,
1983; Trudeau y Castelluci., 1992) y el nado en Aplysia (McPherson y Blankenship

1991). En los ganglios subesofagicos (pedales, parietales y visceral), nosotros
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encontramos inmunorreactividad a N/OFQ en neuronas pseudomonopolares de entre
25 a 80 uym y en fibras del neuropilo que van hacia los diferentes nervios. La presencia
de N/OFQ en estos ganglios sugiere que este opioide participa en la regulacién de las
diferentes funciones de estos ganglios regulando a la dopamina y a la serotonina, como
lo hace en los mamiferos (Scklicker y Morani., 2000). En la pared adrtica y en el tejido
conectivo periganglionar del caracol encontramos FIR a N/OFQ lo que sugiere la
participacion de la N/OFQ en la dinamica vascular de manera similar a como demostré
el grupo de Czapla (1997), al observar un efecto vasodilatador e hipotensor en la rata.
Una evidencia importante sobre la existencia de la N/JOFQ en moluscos es el
trabajo realizado por Saunders y col., (2000). Ellos aislaron y clonaron del sistema
nervioso central del molusco L. stagnalis 4 genes del receptor a N/OFQ (Lym-orph-1-4)
los cuales presentan una gran homologia al del receptor a N/OFQ de mamiferos. Los
genes del receptor en L. stagnalis se localizan en células gigantes cerebrales, que
modulan la conducta de alimentacion y aprendizaje. También se observo expresion en
células amarillo palido (light yellow cells) que inervan fibras musculares de la uretra y
estan involucradas en diversas conductas como la copulacién y la alimentacién y en
células amarillas (yellow cells) que regulan la presion sanguinea. En los ganglios
parietales, las células amarillas y amarillo palidas regulan el control hidrico. Estos
procesos fisioldégicos también se encuentran regulados por la N/OFQ en los mamiferos
(Czapla et al., 1997; Kapusta et al., 2005). El hallazgo de multiples células
inmunorreactivas a N/OFQ en los ganglios parietales del H. aspersa y la evidencia
sobre la existencia del receptor a N/OFQ en L. stagnalis sugiere la participacion de la

N/OFQ en el control hidrico y la alimentacion.
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La distribucién de la inmunorreactividad a N/OFQ en los ganglios periesofagicos
del caracol fue muy parecida a la distribucion de las encefalinas (Le6n-Olea y col.,
2007) por lo que decidimos llevar a cabo estudios de doble marcaje N/OFQ- encefalinas
y un analisis con microscopia confocal para ver su probable colocalizaciéon. Nuestros
resultados mostraron que estos péptidos estan en las mismas regiones pero no en las
mismas neuronas ni en las mismas fibras. Gintzler (1997), reporta que la N/OFQ
incrementa la liberacion de encefalinas y nosotros en los estudios de termonocicepcion
encontramos que la N/OFQ puede actuar como un sistema antiopioide, critico en la
modulacién de la nocicepcion, como se discutira mas adelante (Mogil et al., 1996a;
Grisel et al., 1998; Jhamandas et al., 1998; King et al., 1998; Kotlinska et al.,2000; Li et

al., 2004; Chen et al., 2007; Scoto et al., 2007; Miller et al., 2008).

Termonocicepcion

El primer paso en los experimentos de termonocicepcion, fue estandarizar la
prueba de la plancha caliente con el caracol H. aspersa, bajo las condiciones de nuestro
laboratorio. Se llevaron a cabo experimentos piloto con temperaturas de 35 a 47 °C,
resultando como la temperatura 6ptima de la plancha para la presentacion de la
conducta la de 45 + .5 °C. La conducta consistid en la elevacién de la parte anterior del
pie y retraccion de la cabeza hacia la concha. Esta conducta se present6 en todos los
caracoles activos y con la cuantificacion de la latencia a la presentacion de la conducta
se pudo diferenciar entre el efecto pronociceptivo y antinociceptivo. La duracién de la
latencia basal promedio fue de 5.5 s. Nuestros resultados mostraron que la
administracion de N/OFQ en el hemocele del caracol H. aspersa tiene un efecto

pronociceptivo dosis dependiente, con una disminucion de alrededor del 50 % en la
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duraciéon de la latencia basal a los 30 min postinyeccion. La administracion del
pseudopéptido Phe'y, que actua como un antagonista del receptor NOP, produce un
efecto antinociceptivo. Con la administracion de morfina, dinorfina A 147 y naloxona
pudimos comprobar que el caracol es un buen modelo para el estudio de los péptidos
opioides ya que la morfina y la dinorfina A 1.47 producen un efecto antinociceptivo y la
naloxona un efecto pronocicepcion como se esperaba. El efecto de la nociceptina a
nivel celular es inhibitorio igual que los opioides clasicos, ya que al unirse a su receptor
inhibe la actividad de la adenilato ciclasa y la permeabilidad al calcio extracelular y
aumentan la permeabilidad al potasio, (Grandy, 1996; Connor et al., 1996; Pan y
Hirakawa, 2000). Nuestro grupo observd que la aplicacion de N/OFQ 10 uM in vitro en
neuronas de los ganglios cerebral y parietal registradas intracelularmente, produce un
efecto similar excitatorio (22%) o inhibitorio (33%) de las neuronas registradas. Este
hecho puede deberse a que no necesariamente se registraron neuronas que
expresaran receptores NOP. Es probable que el efecto excitatorio sea secundario a la
desinhibiciéon de la neurona registrada y el efecto inhibitorio se de en neuronas que si
expresan el receptor NOP (Ledn-Olea et al., 2001). El efecto pronociceptivo de la
N/OFQ encontrado en el presente estudio esta de acuerdo a lo obtenido en el caracol
Cepaea nemoralis (Kavaliers y Perrot-Sinal, 1996) y es analogo a lo reportado en
roedores después de la administracion i.c.v. de 10 yg de N/OFQ (Reinscheid et al.,
1995; Meunier et al.,, 1995). El grupo de Rossi (1996) reportdé que la aplicacion de
N/OFQ (10 pg) en ratas produce un efecto bifasico que consiste en un efecto
pronociceptivo temprano observado a los 15 min post-inyeccion y uno antinociceptivo

tardio a los 60 min después de la inyeccion, en ratas probadas en experimentos de “tail-
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flick”. En nuestro estudio solo se presenté el efecto pronociceptivo registrado hasta los
60 min después de la administracion, incluso con la dosis mas alta probada (30 ng/g).

Se ha reportado que la administracién de N/OFQ i.c.v. produce una reduccién de
la actividad locomotora en ratas a dosis de entre 0.1 y 10 nM (Devine et al., 1996),
mientras que en ratones la administracion i.c.v. de 10 ng estimula la actividad
locomotora (Florin et al., 1996). Murphy y Maidment (1996) y Schlicker y Morari (2000)
muestran que la N/OFQ reduce la liberacion de dopamina en el sistema dopaminérgico
del mesencéfalo, modificando con esto la actividad motora. En nuestro estudio no se
cuantific6 propositivamente la actividad locomotora; sin embargo, no observamos
efectos motores aparentes con las dosis administradas (1-30 ng).

El efecto antinociceptivo producido por el pseudopéptido Phe'W no se habia
investigado antes en los moluscos. Hay varios estudios en roedores que muestran que
la administracion i.c.v. produce una respuesta pronociceptiva mientras que la
administracion i.t. produce antinocicepcion en la prueba de presion de la cola (Calo et
al.,, 1998; Wang et al.,, 1999; Candeletti et al., 2000). De acuerdo con el efecto
antinociceptivo del Phe'W encontrado por nosotros, Carpenter y Dickenson (1998)
encontraron que este pseudopéptido inhibe la actividad evocada por dolor de las fibras
C, pero no la respuesta evocada por estimulacion de las fibras beta en la medula
espinal de la rata. El pseudopéptido Phe'¥ se clasific6 como un antagonista
competitivo del receptor NOP en el ileon de cobayo y en el conducto deferente de la
rata (Guerrini et al., 1998). Sin embargo, se ha propuesto también que actua como un
antagonista parcial (Okawa et al., 1999) o como un agonista del receptor NOP (Butour
et al., 1998; Bertorelli et al., 1999; Calo et al., 1998; Grisel et al., 1998; Yakimova y

Pierau, 1999; Wang et al., 1999). Se ha propuesto que un factor relevante para el tipo
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de efecto producido por el Phe'W es el nimero de receptores NOP que se expresan en
las preparaciones experimentales. Cuando hay niveles bajos de receptores el Phe'y
puede funcionar como antagonista, sin embargo cuando la preparacion tiene niveles
altos del receptor puede funcionar como agonista parcial (Olianas et al., 1999; Toll et
al., 1999). Una hipdtesis alternativa sugiere que los efectos diferentes del Phe'W vy la
N/OFQ dependen de la heterogeneidad del receptor NOP (Mathis et al., 1997). La
diversidad de efectos observados con ambos compuestos sugiere que la actividad
funcional del receptor NOP y sus ligandos dependen fuertemente del tipo de
preparacion y de la prueba utilizada en la caracterizacion farmacologica (Calo et al.,
1998, 2000; Meis y Pape, 1998; Xu et al., 1998; Okawa et al., 1999; Yakimova y Pierau,
1999; Candeletti et al., 2000). En nuestro trabajo el Phe'W mostré un efecto opuesto a
la N/OFQ y fue capaz de bloquear el efecto pronociceptivo de la N/OFQ en los
experimentos de interaccion. Estos resultados sugieren que el Phe'W acttia como un
antagonista del receptor NOP en el H. aspersa.

Al igual que los efectos conocidos del sistema opioide clasico, nuestros
resultados mostraron que la administracion de morfina y dinorfina A 1_17 en H. aspersa
produce un incremento significativo en la duracién de la latencia a la presentacion de la
conducta termonociceptiva y la naloxona la disminuye. La co-administraciéon de
naloxona y morfina resulté en el bloqueo del efecto antinociceptivo del agonista. Estos
datos mostraron que en H. aspersa los efectos sobre la nocicepcién de los opioides
clasicos descritos en especies mas complejas se reflejan adecuadamente. Nuestros
resultados estan de acuerdo con reportes previos en los cuales, se describen
respuestas similares a estos compuestos en el caracol C. nemoralis y (Kavaliers y Hirst,

1983 a y b; Kavaliers y Perrot-Sinal, 1996; Dyakonova et al., 1995).
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La comparacion del efecto pronociceptivo de la N/OFQ y la naloxona revelé que
ambos compuestos producen un efecto similar pero la N/OFQ llega antes a su efecto
maximo y es aproximadamente 30 veces mas potente que la naloxona. En el analisis de
las curvas dosis-respuesta ajustadas se demostré que el efecto antinociceptivo de la
Phe'W, la dinorfina A 1_7 y la morfina, tienen una eficacia similar pero la Phe'y
presenta su efecto maximo mas rapidamente y su efecto es mas prolongado que la
dinorfina A 1_47 o la morfina. En relacion a su potencia, la Phe'W es aproximadamente
50 veces menos potente que la dinorfina A 1_17, pero 30 veces mas potente que la
morfina. Es importante mencionar que la potencia relativa de los compuestos
antinociceptivos no se habia determinado en otros estudios en moluscos.

Varios grupos demostraron que Phe'¥ y N/OFQ no se unen con alta afinidad a
los receptores opioides clasicos, unicamente al receptor NOP (Meunier et al., 1995;
Reinscheid et al., 1995; Guerrini et al., 1998; Nicholson et al., 1998; Reinscheid et al.,
1998; Xu et al.,1998). La morfina no es un agonista opioide selectivo, asi como la
naloxona no es un antagonista selectivo y la dinorfina A 1_17 €s un agonista del receptor
opioide k. Basados en los diferentes receptores en donde estos compuestos ejercen
sus efectos, se ha propuesto que N/OFQ y Phe'W actian a través de un sistema
paralelo llamado sistema antiopioide (Mogil et al., 1996a; Grisel et al., 1998; Jhamandas
et al., 1998; King et al., 1998; Kotlinska et al., 2000; Li et al., 2004; Chen et al., 2007;
Scoto et al., 2007). En H. aspersa tanto el sistema opioide clasico, como el sistema anti-
opioide tienen una participacion clara y critica en la modulacion de la nocicepcion. Con
los experimentos disefiados para ver la relacidon entre estos dos sistemas obtuvimos
resultados interesantes. La interaccion de N/OFQ con morfina o dinorfina A 1.17 resulta

en una reduccion marcada del efecto antinociceptivo de estos por la accion
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pronociceptiva de la N/OFQ. En ratas, el péptido N/OFQ inhibe el efecto antinociceptivo
de la morfina y bloquea el efecto antinoceptivo producido por otros agonistas de los
receptores opioides u, ® y kK (Mogil et al., 1996 a y b; Morgan et al., 1997; Grisel et al.,
1998; King et al., 1998; Kotlinska et al., 2000, 2004; Li et al., 2004). En los experimentos
de Rossi y colaboradores (1997), se reporté que la administracion de N/OFQ via i.c.v.
(10 pg) provoca un efecto pronociceptivo, seguido de un efecto antinociceptivo en
pruebas de “tail-flick”. El efecto pronociceptivo no se afectd por la administracion de
agonistas de los receptores opioides, pero el efecto antinociceptivo se bloqued con la
naloxona. Con estos datos, los autores sugieren que la N/OFQ puede producir la
liberacidon de opioides o actua sobre un subtipo de receptor no conocido (Rossi et al.,
1996; Mogil et al., 1996a; Gintzler et al., 1997; Jhamandas et al., 1998, Di Giannuario et
al., 1999). El grupo de Kavaliers (1997) reportdé que la administracion del antagonista a
NMDA, el NPC 1262, reduce el efecto pronociceptivo de la N/OFQ en el caracol C.
nemoralis de manera dosis dependiente. Esto indica que los receptores NMDA pueden
contribuir al efecto anti-opioide de la N/OFQ.

Por otro lado, cuando se combinaron dosis bajas del pseudopéptido Phe'W con
morfina o dinorfina A4_17, se produjo un efecto fuerte antinociceptivo similar, por lo
menos, a la suma aritmética de los efectos individuales de los farmacos. El hecho de
que dos compuestos que actuan en diferentes tipos de receptores produzcan un efecto
aditivo o supra-aditivo, abre la posibilidad de usar dosis bajas de cada droga para
obtener una antinocicepcion efectiva, reduciendo los efectos adversos producidos por
altas dosis de los compuestos individuales (Hernandez-Delgadillo y Cruz, 2004). La
Phe'¥ incrementa el efecto de la morfina y la dinorfina A 1.47 mientras que la N/OFQ

bloquea su efecto. Sin embargo ni Phe'®, ni N/OFQ actuan a través de los receptores
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opioides clasicos. Con base en esto, nuestros resultados se pueden explicar por un
antagonismo o agonismo fisiolégico respectivamente. Se ha propuesto que la N/OFQ
actua como un péptido enddgeno antiopioide a nivel supra espinal en ratas (Mogil et al.,
19964a; Grisel et al., 1998; Jhamandas et al., 1998; King et al., 1998; Chen et al., 2007;
Scoto et al.,, 2007). Algunos reportes muestran que N/OFQ bloquea la analgesia
producida por la morfina en roedores (Morgan et al., 1997; Zhu et al., 1997; Li et al.,
2004; Chen et al., 2001, 2007). Los datos obtenidos en nuestra serie de experimentos
no nos permiten establecer que otro sistema de neurotransmisor o neurotrasmisores
estan involucrados en los efectos que producen la N/OFQ y el Phe'¥. Los datos
reportados por de Kavaliers y col., (1997) en C. nemoralis muestran que el sistema
NMDA pudiera estar involucrado en la produccion del efecto antiopioide de la N/OFQ;
sin embargo, en el H. aspersa; esto, tendria que comprobarse.

Cuando analizamos los efectos de la administracion combinada de dosis sub-
efectivas de naloxona y N/OFQ, compuestos que producen un efecto pronociceptivo,
encontramos una reduccion significativa en la latencia a la respuesta al estimulo
nociceptivo. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Lutfy y Maidment (2000)
en ratas, en los que la combinacion de N/OFQ y naloxona induce una respuesta
pronociceptiva mayor a la respuesta producida por cada compuesto individual. Otra vez,

en esta interaccidn sinérgica parece estar involucrado un sistema paralelo antiopioide.

Radioinmunoanalisis
Las areas que presentan mayor intensidad de inmunorreactividad a N/OFQ en
mamiferos son el hipotalamo y la médula espinal (Neal et al., 1999). En el hipotalamo

de raton hay una concentracién de N/OFQ de 10.1 = 1.6 pmol/g y en una seccion de 2
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cm de médula espinal de ratéon hay 0.05 + 0.012 pmol. de N/OFQ cuantificados por
radioinmunoensayo (Quigley et al., 1998). Como comparacion los niveles de B-endorfina
en hipotalamo y médula espinal son de 0.15 + 0.04 pmol/hipotalamo y 0.19 + 0.07
pmol/2 cm/médula espinal. Con estos datos la concentracion de N/OFQ encontrada en
los ganglios periesofagicos del caracol es similar a la encontrada en el hipotalamo de
ratén ya que en el ganglio total hay una concentracion de 7.6972 + 1.75 pmol/g y mayor
a la de una seccion de 2 cm de médula espinal de raton.

La cuantificacion de la inmunorreactividad de N/OFQ por radioinmunoanalisis en
los ganglios cerebroides fue de 2.4 + 0.1937 y en los subesofagicos de 5.4 + 1.5619
pmol/g de tejido del caracol H. aspersa.

En el caso de otros péptidos opioides como son las encefalinas en los ganglios
periesofagicos del H. aspersa la concentracidon de encefalinas tiene una variacion
circanual. Se reportd que la concentracién de Met-encefalina en primavera es de 3.61
pmol/g y en invierno de 15.17 pmol/g de tejido en los ganglios cerebroides y en los
subesofagicos de 3.38 pmol/g y 5.01 pmol/g, respectivamente. La Leu-encefalina en
primavera fue de 97.54 pmol/g y en invierno 106.44 pmol/g en los cerebroides y de
121.13 en primavera y 26.46 pmol/g en invierno en los subesofagicos (Gutiérrez y Asai.,
1991). Nuestro grupo reportd que la liberacion de encefalinas (entre marzo y abril
medida entre 11 a 13 h.) es de 23 + 4 pmol/g/10 min para Met-encefalina (n=9) y de
5.56 + 1.5 pmol/g/10 min para Leu-encefalina (n=7). Si comparamos la concentracién
de N/OFQ con la de encefalinas en extractos y liberada de los ganglios del caracol,
encontramos que es similar a la de Met-encefalina y menor a la de Leu-encefalina.

Nosotros no encontramos una variacion estacional en la intensidad de la
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inmunorreactividad a N/OFQ en los diferentes experimentos de inmunohistoquimica
realizados durante el afo en contraste con lo reportado para las encefalinas (Leén-Olea
y col, 1991) por lo que la cuantificacion por RIA se llevdé a cabo en diciembre como
unica medicion. Seria de interés hacer un estudio orientado a examinar si la N/OFQ
presenta una variacion diurna o estacional relacionada a algun evento como en el
periodo reproductivo del caracol.

En conclusién, la N/OFQ en el caracol H. aspersa juega un papel en la regulacion
de la nocicepcion administrada exdgenamente, dando una rapida respuesta
termonociceptiva. El antagonista del receptor NOP, Phe'¥, en este modelo
experimental induce un efecto antinociceptivo similar al de los agonistas opioides y
bloquea el efecto pronociceptivo de la N/JOFQ. Los dos compuestos actuan a través de
un sistema paralelo antiopioide.

En conjunto, la identificacién y la distribucion anatémica de la N/OFQ en el
sistema nervioso, asi como la respuesta electrofisiolégica de las neuronas expuestas a
este péptido (Ledn-Olea et al.,, 2001) y los efectos de la N/OFQ y el pseudopéptido
Phe'¥ en la termonocicepcién, definen al H. aspersa como un valioso modelo
experimental para continuar el estudio evolutivo de estos sistemas opioides, asi como

para realizar estudios sobre la identificacion y aislamiento del precursor de la N/OFQ.
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CONCLUSIONES

- Demostramos la existencia de inmunorreactividad a nociceptina/orfanina FQ en los

ganglios periesofagicos del caracol Helix aspersa.

-La inmunorreactividad a N/OFQ en los ganglios nerviosos periesofagicos del caracol
tiene una distribucion anatomica amplia y se encuentra en neuronas aisladas o en

grupos, asi como en fibras del neuropilo.

-A nivel de microscopia electronica la inmunocitoquimica revelé que la localizacion
subcelular de la inmunorreactividad a N/OFQ fue en vesiculas densas localizadas en el

citoplasma y en fibras neuronales.

-El procerebro contiene células con caracteristicas neuroendocrinas inmunorreactivas a
N/OFQ. Las sinapsis en el neuropilo del ganglio, asi como las imagenes que sugieren
liberacidn a espacios intercelulares y hemolinfaticos de vesiculas marcadas observadas
en la microscopia electronica, sugieren dos tipos de liberacién de la N/OFQ una a nivel

sinaptico y otra de tipo paracrino.

-A nivel de microscopia confocal se demostré que la inmunorreactividad a N/OFQ y a

encefalinas tiene wuna distribucion anatémica regional similar, pero no existe

colocalizacién en las neuronas ni en fibras de los diferentes ganglios.

89



-Los experimentos de termonocicepcidn nos permitieron sugerir que el sistema
N/OFQ/NOP participa en la regulacion de la termonocicepcion en H.aspersa y permite
la comparacion de la eficacia y la potencia de los compuestos opioides clasicos y los
involucrados en el sistema N/OFQ/NOP. Los experimentos de interaccién sugieren que
estas dos clases de opioides juegan un papel importante en la regulacion de la
nocicepcion a través de un sistema paralelo e introduce al H. aspersa como un modelo

interesante para el estudio evolutivo de estos sistemas opioides.

-La cuantificacion de la N/OFQ por radioinmunoensayo mostré una cantidad de N/OFQ

en el rango picomolar con una concentracion similar a la del hipotalamo y mayor a la de

la médula espinal de raton.
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ANEXO 1

Inmuno Dot para los antisuero C5 y C1

1. Se usaron membranas PVDF (Bio-Rad Laboratorios California U.S.A.) de 0.22 ym

(tamafo del poro) y se marcaron en cuadrados de 1 X 1 cm.

2. Activar membrana con MetOH (marca Merck Darmstadt, Alemania) al 100% por 30

min a t.a, agitary secar a t.a.

3. Colocar 3 pl de cada péptido en cada cuadro de la membrana (previamente disuelto

en MetOH al 50 %, en PB 10mM pH 7.2). Usar diferentes concentraciones de trabajo.

Leu-enc | Met-enc Din N/OFQ | B-E Nocist SP

10 103 103 10 103 103 10
10° 10® 10° 10° 10° 10° 10°
107 10 107 10 10 10 107
10-12 10-12 10-12 10-12 10-12 10-12 10-12

4. Quitar el exceso de MetOH en orden decreciente de concentracion (40, 20, 10%
MetOH/PB 10 mM), lavar con PB 10mM (5 min. cada lavado) con agitacion constante a
t.a.

5. Prebloquear las membranas con una solucion de 0.3 % T-20 (Tween 20 marca,
Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A), 3 % de gelatina de pescado (marca Sigma
Aldrich, St Louis, MO, U.S.A), 1% Leche baja en grasa (Svelty), en PB 10 mM con
0.09% de NaCl (marca Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A) pH 7.2; durante 1-1 %2 h,

con agitacion constante a t.a.
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6. Incubar las membranas con los anticuerpos primarios rabbit anti-nciceptina/orfanina
FQ (C1 y C5) en una dilucién de trabajo de 1:100 para C1 y 1:150 para C5. Se
diluyeron los anticuerpos en la misma solucién de prebloqueo. Se incubaron a 4°C toda
la noche con agitacion constante.

7. Incubar por1 h at.a..

8. Lavar 2 veces con 0.3% Tween-20, 3% de gelatina de pescado, en PB por 15 min

cada lavado con agitacion constante.

9. Incubar el anticuerpo secundario HRP-burro anti-conejo en una dilucion 1:2000 en
0.5% Tween-20, 3% de gelatina de pescado, 1% baja en grasa (Svelty), en PB, 10mM
pH 7.2 durante 2 h, con agitacién constante a t.a.

10. Lavar 2 veces con 0.1% Tween-20/PB 10mM 10 min cada lavado

11. Incubar durante 3 min en el complejo de quimioluminiscencia (solucion A +Solucion B 1:1)
(marca Perkin Elmer LAS Inc Boston, MA. U.S.A.)

12. Eliminar el exceso.

13. Revelar en placa radiografica con pelicula Kodak X-Omat ultrasensible

Método ABC.
1. Bloquear la peroxidasa enddgena en una solucion 0.03% de H,O, (marca Sigma
Aldrich, St Louis, MO, U.S.A) en amortiguador de fosfatos salinos (PBS) 0.1M pH 7.4,

30 min a temperatura ambiente (t.a.).

2. Lavar en PBS (3 veces de 5 minutos cada uno).
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3. Bloquear los sitios de union inespecifica, con una solucion de bloqueo (albumina
sérica bovina 5% (ASB, marca Amersham Biosciences USA), suero normal de burro 5%
(SNB, marca Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A) y amortiguador de fosfatos salino con
triton X100 al 0.3% 0.1M pH 7.4 (PBS-T) durante 1 h a t.a.

4. Incubar el primer anticuerpo (anti-nociceptina/orfanina FQ desarrollado en conejo)
durante 24 horas a 4°C, diluido en solucién de bloqueo (PBS-T, SNB 5% y ASB 5%,).
Se llevaron a cabo experimentos con diferentes diluciones desde 1:10 hasta 1:2000. La
dilucién 6ptima del anticuerpo que fue de 1:150.

5. Lavar (3 veces de 5 a 10 min. cada uno con PBS-T).

6. Incubar el segundo anticuerpo (burro-anti-conejo biotinilado marca Jackson Immnuno
Research Lab. INC. West Grove Pennsylvania), a una dilucion 1:50, en PBS-T, SNB 5%
y ASB 5%, durante 2 ha t.a..

7. Lavar con buffer PBS.

8. Incubar con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC, marca Vector laboratorios

Burlingame U.S.A.) por 1h a t.a.
9. Revelar la peroxidasa con la siguiente solucion: PBS 1uM (26ml) diaminobenzidina
tetrahidroclorinada (DAB, 10mg, marca Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A ), H,0, al

0.03% vy sulfato de niquel al 0.03% (marca Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A).

10. Contrateiir las laminillas alternadamente con safranina acuosa al 0.02% (marca
Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A) durante 5 s.

11. Deshidratar en alcoholes de 70% 80% 90% 100% vy Xilol.
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12. Montar los cubreobjetos con resina entelan (marca Merck Darmstadt, Alemania)

para su observacién en el microscopio 6ptico de campo claro.

Inmunofluorescencia

1. Bloquear los sitios de unién inespecifica, con una solucion de ASB 5 %, SNB 5 % y

PBS-T (solucién de bloqueo) durante 1 h a t.a.

2. Incubar el primer anticuerpo durante 48 h a 4°C (anti-nocieptina/orfanina FQ: 1:10, 6
anti-dinorfina A 1.47 (marca Peninsula laboratorios Inc U.S.A.) encefalinas: 1:50 (marca

Peninsula laboratorios Inc U.S.A.), en solucién de bloqueo.

3. Lavar con buffer PBS.

4. Incubar el segundo anticuerpo (burro-anti-conejo fluoresceinado marca Jackson
Immnuno Research Lab. INC. West Grove Pennsylvania) a una dilucion 1:50, en

solucion de bloqueo durante 2 h a 37°C.

5. Lavar con buffer PBS.

6. Montar con antifade (Molecular Probes Inc U.S.A.).

7. Observacion y analisis en un microscopio de fluorescencia equipado con una lampara

de mercurio de 100 W vy los filtros especificos para FITC o para TRITC.

Inmunofluorescencia de doble marcaje

1. Bloquear los sitios de unidn inespecifica, con una soluciéon de ASB 5 %, SNB 5 % vy

PBS-T (solucién de bloqueo) durante 1 h a t.a.

2. Incubar los primeros anticuerpo durante 48 h a 4°C (anti-nocieptina/orfanina FQ: 1:10
hecho en conejo y anti- encefalinas 1:50 hecho en raton), en solucion de bloqueo.
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3. Lavar con buffer PBS.

4. Incubar el segundo anticuerpo (burro-anti-conejo fluoresceinado marca Jackson
Immnuno Research Lab. INC. West Grove Pennsylvania y anti.ratdn acoplado a
rodamina marca Jackson Immnuno Research Lab. INC. West Grove Pennsylvania)
ambos anticuerpo a una dilucién 1.:50, en PBS-T 0.3%, SNB 5% y ASB 5% durante 2 h
a 37°C.

5. Lavar con buffer PBS.

6. Montar con antifade (Molecular Probes Inc U.S.A).

7. Observacién y analisis en un microscopio de fluoresencia equipado con una lampara

de mercurio de 100 W vy los filtros especificos para FITC o para TRITC.

Microscopia electronica de transmisiéon

Inmunocitoquimica post-inclusién

1. Fijar los ganglios en paraformaldehido al 4% (marca Sigma Aldrich, St Louis, MO,
U.S.A), y acido picrico al 0.2% (Baker U.S.A.), 24 h en PBS 0.1M, pH 7.2.

2. Crioprotejer de los ganglios en sacarosa (marca Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A),
al 30%.

3. Cortar los ganglios de 100um en un vibratomo (Serie 1000).

5. Osmoficar en tetradxido de osmio (marca Electron Microscopy Science Hatfield, Pa,
U.S.A.) al 4% 40 min.
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6. Lavar en PBS 0.2M pH 7.4, 3 veces por 5 min.
7. Deshidratar en alcoholes graduales de 70%, 80% y 96% y oxido de propileno (marca
Electron Microscopy Science Hatfield, Pa, U.S.A.) durante15 min, dos cambios en cada

uno.

8. Preincluir en resina Epon Araldita (marca Electron Microscopy Science Hatfield, Pa,
U.S.A)) 1:1 24 h.

9. Incluir en plano en resina Epon Araldita 5 dias, dejando polimerizar a 50°C.

10. Seleccionar la zona del ganglio nervioso a estudiar para hacer el bloque y realizar

cortes ultrafinos de 90 nm en un ultramicrotomo.

Inmunocitoquimica

1. Colocar las rejillas con los cortes en una solucion saturada de metaperyodato de

sodio (marca Merck Darmstadt, Alemania) durante 75 min a t. a.

2. Lavar con TBS 0.05M pH 7.6.

3. Bloquear con suero normal de cabra 1% (SNC, marca Sigma Aldrich, St Louis, MO,
U.S.A) albumina sérica bovina 1% (ASB, marca Amersham Biosciences USA), en Tris

buffer salino (TBS) 0.05M pH 7.6 1h.

4. Incubar el 1er anticuerpo anti-N/OFQ (C5) a una dilucién de 1:150, durante 72 h, a
4°C.

5. Lavar con buffer TBS 0.05M pH 7.6 y TBS 0.05M pH 8.2.
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6. Incubar el 2° anticuerpo anti-conejo conjugado conjugado a oro (10nm) % (marca
Amersham Biosciences USA), a una dilucion de 1:25. 3 h a temperatura ambiente (Diluir
en TBS 0.05M pH 8.2).

7. Lavar con buffer-TBS 0.05M pH 7.6 (tres lavados de 5 min cada uno).

8. Lavar con agua bidestilada.

9. Contrastar con acetato de uranilo al 2% (marca Electron Microscopy Science Hatfield,
Pa, U.S.A.) durante 5 min.

10. Lavar con agua desionizada.

11. Contrastar con citrato de plomo (marca Electron Microscopy Science Hatfield, Pa,
U.S.A.) durante 6 min.

12. Lavar con agua destilada

13. La observacion se llevé a cabo en un microscopio electrénico de transmisién Carl

Zeiss EM 900 y se tomaron fotomicrografias para el analisis morfoldgico.

Radioinmunoanalisis.

1. Incubar los pozos recubiertos con proteina A (marca Sigma Aldrich, St Louis, MO,
U.S.A)por24ha4°C

2. Incubar el anticuerpo primario anti-nociceptina/orfanina FQ (1:1500) diluido en

solucién buffer de RIA.

3. Lavar los pozos 4 veces por 2 min cada uno.
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4. Preparar soluciones en buffer de RIA, con 10000 cuentas por min (cpm) de trazador,
una dilucion seriada (0.015, 0.030; 0.07; 0.15; 0.3; 0.6; 1.25, 2.5; 5.0; 10; 20 ng) de
péptido competidor, la nociceptina/orfanina FQ sintética (Phoenix Pharmaceuticlas, Inc,

Belmont, U.S.A.) no marcada con I

5. Para los pozos control (curva estandar), adicionar 100 pl de cada una de las
diluciones de nociceptina/orfanina FQ sintética no marcada mas 20 pul del trazador
radiactivo a cada pozo, realizar por triplicado. Para los pozos en los cuales se midio
material inmunorreactivo a nociceptina/orfanina FQ de los extractos de péptido total
crudo de tejido nervioso, adicionar los extractos peptidicos de tejido nervioso
(cerebroides y subesofagicos) mas 20 de trazador radiactivo a cada pozo. Incubar 24 h
a4°C.

Realizar triplicados por cada condicion experimental.

6. Aspirar la mezcla radiactiva de cada pozo y lavar 4 veces por 3 min con buffer de
radioinmunoensayo a 4 °C para prevenir una posible disociacion del complejo antigeno-

anticuerpo.

7. Aspirar la ultima solucion de lavado y se remover cada pozo del plato, para ponerlo
en un tubo de vidrio para contar radiactividad en el contador gamma. En este nivel,

determinar la cantidad de union del antigeno radiactivo (trazador).
8. Construir una curva estandar con los ensayos control y calcular los valores de

concentracion inhibitoria del 50% de unién (IC50) para establecer el nivel minimo
confiable de deteccién de nociceptina/orfanina FQ sintética.
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Técnica de Lowry para la cuantificacién espectofotométrica de proteinas.

Curva Patron.

La curva se prepara a partir de una solucion acuosa de albumina de suero de

bovino (ASB) con una concentracion de 1 mg/ml (Fig. a).

Figura a. Ejemplo de una curva patrén de ASB 1 mg/ml para la

cuantificacion de proteinas por la técnica de Lowry.

Determinacién de proteinas por la técnica de Lowry.

1.NaOH (marca Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A) 0.4N

2. Albumina serica bovina (marca Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A) 1mg/ml (ASB).

3. Reactivo A. Reactivo alcalino de cobre

a. Solucion de NaCO; al 2% 0.1N (marca Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A) e
hidroxido de sodio (25ml).

b. Solucion de CuSOg4 al 1 % (marca Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A) (250pl)

c. Solucion de tartrato de sodio y potasio al 2% (marca Sigma Aldrich, St Louis, MO,
U.S.A) (250ul)
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4. Reactivo B.

Folin-Ciocalteu (marca Sigma Aldrich, St Louis, MO, U.S.A) en proporcién 1:1 con agua
desionizada. Preparar el reactivo justo antes de agregarlo a los tubos. Cubrir de la luz
ya que es fotosensible (Fig. b).

’ Técnica de Lowry

Reactivos Curva estandar Muesira
Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 n
A | Agua(ul) | 150 145 | 140 | 135 | 130 | 110 | 90 70 50 140
BSA ] (o T [l
B ImgmL 0 5 10 15 20 40 60 80 | 100
(L)
Muestra e (e e
C 10
(L)
‘ | Agregar losreactivos sigwientes tanto a la curva como alasmuestras
D | NaOH(pL) | 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Reactivo &
E 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(@D

‘ l Agitar y esperar 15 mimitos
ReactivoB
F o 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100

Volumen total = 1300 pl. Agitar inmediatamente después de adicionar el reactivo B.

dgs

Esperar 30 min. Leer en el espectrofotém etro a A= 700 nm.

Figura b. Preparaciéon de la curva patrén y de las muestras para

determinar proteinas por la técnica de Lowry.
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Abstract

The role in nociception of nociceptin/orphanin FQ (N/OFQ) and its receptor, the opioid receptor-like 1 (NOP), remains unclear because this
peptide has been implicated in both suppression and enhancement of nociception. The present work characterises the effects of N/OFQ and the NOP
receptor antagonist, the pseudopeptide [Phe' W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH, (Phe'¥), on thermonociception in the snail Helix aspersa
using the hot plate assay. Additionally, the possible interaction of each of these compounds with morphine or dynorphin A; ;7 and naloxone was
studied. Compounds were administered into the hemocoel cavity of H. aspersa and the latency to the aversive withdrawal behaviour recorded.
Dose—response and time course curves were done. N/OFQ and naloxone produced a similar dose-dependent pronociceptive effect; however, N/
OFQ reached its peak effect earlier and was 30 times more potent than naloxone. [Phe' W(CH,NH)Gly*]-nociceptin(1—13)-NH, and the opioid
agonists, morphine and dynorphin A,_;; produced antinociception with a similar efficacy, but [Phe' W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH,
reached its peak effect more rapidly and lasted longer than that of dynorphin A;_,; and morphine. [Phe' W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH,
was 50 times less potent than dynorphin A;_;5, but 30 times more potent than morphine. N/OFQ significantly reduced morphine and dynorphin
A,_7-induced antinociception. Combined administration of low doses of [Phe'W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH, and morphine or
dynorphin A, ;7 produced a potent antinociceptive effect. Sub-effective doses of naloxone and N/OFQ also synergised to produce pronociception.
Data suggest that these two opioid classes regulate nociception through parallel systems. The H. aspersa model appears as a valuable experimental
preparation to continue the study of these opioid receptor systems.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Nociceptin/orphanin FQ; [Phe' W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH,; Opioid peptide; Thermonociception; Land snail; Antinociception; Invertebrates

1. Introduction

Since the cloning of the opioid receptor-like 1 (NOP) re-
ceptor and the discovery of its endogenous ligand, nociceptin/
orphanin FQ (N/OFQ), there has been interest in establishing
the role played by this peptidergic system in the modulation of
nociception (Bunzow et al., 1994; Chen et al., 1994; Fukuda

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56 55 32 32; fax: +52 55 56 55 99 80.
E-mail address: marthalo@imp.edu.mx (M. Ledn-Olea).

0014-2999/$ - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ejphar.2007.11.039

et al., 1994; Wang et al., 1994; Wick et al., 1994; Lachowitz
et al.,, 1995; Meunier et al., 1995; Reinscheid et al., 1995;
Meunier, 1997; Rossi et al., 1997; Pan et al., 2000).

There is controversial evidence with regard to N/OFQ
effects, due to the fact that this peptide has been implicated in
both the suppression and enhancement of nociception. The
contradictions seem to stem from dose variations, route of
administration and animal model used in different studies. For
example, intracerebroventricular (i.c.v.) administration of N/
OFQ to mice produced a pronociceptive response in the hot
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plate test (Meunier et al., 1995; Meunier, 1997), and the tail-
flick assay (Reinscheid et al., 1995), but intrathecal (i.t.) ad-
ministration of this peptide produced antinociception in rats (Xu
etal., 1996, 1998). According to Vanderah et al. (1998), neither
i.t. nor i.c.v. administration of N/OFQ produced significant no-
ciception in the hot plate, warm-water or radiant heat tail-flick
tests in rats. However, N/OFQ (10 nmol) had an antinociceptive
effect in the radiant heat tail-flick test in mice. Rossi et al.
(1996) reported that i.c.v. administration of a high N/OFQ dose
(10 pg) yielded an initial rapid pronociceptive effect followed
by a delayed antinociceptive response in the tail-flick test in
mice. While the pronociceptive component was insensitive to
the administration of opioid receptor antagonists, antinocicep-
tion was reversed by naloxone. The existing evidence is still not
clear about the exact mechanisms of action regarding pro- or
antinociceptive effects. The authors suggested that N/OFQ may
produce a delayed activation of an opioid-mediated mechanism
of action or that N/OFQ could interact with more than one
receptor subtype (Rossi et al., 1996, 1998) or play a general role
in opioid modulation (Mogil et al., 1996a,b; Gintzler et al.,
1997; Di Giannuario et al., 1999).

[Phe' W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH, was first des-
cribed as a competitive N/OFQ antagonist by Guerrini and
collaborators in 1998. Later on, other authors have provided
evidence that [Phe'W(CH,NH)Gly?*]-nociceptin(1—13)-NH,
acts as a partial NOP receptor agonist in different experimental
preparations (Butour et al., 1998; Chu et al., 1999; Olianas et al.,
1999).

In order to gain some insight into the function of N/OFQ,
[Phe' W(CH,NH)Gly*]-nociceptin(1—13)-NH, and the NOP re-
ceptor, simpler experimental approaches have been proposed to
elucidate the controversial findings reported in mammalian
models. In a previous study, our group reported the presence
and distribution of N/OFQ immunoreactivity in neurons and
fibres of the perioesophageal ganglia of the land snail Helix
aspersa and showed that the application of 10 uM N/OFQ
produced a similar excitatory (22%) and inhibitory (33%) action
in neurons of the cerebral or parietal ganglion (Ledn-Olea et al.,
2001). In invertebrates, opioid peptides participate in the modu-
lation of sensory perception and antinociception related func-
tions (Kavaliers, 1988; Pellicer et al., 1993; Dyakonova et al.,
1995; Kavaliers and Perrot-Sinal, 1996; Zakharov et al., 1995;
Leon-Olea, 2002). In the nervous system of land snails, some
identified neurons responding to nociceptive stimuli have been
related to neurons commanding the withdrawal behaviour eli-
cited by aversive stimuli of different nature; i.e. tactile, thermal,
chemical or by vibration (Zakharov et al., 1995). Molluscs dis-
play withdrawal behaviour, when subjected to a thermonoci-
ceptive stimulus, which is analogous to the one observed in rats
and mice subjected to the hot plate test. The latency to this
response is increased with opioid receptor agonists like mor-
phine, enkephalins or dynorphin and this antinociceptive effect
can be blocked by opioid receptor antagonists (Kavaliers and
Hirst, 1983, Kavaliers, 1988; Dyakonova et al., 1995; Kavaliers
and Perrot-Sinal, 1996).

The first objective of this work was to characterise the effects
of the peptide N/OFQ and the pseudopeptide [Phe' W(CH,NH)

Gly?]-nociceptin(1—13)-NH, on the regulation of thermonoci-
ception in a land snail H. aspersa, in which the nervous system
N/OFQ distribution is known. The second aim was to study the
possible interaction of each of these compounds (N/OFQ and
[Phe' W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH,) with morphine,
dynorphin A;_;7 and naloxone in thermonociception regulation.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Land snails H. aspersa (also named Cantareus aspersus)
were collected from gardens in Mexico City. They were kept in
acrylic chambers with a 10-cm thick humid soil layer and
maintained under a 12 h/12 h light/dark cycle, at a temperature
of 2042 °C. Animals were daily hydrated and fed with lettuce
and oats ad libitum, and room humidity was kept at 100%.
Snails were housed under these conditions for at least 1 week
prior to the experimental session. Experiments were performed
according to NIH guidelines for care and use of laboratory
animals and approved by the Project Commission of the
Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Muiiiz”.

2.2. Chemicals

The compounds used in this study were: nociceptin/orphanin
FQ (N/OFQ, Phoenix Pharmaceuticals, INC., Belmont, CA;
USA); [Phe' W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH, (Phoenix
Pharmaceuticals, INC., Belmont, USA); naloxone hydrochlor-
ide (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA), dynorphin A;_;;
(Peninsula Lab, INC., Belmont, USA), and morphine sulphate
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). These compounds were
diluted in 0.9% saline solution and injected into the snail’s
hemocoel cavity through the foot muscle with a micro syringe
(Hamilton) to deliver a 20 pl volume.

2.3. Nociception evaluation

Preliminary experiments were run to determine the tempera-
ture at which snails displayed the withdrawal behaviour in a
constant and quantifiable manner under our laboratory condi-
tions. Independent groups of snails (n=10, each) were placed
on the surface of a hot plate (Socrel, model D537) at tem-
peratures ranging between 38 and 45 °C with step increases of
0.5 °C. All snails were allowed to fully hydrate before being
tested. The land snails’ withdrawal behaviour is generally
described as a characteristic elevation of the anterior portion of
the fully extended foot until it reaches its readily discernible
maximum elevation (Kavaliers and Hirst, 1983; Kavaliers,
1988). In the present work, we found that retraction of the
snail’s head into the shell was a clearer, more constant response
than the sole determination of the maximum elevation of the
foot, therefore this retraction was considered as the behavioural
end point of the withdrawal response (see Fig. 1).

The response latency (time interval elapsing between placing
the snail on the surface of the hot plate until the presentation of
withdrawal behaviour) was recorded at each temperature. Each
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Fig. 1. Photograph sequence illustrating the withdrawal response exhibited by the land snail Helix aspersa when subjected to the hot plate test. A. Snail on the hot plate
at time r=0; B. The snail begins retraction and rising of the foot; C. Snail’s elevation of the fully extended anterior part of the foot and head retraction into the shell.

This last response was considered as the end point of the withdrawal response.

snail was tested only once to avoid the release of endogenous
opioids, due to a previous thermonociceptive stimulus, that
could interfere with the evaluation of drug effects. The cut-off
time was established at 30 s to avoid tissue damage.
Behavioural assessments were performed during the morning
(10:00 to 13:00 am). The observer recording the withdrawal
response was blind to the treatments.

The results of these experiments showed that all snails
exhibited response latencies between 5 and 7 s at 45+0.5 °C.
Since this basal latency allowed the evaluation of pronociceptive
as well as antinociceptive drug effects, the aforementioned
temperature level was used.

2.4. Experimental series

2.4.1. Dose and time—response curves

Independent groups of snails (n=10, each) were used to do
time and dose—response curves for N/OFQ (1-30 ng/g),
[Phe' W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH, (30—560 ng/g),
morphine (1000—10,000 ng/g), dynorphin A;_;7 (1-5.6 ng/g) and
naloxone (30-3000 ng/g). For each dose of every treatment, the
drug was administered at time zero (#=0) and independent groups
of snails were tested at each of the following post-injection times:
15, 30, 60, 90 or 120 min (n=10, each). The results observed
served to identify the time at which the maximum effect was
obtained, as well as the effective and sub-effective doses to be used
in interaction experiments. Two control groups were initially
established: naive (untreated animals) and vehicle injected (20 pl
saline solution). Since no significant differences were found in the
mean response latencies between both groups, the control groups
of all experiments were saline-treated.

2.4.2. Interaction of N/OFQ with compounds that produced
antinociception

In this experiment, N/OFQ (10 ng) was combined with
[Phe' W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1-13)-NH, (560 ng/g),
dynorphin A;_;7 (5.6 ng/g) or morphine (10,000 ng/g). For the
first combined administration, [Phe' W(CH,NH)Gly*]-nocicep-
tin(1-13)-NH, was injected at =0 followed by N/OFQ 15 min
later. Snails were tested on the hot plate at 45 min post-injection,
time at which both compounds exhibited their maximum effect.
For the second combination, animals received dynorphin A;_;;
(5.6 ng/g) and 30 min later, N/OFQ (10 ng/g). For the third
combination, snails were injected with 10,000 ng/g morphine

and 30 min later, with N/OFQ (10 ng/g). These last two
combination groups were tested on the hot plate 60 min after the
first injection.

2.4.3. Interaction of N/OFQ with naloxone

A combined sub-effective dose of naloxone (100 ng/g) and N/
OFQ (1 ng/g) at=0 was administered to snails that were tested on
the hot plate 30 min later, time at which the maximum effect of
both compounds was obtained.

2.4.4. Interaction of morphine with naloxone

The prototypical interaction between morphine and naloxone
in nociception control was also tested to establish the effective
dose of each substance to counteract each others’ effect in this
preparation. The peak effect of naloxone was observed at 30 min
post-injection, while that of morphine was achieved 60 min after
its administration. To control for this temporal difference, the
effect of the combined treatment of these compounds was tested
30 and 60 min after their administration. Thus, an effective dose
of morphine (10,000 ng/g) together with a dose of 1000 ng/g
naloxone were simultaneously injected to snails at /=0 that were
tested 30 or 60 min later in the hot plate test.

2.4.5. Interaction of [Phe' W(CH>NH)GIy’ J-nociceptin(1—13)-
NH; with morphine or dynorphin 4;_;;

A combination of sub-effective doses of morphine (1000 ng/g)
or dynorphin A;_17 (1 ng/g) at #=0 plus [Phe' W(CH,NH)Gly?*]-
nociceptin(1-13)-NH, (100 ng/g) injected 15 min later was
administered to snails that were tested at =60 min, time at which
all compounds exerted their maximum efficacy.

2.5. Data and statistical analyses

Values are expressed as mean+the standard error of the
mean of 10 determinations. The area under the curve for each
time course was calculated by the trapezoidal rule (Gibaldi,
1991). Complete dose—response curves were fitted with the
Win-nonlin program (Pharsight, Co. Version 2.1) to calculate
EDso values and their 95% confidence limits. Differences
between the distinct treatment groups were analysed with a
Kruskal-Wallis ANOVA followed by the Tukey test. Sig-
nificance was set for P<0.05. The statistical program used was
Sigma Stat 3.1. Graphs were plotted using Sigma Plot version
10 software (Jandel Scientifics).
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3. Results
3.1. Time and dose—response curves

The ensuing data represent the response latencies as a
function of time and dose (Fig. 2). Response latency reductions
reflect pronociceptive effects, while increased response laten-
cies reflect antinociceptive actions.

The time and dose—response curves for N/OFQ (1-30 ng/g)
and naloxone (30—3000 ng/g) in the hot plate test are shown in
Fig. 2, panels A and B, respectively. Both the NOP receptor
agonist and the competitive opioid receptor antagonist
produced a dose-related shortening in the response latency to
the thermonociceptive stimulus. For the higher doses of N/

Fig. 2. Time course (panels A and B) and dose-response (panel C) curves
showing the effect of nociceptin/orphanin FQ (N/OFQ) and naloxone on the
latency to the withdrawal thermonociceptive response of Helix aspersa in the
hot plate test. Increasing doses of each compound (1-30 ng for N/OFQ and 30—
3000 ng for naloxone) were administered to independent groups of snails at
time=0 and animals were tested at 15, 30, 45 or 60 min post-injection. Each
point represents mean latencies=S.E.M. of 10 snails for each dose at each time
point. A significant shortening in the response latency is evident with N/OFQ
(panel A) at 15 and 30 min post-injection, and with naloxone (panel B) at 30 and
45 min (Kruskal-Wallis ANOVA followed by Tukey test, *P<0.05). A dose—
response curve (panel C) for each drug was made considering peak effects at
minute 30.

Table 1
Parameters of the dose—response curves

Emax () EDs (ng/g) [95% Confidence

intervals]

N/OFQ 6.06+0.4 4.9 [4.78-5.02]
Naloxone 5.8+0.1 290.6 [287.9-293.3]
Phe'¥ 29.4+0.9 177.2 [135.2-219.2]
Dynorphin 1-17 30+0.5 3.4 [2.91-3.89]
Morphine 30.2+0.4 5547.9 [5284-5812]

Curves were adjusted using the Win-nonlin program to calculate EDs, values.

OFQ (10 and 30 ng/g), peak effects (response latency
reductions of 47% and 50.8%, respectively) were observed
between 15 and 30 min after injection which faded away
45 min later. As to naloxone, its maximal pronociceptive effect
occurred at 30 min post-injection and disappeared 30 min later.
The analysis of adjusted dose—response curves for both
compounds (Fig. 2, panel C) revealed that they had a similar
efficacy, but N/OFQ was approximately 30 times more potent
than naloxone (Table 1).

Fig. 3 shows the time course of the antinociception
produced by different concentrations of [Phe'W(CH,NH)
Gly?]-nociceptin(1-13)-NH,, (panel A), dynorphin A, ;7
(panel B) and morphine (panel C). Regardless of their different
site of action, the three compounds produced similar
antinociception. Morphine and dynorphin A; ;7 achieved
their peak effects 60 min post-injection and response latencies
returned to basal values 30 min later. Although [Phe' W(CH,NH)
Glyz]-nociceptin( 1—-13)-NH, had a similar efficacy as morphine
and dynorphin A;_,5, it reached its peak more rapidly, 45 min
after injection, and this effect lasted longer than those observed
with the reference opioid receptor agonist compounds.

To further analyse differences in efficacy, the areas under the
curve corresponding to the complete time course of the highest
doses of each drug were determined. The area under the curve
values of the highest concentration for each compound used;
ie., 560 ng/g [Phe'W(CH,NH)Gly*]-nociceptin(1—13)-NH.,,
5.6 ng/g dynorphin A;_;7, and 10,000 ng/g morphine were:
1599+46.4, 1215.8+16.3 and 1107.8+14.9, respectively. This
analysis revealed that [Phe'W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—
13)-NH, was significantly more effective than the other two
antinociceptive compounds (P<0.05; Tukey test).

Differences in potency were determined based on the dose—
response curves of each drug and their adjusted parameters
(Fig. 3, panel D and Table 1). [Phe'W(CH,NH)Gly?]-
nociceptin(1-13)-NH, turned out to be a compound of
intermediate potency. Based on their estimated EDs, values
(Table 1), [Phe'W(CH,NH)Gly*]-nociceptin(1—13)-NH, is
approximately 50 times less potent than dynorphin A;_;-,
but 30 times more potent than morphine.

3.2. Interaction experiments
These experiments were done to determine the interaction

of drugs acting at the NOP receptor with compounds acting at
the classic opioid receptor system.
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Fig. 3. Time course showing the effect of [Phe' W(CH,NH)Gly*]-nociceptin(1—13)-NH,, (Phe' ¥; panel A), dynorphin A, (panel B), and morphine (panel C) on the
latency to the withdrawal thermonociceptive response in Helix aspersa. Increasing doses of the three compounds were administered to independent groups of snails
and tested at different post-injection times (15—120 min for Phe' W and 15-90 min for dynorphin A,_,; and morphine). Each point represents the mean+S.E.M. of the
latencies of 10 snails (Kruskal—Wallis ANOVA followed by Tukey test, *P<0.05). Dose—response curves (panel D) for dynorphin A; 17 (Dyn), [Phe' ¥(CH,NH)
Gly?]-nociceptin(1-13)-NH, (Phe' ¥) and morphine (Mor) were made considering the time at which peak effects were achieved (60 min for morphine and dynorphin

A1_17, and 45 min for Phe'W).

3.2.1. Interaction of N/OFQ with compounds that produce
antinociception

In this experiment, a maximally effective dose of N/OFQ
(10 ng/g) was combined with maximally effective doses of
[Phe' W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1-13)-NH, (560 ng/g),
morphine (10,000 ng/g) or dynorphin A;_;7 (5.6 ng/g) and
the results were compared with those observed in snails treated
with each individual drug. Saline-treated snails served as
control. These results are shown in Fig. 4, panel A. As
previously mentioned, N/OFQ produced a significant prono-
ciceptive effect manifested as a decrease in response latency,
while [Phe'W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH, signifi-
cantly increased the latency to head retraction. The combined
administration of N/OFQ and [Phe'W(CH,NH)Gly?]-noci-
ceptin(1-13)-NH,; showed no significant changes in response
latency with respect to the control group, indicating that both
the pronociceptive effect of N/OFQ and the antinociceptive
effect of [Phe'W(CH,NH)Gly*]-nociceptin(1—13)-NH, dis-
appeared when the two compounds were given together. Co-
administration of N/OFQ with either morphine or dynorphin
Aj_y7 resulted in mutual antagonism because neither prono-
ciception nor antinociception was observed.

3.2.2. Interaction of N/OFQ with naloxone

Snails treated with an individual sub-effective dose of N/
OFQ (1 ng/g) or naloxone (100 ng/g) did not show difference in
response latencies with respect to the control group, as ex-
pected. However, when the two compounds were combined at
these same doses, a significant decrease in response latency was
observed (Fig. 4, panel B).

3.2.3. Interaction of morphine with naloxone

The combined treatment of effective doses of morphine
(10,000 ng/g) and naloxone (1000 ng/g) resulted in blockade
of both naloxone-induced pronociception and morphine-
induced antinociception at the two tested times because no
difference was observed between the groups treated with both
compounds and the control group (Fig. 4, panel C).

3.2.4. Interaction of [Phe' W(CH,NH)GIy’ J-nociceptin(1—13)-
NH; with morphine or dynorphin 4;_;;

The combined administration of low doses of [Phe' W(CH,NH)
Gly?J-nociceptin(1—13)-NH, (100 ng/g) and morphine (1000
ng/g) or dynorphin A;_ ;7 (1 ng/g) produced a significant
increase in the response latency as compared with [Phe' W(CH,NH)
Glyz]-nociceptin(l—13)—NH2, morphine or dynorphin A;_;7 alone,
as well as with respect to the control group (Fig. 4, panel D).

4. Discussion

Our results show that administration of N/OFQ into the
hemocoel of H. aspersa produced a dose-dependent pronoci-
ceptive effect, evidenced by a decrease of around 50% in the
response latency to the thermonociceptive stimulus. The pseu-
dopeptide [Phe'W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH,, a
compound acting as an NOP receptor antagonist, produced a
dose-related antinociceptive effect, i.e., the opposite of N/
OFQ.

Morphine and dynorphin A; ;7 produced a significant dose-
related antinociceptive effect in this snail (increased response
latency), while the opioid receptor antagonist naloxone exerted a
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Fig. 4. Panel A: Latencies to withdrawal behaviour of control saline-treated snails and animals treated with [Phe' W(CH,NH)Gly*]-nociceptin(1—13)-NH, (Phe' ¥,
560 ng/g, =45 min), morphine (Mor, 10,000 ng/g, =60 min) or dynorphin A; ;7 (Dyn, 5.6 ng/g, t=60 min) alone or in combination with N/OFQ (10 ng/g,
=30 min). For the combined administrations, injection time was selected for each compound according to their individual maximum effect. For the Phe' ¥ + N/OFQ
combination, Phe' ¥ was injected at =0, N/OFQ at r=15 min and snails were tested at =45 min. For the Mor+N/OFQ and Dyn+N/OFQ combinations, animals
received Mor or Dyn at =0, N/OFQ at /=30 min and were tested at /=60 min. Panel B: Withdrawal behaviour response latencies of animals treated with sub-effective
doses of naloxone (Nal, 100 ng/g) or N/OFQ (1 ng/g) alone or in combination. Naloxone and N/OFQ were administered simultaneously at #=0 and snails tested at
t=30 min. Panel C: Response latencies of snails injected with naloxone (Nal, 1000 ng/g) or morphine (Mor, 10,000 ng/g) alone or in combination. The peak effect of
naloxone was observed at 7=30 min, while that of morphine was achieved at 7=60 min. To control for this temporal difference, the effects of the combined treatment of
these compounds were tested in two different groups one tested at /=30 min and another at /=60 min. Panel D: Latencies to withdrawal behaviour of snails injected
with a sub-effective dose of morphine (Mor, 1000 ng/g) or dynorphin A;_;; (Dyn, 1 ng/g) alone or in combination with a low dose of [Phe' W(CH,NH)Gly?]-
nociceptin(1—13)-NH, (Phe' ¥, 100 ng/g). For both combinations Mor+Phe' ¥ or Dyn+Phe' ¥, Mor or Dyn were administered at 7=0, Phe' ¥ at /=5 min and the
snails were tested at 7=60 min. Kruskal-Wallis ANOVA followed by Tukey test, * #P<0.05. Asterisks indicate comparisons versus the control group, # points to

comparisons versus the per se effect of the compounds at the doses used in the combination.

pronociceptive effect (decreased response latency) that also
depended on the dose administered.

The pronociceptive effect of N/OFQ found in the present
work is in line with the results obtained in the snail Cepaea
nemoralis (Kavaliers and Perrot-Sinal, 1996) and analogous to
the one reported in rodents after the i.c.v. administration of
10 pg N/OFQ (Reinscheid et al., 1995; Meunier et al., 1995).
There is however, a report demonstrating in tail-flick trials that
the actions of i.c.v. administered N/OFQ (10 pg) to rats are
biphasic; i.e., they consist of an early pronociceptive effect
observed at 15 min post-injection and a late antinociceptive
effect seen 60 min after injection (Rossi et al., 1996). In our
study, only pronociceptive effects of N/OFQ were detected
along a 90 min recording period after its administration, even
at the highest dose tested (30 ng/g). It remains to be deter-
mined if higher doses have biphasic effects in the H. aspersa
model.

A reduction in locomotor activity has been reported in rats
after the i.c.v. injection of N/OFQ at doses ranging between 0.1
and 10 nM (Devine et al., 1996), whereas in mice i.c.v. injection
of a 10 ng dose stimulates locomotor activity (Florin et al.,
1996). Though our study was not designed to quantify loco-
motor activity, no apparent motor effect was detected with the
administered doses (1-30 ng).

The antinociceptive effect produced by the pseudopeptide
[Phe' W(CH,NH)Gly*]-nociceptin(1—13)-NH, has not been
reported before in molluscs. There are several reports in rodents
showing that i.c.v. injection of [Phe' W(CH,NH)Gly*]-nociceptin
(1-13)-NH, produces pronociceptive responses in the tail-flick
test, while its i.t. administration produces antinociceptive effects in
the same assay (Calo et al., 1998; Wang et al., 1999; Candeletti
et al., 2000). In agreement with the antinociceptive actions of
[Phe' W(CH,NH)Gly*]-nociceptin(1—13)-NH, reported here,
Carpenter and Dickenson (1998) found that this pseudopeptide
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inhibits the noxious evoked activity (C fibres), but leaves
unmodified the evoked response of beta fibres in the rat spinal
cord.

[Phe' ¥(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1-13)-NH, has been
classified as a competitive antagonist of the NOP receptor in
the guinea pig ileum and rat vas deferens assays (Guerrini et al.,
1998). However, it has also been proposed that [Phe' W(CH,NH)
Gly?]-nociceptin(1—13)-NH, acts as a partial antagonist (Okawa
et al., 1999) and even as an NOP receptor agonist (Butour et al.,
1998; Bertorelli et al., 1999; Calo et al., 1998; Grisel et al., 1998;
Yakimova and Pierau, 1999; Wang et al., 1999). It has been
proposed that a relevant factor for the type of effect produced by
[Phe' W(CH,NH)Gly*]-nociceptin(1—13)-NH, is the number of
NOP receptors that are expressed in the experimental prepara-
tion. Thus, low levels of receptors could make [Phe' W(CH,NH)
Gly?]-nociceptin(1—13)-NH, behave as an antagonist, while
higher concentrations could make this peptide behave as a partial
agonist (Olianas et al., 1999; Toll et al., 1999). An alternative
hypothesis suggests that these varying effects of [Phe' W(CH,NH)
Gly?J-nociceptin(1—13)-NH, or N/OFQ depend upon certain
NOP receptor heterogeneity (Mathis et al., 1997). The diversity of
effects observed with both compounds suggests that the
functional activity of NOP receptor ligands strongly depends on
the type of preparation or assay used in their pharmacological
characterisation (Calo et al., 1998, 2000; Meis and Pape, 1998;
Xu et al., 1998; Okawa et al., 1999; Yakimova and Pierau, 1999;
Candeletti et al., 2000).

In the present work, [Phe' W(CH,NH)Gly*]-nociceptin(1—13)-
NH, showed an effect opposed to N/OFQ and was able to block
the pronociceptive effect of N/OFQ when they were combined.
These results suggest that [Phe! W (CH,NH)Gly?]-nociceptin
(1-13)-NH, acts as a NOP receptor antagonist for a wide dose
range in H. aspersa.

As to the classical opioid receptor systems, present results
show that morphine and dynorphin A;_;; administration to H.
aspersa produces a significant increase in response latency, while
naloxone diminished it. Co-administration of naloxone and
morphine resulted in the blockade of the antinociceptive effect of
the opioid receptor agonist. Together, these data show that in A.
aspersa the nociceptive actions of classical opioid compounds
described in higher species, are adequately reflected. These
results agree with previous reports in the literature in which the
same compounds were tested in another snail: C. nemoralis and
similar responses were described (Kavaliers and Hirst, 1983;
Kavaliers and Perrot-Sinal, 1996; Dyakonova et al., 1995).

Comparison of the pronociceptive actions of N/OFQ and
naloxone revealed that both compounds produce a similar effect,
but N/OFQ reaches its peak effect earlier and is approximately
30 times more potent than naloxone. As to the antinociceptive
effect of [Phe' W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH,, dynor-
phin A;_;; and morphine, analysis of their adjusted dose—
response curves demonstrates that they have a similar efficacy,
however, [Phe'W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH,
reaches its peak more rapidly and its effect lasts longer than
that of dynorphin A; ;7 or morphine. In relation to their potency,
[Phe' W (CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-NH, is approxi-
mately 50 times less potent than dynorphin A;_;;7, but 30

times more potent than morphine. It is important to mention, that
the relative potency of antinociceptive compounds has not been
determined in other studies involving molluscs.

It has been demonstrated that neither [Phe'W(CH,NH)
Gly?*]-nociceptin(1—13)-NH,, nor N/OFQ binds to classic
opioid receptors. The available evidence suggests that both
peptides bind only with high affinity to the NOP receptor
(Meunier et al., 1995; Reinscheid et al., 1995; Guerrini et al.,
1998; Nicholson et al., 1998; Reinscheid et al., 1998; Xu et al.,
1998). Morphine is a non-selective opioid receptor agonist,
naloxone a non-selective opioid receptor antagonist and
dynorphin A;_ ;7 a k opioid receptor agonist. Based on the
different receptors through which these compounds exert their
effects, N/OFQ and [Phe' W(CH,NH)Gly?]-nociceptin(1—13)-
NH, have been proposed to act through a parallel so-called anti-
opioid system (Mogil et al., 1996a; Grisel et al., 1998;
Jhamandas et al., 1998; King et al., 1998; Kotlinska et al.,
2000; Li et al., 2004; Chen et al., 2007; Scoto et al., 2007).
Clearly in H. aspersa both classic opioid and anti-opioid
systems play a critical role in nociception modulation.

The experiments designed to gain some insight into the
relationship between these two systems, provided interesting
results. The interaction of N/OFQ with morphine and dynorphin
A|_y7, resulted in a marked reduction of both opioid agonist-
induced antinociceptive effects. On the other hand, when com-
bining low doses of the pseudopeptide [Phe' W(CH,NH)Gly*]-
nociceptin(1-13)-NH, with morphine or dynorphin A; |7, they
produced a potent antinociceptive effect that was, at least,
similar to the arithmetic sum of the individual effects. The fact
that two compounds that act at different receptor types produce
additive or supra-additive effects opens the possibility for the
use of low doses of each drug to get effective antinociception,
while reducing the adverse effects produced by high doses of
the individual compounds (Hernandez-Delgadillo and Cruz,
2004).

[Phe' W(CH,NH)Gly*]-nociceptin(1—13)-NH, enhanced the
effects of morphine and dynorphin A;_;;, while N/OFQ
blocked them. However, neither [Phe' W(CH,NH)Gly*]-noci-
ceptin(1-13)-NH, nor N/OFQ act through classical opioid
receptors. Based on this, our results could be explained by
physiological antagonism and agonism, respectively. N/OFQ
has been proposed to act as an endogenous anti-opioid peptide
at a supraspinal level in rats (Mogil et al., 1996a; Grisel et al.,
1998; Jhamandas et al., 1998; King et al., 1998; Chen et al.,
2007; Scoto et al., 2007) and there are several reports showing
that N/OFQ blocks morphine-induced analgesia in rodents
(Morgan et al., 1997; Zhu et al., 1997; Li et al., 2004; Chen
et al., 2001, 2007).

The data obtained in the present series of experiments do not
allow us to establish if other neurotransmitter system(s) is (are)
involved in the effects of N/OFQ and [Phe!W(CH,NH)Gly?]-
nociceptin(1-13)-NH,. Kavaliers et al. (1997) reported that a
specific NMDA receptor antagonist, NPC 12626, reduces the
pronociceptive effects of N/OFQ in the snail C. nemoralis in a
dose-dependent manner. Thus, NMDA receptors could con-
tribute to the “anti-opioid” effects of N/OFQ in H. aspersa, but
this remains to be determined.
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When we analysed the effects of the combined administration of
sub-effective doses of naloxone and N/OFQ, the two compounds
that produced pronociceptive effects, we found a significant
reduction in the response latency to the thermonociceptive stimulus.
These results coincide with those reported by Lutfy and Maidment
(2000) in rats, in which the combination of N/OFQ and naloxone
induced a higher pronociceptive response than the one produced by
each individual compound. Again, an interaction through parallel
systems appears to be involved in this synergism.

The present work allowed establishing that the N/OFQ/NOP
receptor system plays a role in the regulation of thermonociception
in H. aspersa and permitted the comparison of the efficacy and
potency of classical opioid compounds and those involved in NOP
receptor-mediated nociception. The interaction experiments sug-
gest that these two opioid classes play an important role in the
regulation of the nociceptive state of the snail through parallel
systems. These results introduce H. aspersa as an interesting model
to follow the course of opioid and N/OFQ systems’ evolution.
Given the fact that the nervous system distribution of N/OFQ as
well as the electrophysiological neural responses to this peptide
have been described earlier (Leon-Olea et al., 2001) and that in the
present work the effects of N/OFQ on thermonociception were
analysed, the H. aspersa model appears as a valuable experimental
preparation to continue the study of these opioid receptor systems.
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EL rRecerror ORL-1 v su PEPTIDO ENDOGENO, LA

NOCICEPTINA/ORFANINA FQ.

N UEVOS MIEMBROS DE LA FAMILIA DE LOS OPIOIDES

Samuel Mucio-Ramirez,* Carolina Miller-Pérez,* Eduardo Sdnchez-Isias,* Martha Ledn-Olea*

SUMMARY

Clonation of opioid receptors 8, p and x was followed by
identification and sequencing of and other member of the
opioid family: the opioid recepror like-1 (ORL-1). Although
they share similarities with receptors p, § and x, endogenous
opioid ligands like B-endorphin, dynorphin A and enkephalins
do not have great affinity for this receptor. After the discovery
of ORL-1, its endogenous peptide was isolated. This peptide
present a nanomolar affinity with its recepror. Two different
research groups reported this peptide: Meunier et al. (1995)
called it nociceptin, and Reinscheid er al. (1995) called it
orphanin FQ. ORL-1 and nociceptin/orphanin FQ (N/OFQ)
have a wide anatomical distribution in the nervous system,
mainly in the olfactory nucleus, cerebral cortex, hippocampus,
septal region, basal ganglia, thalamus, hypothalamus, pons,
medulla, cerebral peduncle, spinal cord and retina. This
anatomical distribution evidences its role in different cerebral
functions. Administration of N/OFQ may have hyperalgesic,
allodinic, antiopioid or even analgesic effects. Basically, the
effects are both related with dose and administration route.
Besides, it may produce many behavioral effects which especially
modify locomotion, exploratory behavior, motivation, anxiety,
memory, food intake and neuroendocrine modulation. N/OFQ
is derived from a protein precursor of high molecular weight
called prepronociceptin (PPNOC), which contains only one
copy of the aminoacid sequence of N/OFQ. The gene of
PPNOC is conserved in five mammals (rat, mouse, porcine,
bovine and human species). PPNOC is predominantly
expressed in hypothalamus, midbrain, lateral lemniscus, superior
‘olive, trigeminal spinal nucleus of the brainstem and spinal
cord. Given the recent discovery of this peptide and its receptor,
and the fact that it has a wide localization within the CNS, it is
obvious that the study of its physiology and pharmacology is
not totally finished. Two evidences ——the presence of N/OFQ
in species that belong to low levels of phylogenetic scale like
mollusk Helix aspersa, H. pomatia y Cepaea nemoralis and the
pronociceptve effect, similar to the hyperalgesia in mammals—

support the idea that this new opioid system has an early
phylogenetic origin and a functional continuity during the
course of evolution.

In this paper we review the literature concerning this new
receptor/peptide opioid system ORL-1 and its endogenous
peptide nociceptin/orphanin FQ.

Key words: Opioid peptides, opioid receptors, nociceptn,
otphanin FQ, ORL-1.

RESUMEN

A la clonacién de los receptores opioides & , p y X siguié la
identificacién y secuenciacién de otro miembro de la familia
opioide, el receptor ORL-1 (por sus siglas en ingles, opivid
receptor like-1). No obstante, su gran homologia con los
receptores p, 8 y X, los ligandos opioides endégenos, como la f3-
endorfina, la dinorfina A y las encefalinas, no presentan gran
afinidad por este receptor. Después del descubrimiento del ORL-
1, se aislé su péptido endégeno; éste tiene gran afinidad
(nanomolar) para su receptor. Dos grupos de investigacién
independientes reportaron con este péptido: el grupo de
Meunier lo llamé nociceptina y el grupo de Reinscheid, orfanina
FQ. EI'ORL-1 y la nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) tienen
una distribucién anatémica amplia en el sistema nervioso,
principalmente en los nicleos olfatorios, corteza cerebral,
hipocampo, regién septal, ganglios basales, tilamo, hipotilamo,
puente, bulbo, pedinculos cerebrales, médula espinal y retina,
lo que evidencia su participacién en diversas funciones
cerehrales. La administracién de la N/OFQ puede producir
hiperalgesia, alodinia, efectos antiopioides o analgesia. Estos
efectos dependen bédsicamente de la dosis v de la via de adminis-
tracién, Ademds, alteraciones en la locomocion, en el compor-
tamiento exploratorio motivacional, en la ansiedad, memoria,
alimentacién y modulacidn neuroendocrina. La N/OFQ se
deriva de un precursor de alto peso molecular, la prepronoci-
ceptina (PPNOC), el cual contiene una sola copia de la secuencia
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de aminoacidos de la N/OFQ. El gen de la PPNOC esti con-
servado en cinco especics animales cstudiadas (rata, ratén,
porcino, bovino y humano) y se expresa predominantemente
en hipotdlamo, mesencéfalo, nicleos del lemnisco lateral, oliva
supetior, nicleo trigeminal espinal y médula espimal. Debido al
reciente descubrimiento de este péptido y su receptor, ademds
de su amplia distribucién en el sistema nervioso, resulta obvio
que su participacion en la fisiologia y sus probables implicaciones
farmacolégicas todavia no estin completas. La presencia de la
N/OFQ en especies de los primeros niveles de la escala
filogenética como son los moluscos Helix aspersa, H. pomatia y
Cepaea nemoralis, donde sc demostré también que la adminis-
tracién de N/QFQ tiene un efecto pronociceptivo similar a la
hiperalgesia de los mamiferos, sugieren que este nuevo sistema
opioide tiene un origen filogenético temprano y una
continuidad funcional durante el curso de la evolucidn.

En este articulo se hace una revisién de la literatura acerca
de este nuevo receptor: el ORL-1 y su péptido enddgeno, la
nociceptina/orfanind FQ.

Palabras clave: Péptidos opioides, receptores opioides,
nociceptina, orfanina FQ, ORL-1.

INTRODUCCION

Los avances en las técnicas de la biologfa molecular
y, en especial, la clonacién y la caracterizacién de
los receptores opioides 8, u y K (24, 26, 47, 48, 65,
103) permitieron el descubrimiento y la
caracterizacién de un nuevo receptor: el ORL-1
(por sus siglas en ingles, opivid recepror iike-1) (62).
Se le dio este nombre por su homologia estructural
con los receptores opioides. Sin embargo, el
receptor ORL-1 no une con alta afinidad a ninguno
de los opioides clisicos ni a sus agonistas o
antagonistas (8, 68, 93).

Este receptor se desctibié por varios autores en
diferentes especies animales con distintos nombres
(Cuadro 1).

CuaprO 1
Diferentes nombres del receptor de la nociceptina/
orfanina FQ

Receptor Animal Referencia
LC132 rota Bunzow y cols., 1994
RORC rata Fukuday cols., 1994
Oprl rata Cheny cols., 1994
C3 raia Lachowicz y cols., 1994
XOR1 rata Wang y cols., 1994
MOR-C ratén Nishiy cols., 1994
Hyp 8-1 humano Wick y cols., 1994
ORL-1 humana Mollereau y cols., 1994
’ Marchese y cols., 1994
Keith y cols,, 1994
cerdo Osinsky y cols., 1999
44

El ORL-1, al igual que los receptores opioides,
son proteina membranal acoplada a proteinas G de
tipo inhibitorio (Gi), que inhibe la adenilato ciclasa
y la entrada de calcio a la célula, y que aumenta la
conductancia de la membrana al potasio (4, 81, 105,
112). El analisis comparativo de la estructura de los
receptores opioides [, 8, kK con el ORI-1 muestra
que - estos receptores estin formados por siete do-
minios peptidicos transmembranales altamente
hidrofébicos, un extremo extracelular amino
terminal 'y un extremo citoplasmitico carboxilo
terminal, ambos hidrofilicos (24, 103, 99).

La homologfa de los dominios trans-membrana-
nales entre los receptores. |1, 8, X esta entre 60%-
67% (1, 23, 99), mientras que comparados con el
ORL-1 es de 63-65% (34, 61). La composicién de
aminoicidos en los extremos amino y carboxilo
terminales es distinta en cada uno de los receptores
opioides. El receptor k es el que tiene mayor
homologia con el ORL-1. Este perfil de homologia
sugiere que el receptor ORL-1 posee mecanismos
de seflalamiento intracelular similares a los
empleados por los otros miembros de receptores
de la familia opioide. Algunos reportes parecen
confirmar estas hipdtesis de acoplamiento funcio-
nal intracelular del receptor ORL-1 (13, 30, 33, 72).
El anilisis de la estructura del receptor ORL-1
muestra que se encuentra altamente conservado en
la rata, el ratén y el humano (rg., 95% de identi-
dad a nivel de la secuencia de aminoacidos cuando
se comparan las secuencias de la proteinas recepto-
ras del humano y la rata). :

El gen del ORI-1 se localiza en la regién distal
del cromosoma 2 del ratén (10,78) y en el humano
en la regfon q 13.2-13.3 del cromosoma 20 (47, 69).
La secuencia que codifica al ORL-1 en términos de
la organizacién de intrones-exones es casi idéntica a
los receptores {, 8, K. Lo antetior sugiere que los
cuatro genes que dan origen a estos receptotes
provienen de un ancestro comuin y potr tanto
pertenecen a una misma familia (62).

La distribucién anatémica del receptor ORL-1
muestra que se expresa en casi todas las regiones
del SNC de la rata, particularmente en las dreas
corticales y cortico-limbicas (amigdala, hipocampo,
habénula, septum), ademais de subsiantia nigra,
hipotilamo, tallo cerebral y astas dorsales y ventrales
de la médula espinal. También esti presente en las
neuronas de los ganglios de las raices dorsales (107).

Estos estudios se llevaron a cabo por medio de
hibridacién i# i del 4cido ribonucléico mensajero
(mRNA) que lo codifica (6, 26, 69, 77), y por
inmuno-histoquimica (2).

Esta distribucién anatémica amplia sugiere su
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participacion en la modulacidén de diversas funciones
cerebrales como: nocicepcién, procesamiento
motor, sensorial, cognoscitivo, neuroendocrino, asi
como en el aprendizaje y la memoria. E1 ORL-1 se
localiza también en intestino, musculo esquelético,
vasa deferente y bazo de rata (106) asi como en
linfocitos humanos (107); esto ultimo implica un
papel en las funciones inmunolégicas.

La nociceptina/orfanina FQ: ligando endégeno
del receptor ORL-1

El ORI-1 se clasificé dentro de los receptores huér-
fanos (orphans) por no tener un ligando enddgeno
conocido. Con base en la estructura de aminoicidos
de los receptores ORL-1 y K, se esperaba que el
ligando enddgeno del ORL-1 fuera parecido a la
Dinorfina A. A partir de extractos crudos de
cerebro de rata (62) y cerdo (91), dos grupos de
investigacién lograron identificar y aislar
molecularmente un péptido endégeno que se une
con alta afinidad al receptor ORL-1 (K, ~ 0.1 nM),
y es un potente agonista de este receptor (EDgy ~
1 nM) (7). Este ligando, llamado nociceptina por el
grupo de Meunier (1995), y orfanina FQ por el
grupo de Reinscheid (1995), es estructuralmente
idéntico en las dos especies de mamiferos. La
nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) es un péptido
de 17 aminoicidos (FGGFTGARKSARKLANQ),
con una masa molecular de alrededor de 1800
daltones, y tiene una estrecha homologia con el
péptido opioide dinorfina A (1-17); sin embargo,
no se une con alta afinidad a ninguno de los recep-
tores opioides (8, 68, 93).

Los efectos que produce la N/OFQ dependen
de la dosis y de la via de administracién. Estos in-
cluyen hiperalgesia, alodinia, efectos antiopioidérgi-
cos y analgésicos, ademis de presentar otros efec-
tos como modificacién de las conductas locomo-
triz y exploratoria, la motivacion, la ansiedad, me-
moria e ingesta de alimentos (58, 62, 93, 110)
(Cuadro 2).

CUADRO 2

Precursores

Los péptidos opioides clisicos provienen de tres
proteinas precursoras de alto peso molecular: la
proopiomelanocortina (POMC) (76), la
proencefalina A (12, 80) y la prodinorfina o
proencefalina B (38). Estas proteinas precursoras
contienen entre 209 y 267 aminoacidos y un peso
molecular cercano a los 30 000 daltones. De ellas se
derivan los péptidos opioides clasicos. A su vez, la
N/OFQ se deriva de una molécula precursora muy
parecida en su constitucién a las de los opioides.
Contiene 176 aminoacidos en el humano y bovino,
181 en la rata y 187 en el ratén. Se nombré
prepronociceptina (PPNOC) y contiene una sola
copia de la secuencia de aminoicidos de la N/OFQ
(34, 62, 82, 86). El gen de la PPNOC se localiza en
la regién 8p21 del cromosoma 8 del humano (34,
70). Saito y colaboradores (1995) clonaron este
mismo precursor aislado de células de neuroblasto-
ma, el cual estd codificado en el gen N23K. La
PPNOC contiene varios sitios para el rompimiento
enzimitico, como los pares de aminoicidos basi-
cos lisina y arginina, arginina y lisina, arginina y
arginina (8, 19, 70, 83). En el procesamiento de la
nociceptina intervienen las enzimas, aminopeptidasa
N y la endopeptidasa 24.15 (71); la secuencia de la
nociceptina esta flanqueda por los pares de
aminoicido bésicos lisina y arginina, donde actian
estas enzimas (8, 71). En este precursor se encuen-
tran sitios de rompimiento enzimatico que origi-
nan diversos péptidos bioactivos que no se unen al
ORL-1 y tienen efectos diferentes a la N/OFQ.
Esta, en su regién carboxilo terminal, estd flanqueada
por otro heptadecapéptido (Nocll) o bidecapéptido
(NocllD), que corresponde a la Nocll con una ex-
tension de tres residuos de arginina (14). En la region
amino-terminal, la N/OFQ estd flanqueada por
un péptido de 41 aminodcidos, del cual se origina
otro hepradecapéptido, llamado nocistatina, por el
efecto antagénico sobre la hiperalgesia y la alodinia
inducidas por la N/OFQ. La nocistatina se conserva

Comparacién enfre la secuencia de aminodcidos de la nociceptina/orianina

FQ y la de los péptidos opioides

Péptido Secuencia

Nociceptina/orfaninaFQ  -F-G-G-F-T- G~A -R-K-§-A-R- K- L- A -N-Q-

Dinorfina A, 1-17 -Y-G-G-f- L-RuR-| - R-PK -L-K-W-D-N-Q-

a-Neoendorfina -Y-G-G-F-L-R K-Y - P-

Dinorfina B -Y-G-G-F -L-R-R-Q- FK-V-V-T-

B-Endorfina -Y-G-G-F-M-T-§ -E -K-§-Q-T-P-L-V-T-L-F-K-N-A-|-V-K-N-A-H-K-K-G-Q-
Leu-encefdlina -Y-G-G-F-L-

Met-encefalino -Y-G-G-F-M-

Los aminodcidos que comporie ta N/OFQ cori los péptidos opioides oparecen en negritas.
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Péptido seiial

Bovino 60

Humano 60

Ratén 60

Rata 60

Bovino 108

Humano R 109

Ratén JVRDAEPGADAEPGA 120

Rata iARDAEPEA--—s—- 114
]

Bovino SORRRT 169

Humano S33CGRRRT 169

Ratén GIRRRT 180

Rata S5ORRRT 174

Bovino 176

Humano 176

Ratoén 187

Rata 181

Figura 1. Alineacién de las secuencias de aminodcidos de la PPNOC de bovino, humano, ratén y rata. Los aminodcidos
conservados en las cuatro especies se indican en gris; los aminodcidos de probable ruptura aparecen en negritas y el
pépfido sefal y los péptidos que potencialmente se liberan se muestran con lineas en la parte superior (modificado de

Okuda-Ashitaka y cols., 1998).

en humano, bovino y murino (14, 83). El gen de la
PPNOC esta conservado en las cuatro especies de
mamiferos. El analisis de la secuencia del gen de la
PPNOC revela caracteristicas estructurales y de or-
ganizacién muy similares a las de la preproencefalina
v preprodinorfina, lo que sugiere que estos pre-
cursores pueden derivar de un ancestro comin (17,
34, 70, 82). Por medio del analisis de Nozthern blot,
se vio que el gen de la PPNOC se transcribe pre-
dominantemente en amigdala, tdlamo, hipotilamo,
nucleos subtaldmicos y substantia nigra de rata y
humano (82). (Fig. 1).

Distribucién anatémica de la N/OFQ

l.a N/OFQ tene una distribucién anatémica
amplia en el SNC de la rata (66, 77). En el cerebro,
la inmunorreactividad (IR) a la N/JOFQ (IR-N/
OFQ) se localiza en sistema olfatorio, corteza
cerebral, hipocampo, regién septal, ganglios basales,
tilamo, hipotilamo, puente, bulbo, pedinculos
cerebrales, complejo sensorial trigeminal, niicleos
del rafé, locus coerulens, cerebelo, médula espinal
y retina (51, 52, 66, 92, 98).

46

En la médula espinal se encuentra en las astas dot-
sales y ventrales, principalmente en las liminas su-
perficiales IT y IIT, en el nucleo lateral espinal y en
la limina X (51, 52, 92, 98). En las astas dorsales de
la médula espinal, la IR-N/OFQ persiste después
de la rizotomia dorsal, lo que indica que el péptido
se origina centralmente, mis que en las neuronas
aferentes primarias (92). Varias de estas regiones
cetebrales y de la médula espinal contienen también
péptidos opioides. Sin embargo, en estudios
realizados con microscopia confocal en los que se
utilizaron doble marcaje, se encontrd que en general
no existe colocalizacién de los péptidos opioides y
la N/OFQ, si bien hay algunas excepciones en
ciertas fibras y terminales nerviosas (98). En un
estudio reciente que compara la localizacién de la
N/OFQ y del RNA mensajero de su precursor, la
PPNOC, en el SNC de la rata, la IR a la N/OFQ
y la expresién del ARNm de la PPNOC
cortelacionan en todas las areas estudiadas (77). Tam-
bién se identificé en extractos de hipotilamo de
mono mediante técnicas de cromatograffa liquida
de alta presién (HPLC). Se detectaron multiples
picos de inmunorreactividad, y el pico s alto se
coeluyé con el péptido sintético N/OFQ (88).
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ALGUNOS ASPECTOS DE LA FISIOLOGIA
DE LA NOCICEPTINA

Los péptidos opioides participan en varios sistemas
biolégicos como la nocicepcidn, la neurosecrecién
y la regulaciéon hormonal, e intervienen en el creci-
miento y el desarrollo de los organismos. Su efecto
a nivel celular es principalmente como modulador
inhibitorio.

Nocicepcién

Desde el descubrimiento del ORL-1 y su ligando
endégeno, la N/OFQ, se predijo que podrian par-
ticipar en la modulacién del sistema algésico. Esta
suposicién era razonable, ya que se fundamentaba
en la homologia del receptor y su ligando con los
péptidos opioides, y a que su distribucién
anatémica; la N/OFQ y el ORL-1, tienen una alta
densidad en los nucleos asociados con los procesos
nociceptivos (66, 77).

Los efectos de la administracién de N/OFQ
sobre la nocicepcién son contradictorios y dependen
basicamente de la dosis y la via de administracién.

En los primeros estudios en que se aplic la N/
OFQ a ratas y ratones por via intracerebroventricu-
lar (i.c.v.), se obtuvo un incremento en la
sensibilidad al dolor; de alli ¢l nombre de
“nociceptina” (62, 91). Si la aplicacién de N/OFQ
se efectda por via intratecal (i.t.), se produce
antinocicepcién (20, 32, 102, 108).

Estudios subsecuentes en que se utilizaron
métodos electrofisiolégicos y de comportamiento
mostraron que el efecto espinal de la N/OFQ es
principalmente inhibitorio y produce antinocicep-
cién en roedores (101, 110). ’

Por otro lado, Vanderah y cols. (1998) reporta-
ron que no hay un efecto nociceptivo significativo
dosis-dependiente cuando se aplican inyecciones i.t.
e ic.v. de N/OFQ, en dosis que van de 0.055 a 10
nM en ratones evaluados en la prueba de plancha
caliente.

Minami y cols. (1997) encontraron que la prosta-
glandina D2 (PGD2) inhibe de manera dosis-de-
pendiente 2 la alodinia inducida por N/OFQ, a
través de los receptores a prostaglandinas D en la
médula espinal; ellos mismos sugieren que la glicina
puede estar involucrada en esta inhibicién ya que

ésta bloquea también la alodinia producida por la

N/OFQ.

Rossi y cols. (1996) reportaron que la N/OFQ
tiene un efecto hiperalgésico ripido y uno analgési-
co tardio al inyectar 10 pg via i.c.v. en ratones, y al
ser evaluados éstos con la prueba de presién de la
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cola (sail-flick). El efecto hiperalgésico no es sensible
a antagonistas opioides, pero el efecto analgésico si,
por lo que ellos sugieren que la N/OFQ actia sobre
un nuevo subtipo de receptor 2 N/OFQ.

Por otro lado, Kavaliers y Perrot-Sinal (1996) en
Cepaea nemoralis, y nuestro grupo, en el caracol
de jardin Helix aspersa (54, 63), reportamos que,
después de una inyeccién de N/OFQ (10 ng/20 pb)
en la cavidad del hemocele, los caracoles presentan
un efecto pronociceptivo al ser evaluados en la
prueba de la plancha caliente.

Este efecto pronociceptivo se puede comparar con
la hiperalgesia de los mamiferos.

Efecto antiopioide

Mogil y cols. (1996a) demostraron mediante
pruebas termonociceptivas, que la N/OFQ revierte
el efecto analgésico de la motfina al administrar
por via i.c.v una mezcla de agonistas de los
receptores u, 6, y X mis N/OFQ 10.0 nM.
Asimismo, la aplicacién de N/OFQ i.c.v. en dosis
de 0.1 a 10.0 nM revierte los efectos analgésicos
inducidos por electroacupuntura de manera dosis-
dependiente, en forma similar a la reversién de los
efectos analgésicos inducidos por la morfina (19,
102). La tolerancia y la dependencia a la motfina se
pueden atenuar o revertir por antagonistas o
agonistas del ORL-1 (37).

La administracién de N/OFQ via i.c.v, en dosis
10 nM, 15 minutos después de la aplicacién de la
morfina reduce significativamente la liberacién de
dopamina en el nucleo accumbens en estudios de
microdialisis, lo cual evidencia el papel modulatorio
de la N/OFQ en este nicleo cerebral (27, 74). Otra
de las posibles funciones moduladoras de la N/
OFQ es sobre la liberacién de Met-encefalina (ME);
en dosis bajas de N/OFQ (1-10 nM) inhibe la
liberacién y, en dosis altas (100-1000 nM), produce
un incremento en la liberacién de ME en el plexo
mientérico de cobayo (28).

Locomocién y efecto muscular

Cuando la N/OFQ se administra i.c.v. (10 nM),
causa una disminucién en la actividad locomotora
e induce ataxia y pérdida de los reflejos posturales
(79, 90, 91). Florin y cols. (1996), con dosis menores
(5-50 pM), pudieron inhibir o estimular la actividad
locomotora y la conducta exploratoria en ratones.
Estos efectos no son sensibles a la naloxona, pero
son revertidos por antagonistas dopaminérgicos D,
y Dy, lo que sugiere que puede ocasionarlos un
incremento en la transmisién dopaminérgica. Con
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dosis de 10 a 100 nM de N/OFQ via i.c.v. se
produce en ratas una pronunciada depresién
locomotora, que incluye pérdida de la coordina-
cién, balance y tono muscular. La tolerancia 2 es-
tos efectos se desarrolla ripidamente al segundo o
tercer dia del tratamiento, y permanece durante
aproximadamente siete dias después de la ultima
inyeccion de N/OFQ (21, 100). Sandin y cols.(1997)
administraron N/OFQ (10 nM) directamente en
hipocampo y reportaron una disminucién en el
tiempo de presentacién de la conducta exploratoria
con aumento en la locomocidn en respuesta a
estimulos nuevos. El efecto depresor de la
locomocién parece ser especificamente supraespinal
ya que, cuando las ratas reciben dosis de entre 0.5-
10 nM de N/OFQ via i.t,, no presentan ninguna
alteracién locomotora (102, 108). Nishi y cols.
(1997) sugieren que la N/OFQ no tiene un efecto
tonico sobre la locomocidn, ya que los ratones que
carecen del gen del Ireceptor ORI-1 no presentan
anormalidades en el comportamiento locomotor.

La N/OFQ actia también como un neuromo-
dulador de la motilidad gastrointestinal. Actda en
el sistema nervioso periférico y central, estimulan-
do o inhibiendo la actividad mecinica en el
estomago y colon, respectivamente (85).

En el misculo liso de la triquea del cuyo y de la
rata, la N/OFQ revierte la broncoconstriccién pro-
ducida por la estimulacién con campos eléctricos

87).
Cardiovascular y renal

La administracién de N/OFQ produce variaciones
importantes en el corazén y la presién arterial (9,
29, 43), adem4s de cambios en las funciones
excretoras renales, como diuresis y antinatriuresis
(43). Los experimentos realizados en ratas y ratones
demostraron que administrar el péptido via i.c.v.
produce vasodilatacién, hipotensién y bradicardia
30 segundos después de la inyeccion, y que el efecto
dura entre 30 y 40 minutos (41, 42). La administra-
cién iv. o it a diferentes dosis de N/OFQ en el
bulbo rostral ventrolateral produce los mismos
efectos (9, 11, 16). En borregos se reportaron resul-
tados opuestos, ya que en ellos la administracién
de N/OFQ produce hipertensién y aumento de la
frecuencia cardiaca (3). La explicacién a este cam-
bio en la respuesta en el borrego sugiere que las
variaciones en el tono autondmico basal entre
especies animales contribuyen a dar respuestas
paraddjicas 2 la administracién de N/OFQ, ya que
los niveles de frecuencia cardiaca y de presién arte-
rial son mucho menores en el borrego (68 + 3 lpm
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y 79 + 3 mmHg) que en el ratén (551 + 46 lpm y
112 £ 4 mmHg) y la rata (390 + 10 lpm y 115 +'5
mmHg) (42, 56). En condiciones en que predomina
el tono simpatico (ratas y ratones), la N/OFQ
ejerce un efecto inhibitorio simpitico y activa
potencialmente el parasimpitico. En condiciones
de predominio parasimpitico (borrego), existe la
posibilidad de que la N/OFQ actle periférica-
mente inhibiendo la neurotransmisién colinérgica,
pero esta accién inhibitoria permite que prevalezca
el efecto simpatico, ya que el pretratamiento con
phenoxybenzamina y propanolol atenda la respues-
ta presora y taquicirdica (3). El grupo de Kapusta
(40, 41, 42, 43) encontrd respuestas cardiovasculares
y renales semejantes en ratas tratadas con N/OFQ.
Estos investigadores reportan una marcada
disminucién en la frecuencia cardiaca, un aumento
en la presién arterial y una excrecién del sodio
utinario, asi como un profundo incremento en la
tasa del flujo urinario. Por lo anterior proponen
que la N/OFQ interacciona con la liberacién de
hormonas del eje hipotilamo/hipofisiario. Por otro
lado, evidencias fisiolGgicas sugieren que la N /OFQ
modula la libéracién hormonal en el eje hipotilamo-
hipofisiario, inhibiendo la accién de las neuronas
magnocelulares en el nicleo supradptico y
presumiblemente sobre la secrecién de la oxitocina
y la hormona antidiurética (39).

Memoria y aprendizaje

Los experimentos con ratones &nockost para el re-
ceptor ORL-1 sugieren que la N/OFQ patticipa
en aspectos de potenciacién a largo plazo,
aprendizaje y memoria, modulando posiblemente
el sistema dopaminétgico (58, 59, 75). La pérdida
del receptor ORL1 genera una ganancia en los
procesos de memoria y en los mecanismos de
potenciacién de largo plazo en el 4drea CAl. Lo
anterior sugiere que la N/OFQ puede modular
dichos procesos. Sin embargo, el incremento en la
atencién y la disminucién en la latencia del apren-
dizaje pueden ser resultado de la supresién de la
funcién dopaminérgica en el ratdén Anockost 2l
receptor ORL1 (80).

Actividades antiestrés

La N/OFQ actda como ansiolitico en ratas y
ratones, ya que la administracién i.c.v. del péptido
(0.1 2 3 nM) reduce la conducta defensiva ante
estimulos estresantes como: variacion de la
intensidad de luz, laberintos, ptivacién de alimento,
etc. (31, 36). El grupo de Koster (1999) generd
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ratones knockowt para la N/OFQ, y asi observaron
que en los homocigotos hay un aumento en el
comportamiento de ansiedad cuando se exponen a
pruebas de estrés y ambientes amenazantes. Estas
evidencias sugieren que el sistema N/OFQ se activa
principalmente en situaciones de alto estrés y que
funciona como modulador en los procesos
neurobiolégicos dé la respuesta ante estimulos

daflinos (31, 49).
Termorregulacién

Yakimova y Pierau (1999) estudiaron los efectos
de la N/OFQ (1,10 y 100 nM) sobre la sensibilidad
a la temperatura en neuronas del drea predptica de
rebanadas del hipotilamo .anterior de la rata y en
ratas integras. La sensibilidad a la temperatura se
midi6é después de la administracién intrahipotald-
mica de la N/OFQ. En dosis bajas (1nM)
incrementa significativamente la sensibilidad a la
temperatura de las neuronas que responden a
temperaturas medias, mientras que con concentra-
ciones mayores (100 nM) disminuye la sensibilidad
a la temperatura en neuronas sensibles a tempera-
turas medias y en neuronas insensibles a la tempe-
ratura. Los experimentos :n vpo muestran que la
nociceptina (1 nM; 1 pl/rata) disminuye significati-
vamente la temperatura corporal entre 30 y 60
minutos después de la administracién intrahipotala-

mica de N/OFQ.
Aspectos filogenéticos

La existencia de los péptidos opioides y sus recep-
tores se ha documentado ampliamente a lo largo
de la escala filogenética, abarca desde organismos
unicelulares, invertebrados, protocordados y
vertebrados al ser humano (17, 45, 53, 73, 84). Estos
péptidos participan en funciones similares en
organismos que pgesentan grupos taxonémicos
diferentes y distantes. La expansidn y la divessifi-
cacién funcional de familias multigenes, como la
de los opioides, ha sido tema recurrente en el estudio
del éxito evolutivo de los organismos eucariontes
complejos. Las moléculas precursoras de los
péptdos opioides clasicos se encuentran codifica-
das en tres genes: la proopiomelanocortina (que ori-
gina la B-endorfina, MSH-peptidos asociados), la
proencefalina (que origina como productos finales
la Met-encefalina y la Leu-encefalina), la prodinor-
fina (que origina como productos finales a las
dinorfinas y la ®-neoendorfina) (38, 76, 80, 111).
Con el descubrimiento de la N/OFQ (62, 91), el
ligando enddgeno del ORL-1 y de su molécula
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precursora, la proorfanina, se vio que con base en
su organizacion molecular, el gen que codifica este
precursor se relaciona evoludvamente con los genes
de los precursores opioides clasicos. La proorfanina
de los mamiferos tiene la misma estructura intrén-
exdn, las cisteinas N-terminales y una modificacién
en la secuencia central opioide que es FGGF por
YGGF, caracteristica que define a los precursores
opioides clasicos. También a nivel celular, tanto los
opioides clasicos como la N/OFQ se acoplan a la
forskolina para inhibir la actividad de la adenilato
ciclasa, y los canales tipo N-Ca®", y activa los canales
de K, permitiendo su salida. Por lo anterior se ha
propuesto que el precursor de la N/OFQ y de los
opioides clisicos se origina por duplicacién
secuencial de un gen ancestral comin (17) y que
divergencias subsecuentes de estas secuencias se pro-
cesaron en paralelo con sus proteinas receptoras.
Los péptidos opioides se unen y activan a los
receptores [, 0, y K con diferentes grados de
especificidad; la N/OFQ se une dnicamente al
ORL-1, no se une con alta afinidad a los receptores
opioides y no produce ningin efecto (60). En la
sintesis irn vitro de péptidos en que se producen
alteraciones sistemiticas de uno o varios amino-
acidos, se ha visto que, al remplazar la fenilalanina
N-terminal de la N/OFQ por la trosina caracteris-
tica de los péptidos opioides clisicos (89, 90), se
produce un anilogo de la N/OFQ que se une al
receptor K, con alta afinidad (1uM) y que produce
un efecto agonista. Recientemente, Danielson y
cols. (2001) reportaron que la organizacién de la
proorfanina del esturidn Acipenser transmontanus
{considerado un pez fésil viviente) contiene
naturalmente la tirosina N-terminal, y es capaz de
unirse al ORL-1 y a los receptores opioides con
una afinidad casi igual. Este hallazgo ofrece eviden-
cias de que el gen de la proorfanina se encuentra en
un estado intermedio en la evolucidén de esta fami-
lia de genes de los vertebrados. El estado molecular
“fosil” del gen de la proorfanina del esturidn se
puede considerar como una secuencia ancestral
caracteristica de donde se originan los genes de la
prodinorfina o la proencefalina.

La N/OFQ y su receptor se han demostrado en
la rata, el ratdén y en el humano (66, 77, 98). Son
pocos los trabajos en especies animales, que no sean
mamiferos, en donde se demuestre la existencia de
la N/OFQ y su receptor o su efecto; entre éstos
estin estudios hechos en fracciones de membrana
cerebral de la Rana esculenta, que demostraron
sitios de unidn especificos 2 N/OFQ (5). En el
molusco Lymnaea stagnalis se aislé el gen del
receptor a2 N/OFQ, y por medio de una hibrida-
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cidn in sitw se demostré que se expresa en neuronas
identificadas que participan en varios sistemas, como
la alimentacién y el balance hidroelectrolitico
(Saunders y cols., 2000). En el caracol Cepaca
nemoralis, la inyeccién de N/OFQ tiene un efecto
pronociceptivo (44). Nuestro grupo demostré la
existencia de inmunorreactividad 2 N/OFQ en el
ganglio nervioso periesofdgico del caracol Helix
aspersa con una distribucién anatémica amplia. Co-
rroboramos, ademis, el efecto pronociceptivo de
la aplicacién de la N/OFQ y el efecto
antinociceptivo del antagonista del ORL-1, la
Phe'y(CH,-NH)Gly*NC(1-13)NH,, en este cara-
- col por medio de la prueba de plancha caliente (54,
63, 95). Estos hallazgos‘apoyan el hecho de que este
nuevo sistema oploide, la N/OFQ, y su receptor,
el ORL-1, tienen un origen filogenético temprano
y una continuidad funcional durante el curso de la
evolucidn.

DISCUSION Y PERSPECTIVAS

En 1995 se identificaron el receptor ORL-1 (62) y
su ligando endégeno, la N/OFQ (62, 91), y este
hecho abrié un nuevo capitulo de investigacién en
el campo de los opioides, que ha motivado a la
comunidad cientifica 2 dilucidar sus funciones. En
los -ultimos afios se publicaron mas de 500 articulos
sobre el tema. Lo anterior no resulta sorprendente
debido a la gran variedad de efectos de este péptido
y su posible papel en el control de varias funciones
neurobioldgicas, que incluyen no sélo la nocicep-
cién, sino la motivacidén, el aprendizaje y la
memoria; el estrés y la ansiedad; la regulacién
hormonal, y las funciones cardiovasculares, renales
e intestinales.

El receptor ORL-1 y su péptido enddgeno, la
N/QFQ, se consideraron como miembros de la
familia de los opioides por su gran homologia
estructural. Sin embargo, los opioides no se unen
con alta afinidad al receptor ORI-1, asi como
tampoco la N/OFQ se une a ningin receptor
opioide. La N/OFQ y los péptidos opioides tienen
una distribucién anatémica similar en el SNC, pero
se localizan en circuitos neuronales separados (98).
La N/OFQ activa las mismas vias de sefializacién
intracelulares que los opicides, como las de las
proteinas G; que inhiben a la adenilato ciclasa y la
entrada del calcio 2 la célula, y que estimulan la
salida del potasio (4, 81, 105, 112). El resultado es
como en el caso de los péptidos opioides, la reduc-
cién en la actividad neuronal. No obstante, en vivo,
el perfil farmacolégico de la N/OFQ difiere y en
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ocasiones es opuesto al de los opioides, como es su
efecto pronociceptivo (44, 54, 55, 61, 62) o su efecto
al inhibir la analgesia mediada por opioides (19, 37,
67, 68, 102). Sin embargo, es claro que la inhibicién
que produce la N/OFQ en las neuronas inhibitorias
puede dar como resultado un incremento de la
actividad neuronal, dependiendo de la circuiterfa
en donde actie. En ¢l mismo sentido, se sabe que la
morfina produce una activacién indirecta de las
neuronas mesocorticolimbicas al inhibir a las
neuronas gabaérgicas que producen una inhibicién
ténica sobre estas neuronas (22).

En el campo de la filogenia, Danielson y Dores
(1999) propusieron la existencia de un gen ancestral
que pudiera ser el precursor de la N/OFQ vy de los
opioides clasicos. Dichos investigadores encontraron
que, debido a la organizacién de la pronociceptina,
en el esturidn Acipenser transmontanus la N/OFQ
es capaz de unirse al ORL-1 y a los receptores
oploides con una afinidad casi igual. Este hecho
aporta la evidencia de que, en este esturion, el gen
de la pronociceptina es una secuencia ancestral en la
cual se pudieron haber originado los genes de la
prodinorfina o la proencefalina. Por otro lado, en
el molusco Lymnacea stagnalis se aisié el gen del
receptor ORL-1 (97), y en los moluscos Cepaea
nemoralis y Helix aspersa la inyeccién de N/OFQ
surte un efecto pronociceptivo (44, 55) igual que
en los mamiferos, pot lo que tales evidencias apoyan
el hecho de que este nuevo sistema opioide, la N/
OFQ, y su receptor, el ORL-1, tienen un origen
filogenético temprano y una continuidad funcio-
nal durante el curso de la evolucién.

Debido al descubrimiento reciente de la N/OFQ
y a la amplia disttibucién anatémica de este péptido
y su receptor en el sistema nervioso, resulta obvio
que atn es necesario investigar mas a fondo su
participacién en la fisiologfa y sus probables
implicaciones farmacoldgicas. El estudio de este
sistema péptido receptor permitird un mejor
conocimiento de la fisiologia cerebral. La
elaboracién de agonistas y antagonistas de naturaleza
no peptidica puede aportar las herramientas
necesarias. para entender el papel del sistema ORL-
1/N/OFQ en la fisiopatologia, ademis de ayudar
a encontrar nuevas aplicaciones terapéuticas, como
en el manejo del dolor, de los liquidos corporales y
la regulacién neuroendocrina.
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Abstract

We report the existence and anatomical distribution to nociceptin/orphanin-FQ (N/O FQ)-like immunoreactivity in
neurons and fibers in the perioesophageal ganglia of the snail (Helix aspersa). Intracellular recordings from perioeso-
phageal ganglion neurons showed that the application of 10 pM N/O FQ produced an excitatory action in 22% of the
neurons studied and an inhibitory action in 33% of the neurons regardless of their origin (cerebral or parietal ganglion).
Our result provides evidence that N/O FQ-like peptide is located in whole perioesophageal ganglia (mainly in the cerebral
one), and that it may serve as a neuromodulator of the neuronal spike discharge. These data support the idea that the N/
O FQ opioid system has an early phylogenetic origin and a functional continuity during the course of evolution. © 2001

Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Opioid; Neuropeptides; Nociception; Analgesia; Snail anatomy; Neurotransmission

The peptide ﬁociceptin, also called orphanin-FQ (N/O
FQ), has been reported to be an endogenous agonist for an
orphan, opioid receptor like-1 (ORL-1). This peptide has
been suggested to have both pronociceptive hyperalgesic
functions and also antinociceptive, analgesic effects. The

N/O FQ action in mammalians, either hyperalgesic or

analgesic, depends on the dose and on the route of admin-
istration of the peptide.

In moluscans, opioid peptides have been shown to regu-
late various functions, including locomotion [2], thermal
regulation {6], alimentary behaviour [7], immune system
function [18], and nociception [9].

It has been shown that leu- and met-enkephalin are distrib-
uted in various regions of the snail ganglion [12}, and that
leu- and met-enkephalins are released from the perioesopha-
geal ganglia of the snail by K *-induced depolarization [15].

Electrophysiological studies have shown that opioid
peptides produced both excitatory and inhibitory actions
in snail ganglion neurons [1]. Naloxone also produced
both excitatory and inhibitory actions in the parietal gang-
lion neurons of the snails Helix aspersa [4] and Helix
locuorum [16).

* Correspénding author. Fax: +52-222-33-4511. -
E-mail address: esoto @siu.buap.mx (E. Soto).

It has been proposed that opioid peptides participate in
both analgesic and pronociceptive processes in inverte-
brates. The application of morphine increased the response
latency to thermal stimuli in Cepaea nemoralis [8]. In
contrast N/O FQ had significant, dose-related pronocicep-
tive effects in the land snail, reducing the latency of
response to thermal stimuli [9,13]. However, repeated
daily administrations of N/O FQ resulted in reduced prono-
ciceptive effects, suggestive of the development of tolerance
to the hyperalgesic actions of this opioid-related peptide [9].

The aim of this study was to examine the distribution of
N/O FQ in the perioesophageal ganglion neurons of the land
snail (Helix aspersa) and to study the effects of N/O FQ on
the electrical activity of ganglion neurons.

Adult land snails, Helix aspersa, were used in this study.
Animal housing and experimental procedures were done
according to the declaration of Helsinki. Snails were sacri-
ficed and the perioesophageal ring was dissected and fixed
in a 4% paraformaldehyde and 0.2% picric acid solution in
phosphate buffer saline (PBS 0.1 M, 0.9% NaCl, pH 7.4,
4°C) and kept in this fixative for 4 h. The tissue was cryo-
protected by immersion in a 30% sucrose solution over-
night, cut serially in freezing microtome (Cryostat, Leitz)
into 15 pwm thick coronal sections and mounted on gelati-
nized glass slides. Each slide included homologous tissue

+ 0304-3940/01/$ - see front matter © 2001 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.
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from one or two animals. To block endogenous peroxidase
activity, the sections were incubated with 0.003% H,0, for
30 min. Afterwards, unspecific sites were blocked by incu-
bating tissue sections with 5% bovine serum albumin (BSA)
and 5% normal donkey serum dissolved in phosphate buffer.
Then immunostaining was done by incubating the tissue
slides for 12 h at 4°C in a solution containing the primary
antibody (1:150) in 0.1 M PBS, 0.3% Triton X-100, 1%
BSA, and 1% normal donkey serum. Primary antibody
was generated against the full-length sequence of N/O FQ
and was purified by affinity chromatography [5). Tissue
sections were rinsed three times and incubated in a biotiny-
lated donkey anti-rabbit IgG (Jackson Lab.) during 2 h at

1512 M. Ledn-Olea et al. / Neuroscience Letters 316 (2001) 141-144 -

37°C. Then tissue slices were treated for Avidin-Biotin-
Peroxidase (Vector Labs) revealed using diaminobenzidine
tetrahydrochloride (10 mg) in 1 wM PBS, 0.003% H,0, and
0.03% nickel sulphate. Three types of controls were
performed: (1) omission of primary antibody; (2) omission
of secondary antibody, which was substituted with normal
donkey serum and PBS-Triton; and (3) preadsorption of
primary antibody with an excess (100 M) of synthetic N/
O FQ peptide. Serial sections were assigned to test and
control groups. Tissue sections were rinsed and dried over-
night and dehydrated in an ethanol series and mounted with
synthetic resin. Some slides were counterstained with safra-
nine (0.01%). The sections were analyzed in a light micro-

Fig. 1. Immunoreactivity to N/O FQ in perioesophageal ganglia of Helix aspersa. The black staining indicates the immunoreactivity in
neurons (ir-neurons) and fibers {ir-fibers). {A) Section th rough the left cerebral ganglia showing a group of small ir-neurons in the lateral
zone of the procerebrum (LPC, arrows) and a group of ir-neurons in the basement of the mesocerebrum (LMC, arrows). Abundant
varicose ir-fibers in the neu ropile of postcerebrum (LPTC), procerebrum and some ir-fibers in cerebral commissure (C, arrowheads) are .
also seen. (B,C) Two consecutive sections through the left procerebrum. In (B), notice the ir-neurons in the marginal zone (arrows). (C)
Preadsorption control showing the absence of immunoreactivity. The calibration bar shown in (A) also applies to (B,C). (D) Section of the

right parietal ganglia (RPa) showing a large and some small jr-
other non-immunoreactive neurons (empty arrowheads). The sli

neurons in the dorsomedial region {arrows). The section shows some
ce was counterstained with safranine. (E) Section through the left pedal

ganglia {LPe) showing a group of small ir-neurons in the lateral part of the ganglium (arrows) and abundant ir-fibers in the neuropile

(arrowhead).
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scope Leitz Laborlux 12 and photographed with a SPOT 2
digital camera (Diagnostic Instruments, Inc.). For illustra-
tion, contrast and brightness were adjusted and CorelDraw 8
was used for figure composition and labelling.

For the electrophysiological experiments the perioeso-
phageal ganglion ring was dissected from the snail and the
outer connective tissue was removed. The ganglion mass
was then transferred to a recording chamber (3 ml volume)
and pinned to the bottom. The preparation was continuously
perfused by gravity flow (3 mi per min) with snail saline
solution (in mM) (75 NaCl, 4 KCl, 5 CaCl,, 0.005 MgCl,, 7
HEPES, pH adjusted to 7.4).

Intracellular recordings were made using glass microelec-
trodes filled with 3 M potassium chloride with resistance
between 80 and 120 M{). The electrical signals were led to a
DC bridge amplifier (Axoprobe 1A, Axon Instruments),
displayed 'in an oscilloscope (Tekironix 2214) and stored
in a tape recorder (Vetter, 3000A). On-line digitalization
was performed by means of a 12 bits analog-to-digital
converter (LabMaster DMA), and ad-hoc programs devel-
oped in our laboratory [19]. The digitalization sampling rate
was either at 10 KHz to analyze action potential character-
istics, or at 300 Hz to study the spike discharge pattern and
its changes due to drug application. N/O FQ was isolated
from rat brain [11], dissolved in 1% BSA, and applied by
pressure ejection of 100 pl from a pipette located in the
vicinity of the cell under recording. Although significant
drug dilution occurs after ejection from the pipette, concen-
trations in this work are expressed as the original concen-
tration in the pipette. In some of the expériments 3 pM
bacitracine (Sigma) was also added to the N/O FQ solution.
Bacitracine was used as a peptidase inhibitor [17].

The interspike intervals were analyzed by means of
frequency and interval histograms. The action potential
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Fig. 2. Intracellular recording of the effects of N/O FQ application
in a parietal ganglion neuron. (A) Graph showing the interval
joint distribution (Poincare diagram) of a neuron spike discharge
before (black) and after {grey) N/O FQ 10 pM application. The
mean interval increased from 350 to 400 ms indicating the inhi-
bitory action of the drug. (B) A record showing an average often
action potentials from the same neuron in control conditions
and after the application of 10 1M N/O FQ. Immediately after
N/O FQ application, the membrane potential was hyperpolarized
in 4 mV, leading to a decrease in the spike discharge. No signifi-
cant change in the action potential waveform (depolarization
and repolarization rate, action potential duration) was found.
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Fig. 3. Intracellular recording of the effects of N/O FQ application
in a parietal ganglion neuron. (A) A record showing the excita-

. tory action produced by N/O FQ 10 uM application. The cell

depolarized in about 4 mV and the interspike interval changed
from a mean of 400 to 200 ms. (B) High resolution digitization
showing an average of ten action potentials in the control condi-
tion and after N/O FQ 10 M application. The action potential
depolarization and repolarization rate and its amplitude did not
change. The mean membrane potential varied from —51 to 55
mV; the siope of the after hyperpolarization varied from 0.04 to
0.13 mV/ms.

waveform was measured from high time resolution records
by using an average of at least three action potentials. These
variables were measured in control conditions and after drug

-application [19].

Immunohistochemistry to N/O FQ was studied in the
perioesophageal ganglia of the snail (n= 16). The N/O
FQ antibody produced a strong Bilateral symmetric reaction
in the cerebral ganglia where intensely stained fibers and
neuronal cell bodies can be clearly distinguished (Fig. 1A~
C). The parietal (Fig. 1D), the pedal (Fig. 1E), the pleural,
and the visceral ganglia were also stained by the N/O FQ -
antibody, although the staining in these regions had a lower -
density than that found in the cerebral ganglia. Controls
produced no Staining and were clearly differentiated from
the experimental slides.

The electrical activity of neurons was recorded in control
conditions and after N/O FQ microperfusion. Data were
obtained from neurons having resting potentials more nega-
tive than 40 mV. A total of 48 neurons were recorded form the
snail perioesophageal ganglia, 24 were from the cerebral
ganglia (neurons 48, 49 and 50) and the rest were from the
parietal ganglia (usually neurons 60, 61, 63 or 80-84) accord-
ing to the neuron classification of Kerkut et al. [10]. Of the
cerebral ganglion neurons 45% of the cells showed no spon-
taneous spike discharge. As a control, 3 1M bacitracine was
applied (n = 3). It produced no significant modification of
the action potential waveform, nor of the firing frequency of
the neurons studied. N/O FQ was applied at concentrations of
1, 10and 50 M. At the lowest concentration (1 pM, n = 14)
N/O FQ did not significantly modify the action potential
waveform, nor the firing frequency of the neurons studied. )
When applied at 10 pM (n = 9) N/O FQ produced an inhi- _
bitory action in 33% of the neurons studied (Fig. 2) and an
excitatory action in 22% of them (Fig. 3), regardless of their
origin (cerebral or parietal ganglion). At 50 pM (n = 4 N/O
FQinduced inhibitory actions in 50% of the recorded neurons
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(all of them from the parietal ganglion). No excitatory action
of N/O FQ was seen in these experiments.

Our results corroborate that the N/O FQ-related op101d
system has a complex and widespread distribution in the peri-
oesophageal ganglion of the snail, indicating that it evolved
very early during the phylogenetic evolution. To our best
knowledge, this is the first description of N/O FQ distribution
and electrophysiological actions in the snail neurons. Our data
indicate that a N/O FQ-like peptide is produced by neurons of
_ the perioesophageal ganglion of the snail, and that N/O FQ is

_ capable of modulating the spike activity of neurons in the snail
cenfral nervous system. The N/O FQ concentrations used in
our work were higher than those that have been used in beha-
vioural studies in the snail where concentrations used corre-

.spond to a range of 27 nM to 2.8 uM [9]. However, in our

experiments important dilution of the drug will take place
immediately after ejection (the chamber volume is 3 ml, and
hence the drug will dilute 30 times).

Whether N/O FQ affects the neuron discharge by a direct
interaction with the membrane ORL-1 receptor cannot be
unambiguously addressed on the basis of the present results.
Though it has been demonstrated that N/O FQ has mainly
inhibitory effects, it seems feasible that the mixed inhibitory
excitatory action of N/O FQ reported here may be due to the
fact that we are not necessarily recording from the neurons
possessing the ORL-1 receptors; thus, very probably, excita-
tory actions are secondary to a disinhibition of the neuron
under recording. Mixed inhibitory and excitatory actions of
N/O FQ have also been found in rats, where N/O FQ is
primarily pronociceptive in the female and primarily antino-
ciceptive in the male [3]. The N/O FQ actions depend in a
complex fashion on the activation state of other opioid recep-
tors. In rat brain slices it has been shown that in animals
experiencing ‘opioid-induced analgesia N/O FQ increased
pain sensitivity, but in animals experiencing opioid withdra-
wal N/O FQ decreased pain sensitivity. Thus, N/O FQ can
have bidirectional effects, depending on the state of the
animal [14].

Our results show that N/O FQ has a widespread distribu-
tion in the perioesophageal ganglion of the snail. The
actions of N/O FQ on the action potential discharge of the
snail neurons may constitute the basis of the behavioural
actions of N/O FQ, which are complex and very probably
state-dependent, based on both excitatory and inhibitory
actions exerted upon different neuronal pathways.
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