Neurobiologia de los péptidos opioides

Miguel Asai*
Rafael Gutiérrez**

Summary

During the last 25 years we have attended to the formation
of new and important fields in the neuroscience domain. Due
to the study of neuropeptides. Virtually, the neuropeptides
represent a new class of chemical transmitters, many of wich
could act as endocrine, amacrine or paracrine hormones. In
addition, the neuropeptides were also found to influence
other higher functions, including cognition and memory. The
biochemical diversity in neurons has revealed the coexis-
tence, in the same neurons, of classical small transmitters
with neuropeptides. This finding offers new and promisory
perspectives in the synaptic transmission.

At this time, the largest group in the neuropeptide families
could be that of the opioid peptides. Endorphins could be the
best studied and characterized group, because of their impli-
cations in the narcotic mechanisms of action and treatment
of pain.

In this work, we recalled briefly the historical background
of the discovery of enkephalins and we reviewed the bioche-
mical characteristics implicated in the opioid peptide metabo-
lism: the biosynthesis, release, catabolism and receptor bin-
ding. We also analyzed updated data concerning the opioid
peptide physiology.

The accumulated knowledge of two decades of study of
biochemistry, pharmacology, physiology and the distribution
of the opioid peptides, together with the molecular biology
technics and the modern clinical diagnostic technology, such
as the positron emission tomography and the nuclear mag-
netic resonance, promise new perspectives and possibilities
of therapeutical intervention.

Resumen

En los ultimos 25 afios hemos asistido a la formacion de
nuevas e importantes lineas de investigacidon en el dominio
de las neurociencias, producido por el estudio de los neuro-
péptidos, los cuales constituyen virtualmente una nueva
clase de transmisores quimicos. Muchos de ellos pueden
funcionar como hormonas enddcrinas, paracrinas y amacri-
nas, ademas de poseer la cualidad de influir en funciones
como las cognoscitivas y en los factores de crecimiento. La
diversidad bioguimica de las células nerviosas ha revelado la
coexistencia, en la misma célula, de neuropéptidos con neu-
rotransmisores clasicos, propiedad que ofrece nuevas pers-
pectivas en la transmisién sinaptica.

Posiblemente, el grupo de neuropéptidos mas grande
hasta ahora identificado y estudiado, cuya influencia es de-
cisiva en la homeostasis celular, es el de los péptidos opioi-
des.

En la presente revision hacemos una breve reseda histé-
rica del descubrimiento de las encefalinas, y ofrecemos un
panorama general y actualizado sobre los procesos impli-
cados en el metabolismo de los opioides, su sintesis, libera-
cién, tipos de receptores y catabolismo. Para concluir, pasa-
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mos revista a las diferentes funciones en las cuales pueden
estar implicados.

El conocimiento acumulado en dos décadas de estudio
sobre las propiedades y funciones de los péptidos opioides,
aunado a las técnicas modernas en la biologia molecular y
de diagndstico clinico, como la tomografia por emision de posi-
trones y la resonancia magnética nuclear, nos permiten avi-
sorar un panorama prometedor de intervencion terapéutica.

Introduccion

El empleo de la morfina en la vida del hombre se
pierde en la historia. Su capacidad para aliviar el dolor
la ha colocado como el remedio mas valioso, hasta
ahora conocido, para evitar sus sufrimientos. Posible-
mente es de Teofrasto (Siglo Il a.C.), discipulo de Sé-
crates, de quien se tiene la primera noticia del jugo de
la adormidera (33). La palabra opio proviene del nom-
bre griego que significa jugo. La sustancia se obtiene
del jugo de las capsulas de adormidera Papaver som-
niferum, planta indigena del Asia Menor.

No fue sino hasta 1803 cuando el farmacéutico ale-
man, Federico Serturner, aislo y describio un alcaloide
del opio al que llamoé morfina, por Morfeo, Dios griego
del suefio (84,85).

Sin embargo, como ocurre a menudo, este remedio
es un arma de doble filo, ya que la morfina causa
adiccion, problema que tuvo graves consecuencias en
China durante el siglo pasado, y en este siglo en el
hemisferio occidental. Por ahora se clasifica junto con
su derivado diacetilado, la heroina, en una de las 7
familias que conforman las drogas de abuso (31) que
se han convertido en problemas prioritarios de salud
publica en muchos paises del orbe.

La pregunta simple, importante y por demas urgen-
te que el investigador se planteaba era: si la morfina
no la produce el hombre, pero actia por medio de la
unién de receptores estereoespecificos (descubiertos
antes que el ligando endégeno), ubicados en la mem-
brana plasmatica, entonces el organismo podria
fabricar su propia "morfina“. El enorme potencial que
representaba el poder aislar dichos compuestos, daria
al hombre de ciencia la posibilidad de usar una he-
rramienta endogena que le permitiera comenzar a
explorar los mecanismos de accién de los narcéticos
y las vias del dolor.

A principios de |la década de los afos sesenta, el
doctor Hans Kosterlitz, de origen aleman, pero natu-
ralizado inglés, propuso la existencia de sustancias
enddgenas con propiedades similares a la morfina,
idea que fue seguida, entre otros, por el doctor. W.R.
Martin (1967). El grupo del doctor Avram Goldstein
(1971) desarrollé métodos muy especificos para la
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deteccion de receptores del opio en las membranas
neuronales. Este descubrimiento abrié las puertas pa-
ra el estudio de los mecanismos de accion de los
opiaceos. Posteriormente, se aisl6 el receptor estereo-
especifico en los vertebrados (76). Segun Goldstein,
los primeros intentos en la busqueda de los ligandos
endégenos fracasaron debido a la utilizacion de los
meétodos de extraccion, a los bioensayos y a los anti-
cuerpos, suponiendo, erréneamente, que el material
endogeno tenia las mismas propiedades fisicoquimi-
cas y estructurales que la morfina.

En 1974, John Hughes, colaborador en la Universi-
dad de Aberdeen, Escocia, del doctor Kosterlitz, logré
purificar, a partir del homogenado del cerebro del
cerdo, una sustancia con propiedades semejantes a
la morfina, porque producia, en los ensayos biologi-
cos sobre la vasa deferente del ratdn y el plexo mien-
térico del ileo del cobayo, la inhibicién de las contrac-
ciones provocadas, efecto que era revertido por la
naloxona, la naltrexona y el Mr-1302, antagonistas de
las drogas narcoéticas (44).

Simultaneamente, los grupos de los doctores Avram
Goldstein, Solomon Snyder y Lars Terenius, estaban
también involucrados en la elucidacién de la estruc-
tura de los compuestos endogenos. El doctor Tere-
nius orienté acertadamente la ruta de la investigacion
al sefalar la naturaleza peptidica de los compuestos

buscados. E! doctor Terenius purificd sus muestras
por medio de la técnica de filtracion molecular en
Sephadex (cuyas fracciones se eluian en el rango
menor a los 1000 Daltons de peso molecular) y logré
eliminar sus efectos en los bioensayos al afadir
enzimas denominadas endopeptidasas.

La tenacidad de Hughes y Kosterlitz fructificé, ya
que en 1975, reportaron la secuencia de 2 pentapép-
tidos a los que llamaron encefalinas (en el cerebro),
estos péptidos presentaron la siguiente secuencia
(fig.1), NH,-Tyr'-Gly%-Gly*-Phe*-Met>-COOH (Metioni-
na-Encefalina) y NH,-Tyr'-Gly*-Gly>-Phe®-Leu®-COOH
(Leucina-Encefalina) (45,46).

Estos autores hicieron notar que la secuencia de la
metionina-encefalina (ME) estaba presente en los re-
siduos de los aminoacidos 61-65 de la B-Lipotrofina
(B-LPH), hormona aislada en 1965 por Chao Hao Li
(54,55), de la glandula hipdfisis de la oveja; la activi-
dad de la B-LPH estaba asociada con una leve activi-
dad sobre los lipidos, y durante la década de los afios
sesenta, no despertd mayor interes.

Por otro lado, Cox y col. (1975), Teschemacher y
col. (1975), ambos del grupo de Goldstein, aislaron de
la glandula hipofisis del ganado bovino y porcino, un
péptido que se comportaba como la morfina. Al
determinar la estructura del compuesto, al que llama-
ron [-endorfina, encontraron que correspondia atl
fragmento 61-91 de la B-LPH. La « y y-endorfina fue-
ron aisladas por Ling y Guillemin (1976) y correspon-
dian a los fragmentos 61-76 y 61-77 de ia B-LPH. En
ese momento fue evidente que la B-LPH era el pre-
cursor de las encefalinas, sin embargo la hipotesis
-muy razonable- encontré, como veremos adelante,
realidades diferentes.

Inicialmente, el doctor Erick Simon propuso el nom-
bre genérico de endorfinas para referirse a todos los
péptidos que presentaran la secuencia comun de 5
aminoacidos de la met-encefalina (inserta en la por-
cién 61-65 de la B-LPH). En la actualidad, el término
abarca a la leu-encefalina, a las dinorfinas y a los
derivados de la $-endorfina.

Los términos opioides y opiaceos se utilizan (como
lo haremos en el presente capitulo), el primero, para
designar a los peéptidos enddgenos, y el segundo para
designar a los ligandos exdgenos, es decir, a los com-
puestos sintéticos.

El descubrimiento de las encefalinas trajo consigo
una auténtica explosion de reportes en |a literatura, en
los cuales se les atribuia toda clase de propiedades;
ahora la informacion estd bien documentada y se
pueden consultar en diversas revisiones (1,524,36,39,
42,47,53,58,65,66,67,73,79,98).

La necesidad de encontrar farmacos con acciones
similares a la morfina (sedativas, analgésicas, psico-
tropicas, supresoras del sindrome de abstinencia), sin
sus efectos colaterales (hipotermia, constriccion, tole-
rancia, dependencia) dié lugar a toda clase de expe-
rimentos e hipotesis sobre sus posibles funciones.

En el presente capitulo, se presenta un panorama
general sobre los aspectos sobresalientes de la biolo-
gia basica de los péptidos opioides, con el fin de ubi-
car al lector en este amplio campo de la neurobio-
logia.
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Estructura de los péptidos opioides
y de sus precursores

La mayoria de los péptidos cerebrales que se han
examinado (con excepciones como el de la carnosina)
son sintetizados en el ribosoma como proteinas pre-
cursoras grandes que se someten a modificaciones
post-traduccionales, particularmente a protedlisis limi-
tadas. De ahi que las neuronas que utilizan péptidos
como transmisores (neuronas peptidérgicas) difieren
en su organizacion estructural de aquélias que utilizan
unicamente transmisores clasicos (41,105). Por citar
algunos ejemplos, encontramos a las catecolaminas,
a la acetilcolina (ACh) y al acido gama-aminobutirico
(GABA), los cuales se sintetizan en la terminal axé-
nica, y el transmisor liberado puede reemplazarse, ya
sea por sintesis de novo o por el mecanismo de re-
captura del transmisor intacto en la sinapsis. En estos
casos, es predominante, si no es que exclusiva, la
sintesis del neurotransmisor en la region terminal
(75). Probablemente el procesamiento para formar el
péptido maduro y bioldgicamente activo ocurre en las
vesiculas de almacenamiento, durante el transporte
axoénico desde el soma hasta la terminal. Como no se
ha descrito hasta el momento un mecanismo de re-
captura para los neuropéptidos, cada molécula que se
libera debe ser reemplazada a partir de los pre-
cursores que estan en la terminal sinaptica, los cuales
deberan de sintetizarse en los ribosomas e incluirse
nuevamente en el transporte axonico. Esta concep-
cién ha encontrado, recientemente, evidencias exitan-
tes, ya que se ha reportado la presencia del RNAm,
que codifica para la oxitocina en las terminaies ner-
viosas de la hipofisis posterior (48). ;Es posibie que
la sintesis de novo de algunos péptidos se lleve a ca-
bo en las terminales nerviosas?

El procesamiento postraduccional de un péptido
biolégicamente activo, a partir de su precursor, sigue
una protedlisis limitada, controlada y especifica por
medio de peptidasas que se localizan preponderan-
temente en los granulos secretores que reconocen la
secuencia de aminoacidos basicos (Lys-Arg o sus
combinaciones) (90,98). Si bien la secuencia de estos
aminoacidos se repite dentro del precursor, no todas
son cortadas, y esto depende de los diversos tipos
celulares, es decir, el primer producto de la traduccion
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puede ser procesado en forma diferencial en regiones
distintas, para originar productos finales diferentes,
permitiendo una diversidad de funciones de los pro-
ductos de los genes de los neuropéptidos (47).

La técnica del DNA recombinante permitié que los
diferentes péptidos opioides que se comenzaron a
identificar después del descubrimiento de las encefa-
linas encontraran su "hogar”, es decir, los precursores
a partir de los cuales son producidos. Las molécuias
hasta ahora identificadas son:

1) La proopiomelanocortina (POMC) (69,70) (fig. 2).

2) La proencefalina A (PA), (18,35,72) (fig. 3).

3) La prodinorfina o proencefalina B (PDNF), que da
lugar a las dinorfinas (49) (fig. 4).

La POMC contiene 265 aminacidos, en los cuales
se encuentra la secuencia de varios péptidos biologi-
camente activos. De su procesamiento de la hipdfisis
anterior y, principalmente, en el 1ébulo intermedio
(inexistente en el hombre), se obtienen ACTH, la alfa,
beta, gama-MSH y la 3-LPH. La -LPH contiene 91
aminoacidos y no tiene actividad opioide, sin embargo
contiene en su porcién 61-91 la secuencia de la f3-
endorfina (3-End), la cual es un potente opioide.
Como se menciond previamente, la secuencia de la
met-encefalina en la posicion 61-65 de la B-End,
sefialaba a esta ultima como el precursor putativo de
la met-encefalina. Sin embargo, habia profundas
discrepancias que indicaban lo contrario. Los estudios
inmunohistoquimicos demostraron que las encefalinas
y la pB-endorfina se localizaban en neuronas separa-
das (10,103). El cuerpo estriado, rico en contenido de
met-encefalina, virtualmente no contiene B-endorfina
ni sus precursores. Finalmente, la secuencia de nu-
cleétidos en la POMC no contiene informacién para
producir una sola copia de leu-encefalina.

En el cerebro hay dos grupos celulares que produ-
cen péptidos relacionados con la B-End/ACTH. El
principal esta en el nucleo arcuato y medial basal del
hipotalamo, cuyas fibras proyectan al sistema limbico
y tallo cerebral, y el segundo grupo esta en los nu-
cleos del tracto solitario y el commisuralis (1). Aunque
en menor proporcién también han sido encontrados
en areas como el septum, en el nicleo accumbens y
en la amigdala.
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Los péptidos producidos por la proencefalina A, de
naturaleza opioide, se encuentran ampliamente distri-
buidos en el SNC, desde la corteza hasta la médula
espinal. La proencefalina A contiene 4 copias de met-
encefalina, 1 copia del heptapéptido met-encefalina-
Arg®-Phe’, 1 copia del octapéptido met-encefalina-
Arg8-Glu’-Leu® y una copia de la leu-encefalina (fig. 3).

La presencia de ME y LE en el mismo precursor de
la Proencefalina A, hizo suponer que ambos péptidos
podian estar en la misma célula, es decir, que ambos
fueran sintetizados por igual. Sin embargo, hay neu-
ronas que muestran inmunorreactividad a LE y no a
ME. En estas neuronas, la secuencia de LE puede
provenir de la expresion del gen para la prodinorfina (97).

Una caracteristica importante de la proencefalina B
o prodinorfina, es que no contiene ninguna copia de
ME (s6lo copias con la secuencia de la LE), cuyos
productos, conocidos como dinorfinas, tienen una po-
tencia opioide cientos de veces mayor a la met-en-
cefalina.

Ademas de estas tres grandes familias, existen
otros agonistas con actividad opioide potente. Uno de
ellos, descubierto en la piel de la rana Phyllomedusa
sauvagei, es un heptapéptido denominado Dermorfina
(NH,-Tyr-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-COQOH). Este pépti-
do es semejante a los péptidos obtenidos de la casei-
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na de la leche, los caseimorfinicos, denominados
Exorfinas (68).

Por otro lado, la Kyotorfina es un dipéptido (Tyr-Gly)
que tiene actividad opioide probablemente debido a
que promueve de manera especifica, la liberacion de
ME (99). El tetrapéptido carboxiloterminal del hepta-
péptido (véase proencefalina A), comparte su se-
cuencia con un péptido de los moluscos que es exci-
tatorio y tiene las propiedades opioides de los molus-
cos, la FMRF amida. Los anticuerpos desarroilados
contra este péptido reconocen "un sistema opioide”
en las neuronas de los mamiferos, que no correspon-
den con el de las tres grandes familias aqui descritas
(11). El analisis filogenético de los opioides se revisa
en otros dos capitulos del presente numero.

En la figura 5 se muestra la distribucién anatémica
de los sistemas opioides en el sistema nervioso
central, bajo criterios de inmunohistoquimica. Como
puede apreciarse, quizas no exista ninguna estructura
que contenga menos de uno de los peptidos descri-
tos. También es pertinente mencionar que soélo se
usaron anticuerpos contra los péptidos mejor conoci-
dos, pero a juzgar por el numero de péptidos que
tienen accion opioide importe, los cuales se muestran
en la figura 6, esta distribucién podria ser mas densa
y mas extensa.
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ANATOMIA DE LOS SISTEMAS OPIOIDES EN EL SNC.

PRODINORFINA

Figura 5. Anatomf{a de los sistemas opioides en el SNC.
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Metabolismo

El papel de las endorfinas como neurotransmisores
o neuromoduladores estd apoyado por su existencia
en las terminales nerviosas en forma vesiculada, y
porque pueden ser liberadas por exocitosis. Las vari-
cosidades en las que se encuentran las vesiculas no
forman especializaciones sinapticas, por lo menos en
los ganglios basales, por o que se ha sugerido (75)
que la neurotransmision es "mas difusa”. Una vez
liberadas, las sustancias pueden ser retiradas del es-
pacio sinaptico por tres mecanismos: difusion, degra-
dacioén enzimatica, y recaptura. La acetilcolina (ACh),
por ejemplo, es retirada por la degradacion enzimatica
por la acetilcolinesterasa, lo que permite que la colina
sea recapturada por la neurona. Los aminoacidos
transmisores son retirados del espacio sinaptico por
las células gliales y las neuronas; no se han reportado
mecanismos de recaptura para los peptidos (75).

Ademas de la difusion, se lleva a cabo una proteo-
lisis mediada por peptidasas extracelulares; estas
peptidasas no son especificas en el sentido en el que
la acetilcolinesterasa lo es para hidrolizar la ACh.

El metabolito de mayor concentracion de la met-
encefalina, identificado en los perfusados cerebrales
en experimentos realizados in vitro, es el tripéptido
Tyr-Gly-Gly, el cual proviene de la ruptura del enlace
Gly*-Phe? de la encefalina, liberando Phe-Met (34).
Ambos fragmentos son biolégicamente inactivos. Los
estudios posteriores, realizados in vitro, confirmaron
la existencia de una enzima capaz de romper el enla-
ce Gly3-Phe* (26,59). Esta enzima (coloquialmente
conocida como "encefalinasa"), ha recibido mucha
atencién por parte de los investigadores, debido a que
su inhibicibn aumenta la respuesta anaigésica al
potenciar la acciéon de las encefalinas (82,97). La
identidad de la encefalinasa causé confusion durante
los afios posteriores a su descubrimiento en el cuerpo
estriado, en principio, porque se consideraba que era
una enzima de localizacién especifica en el cerebro,
que metabolizaba un sélo péptido. Sin embargo, se
reconocieron propiedades y actividades similares en
otros tejidos, en particular en el rinén, cuya identidad

Nombre

Pre-proopiomelanocortina POMC

o-endorfina B-LPHg,7¢
B-endorfina B-LPHg, o4
v-endorfina B-LPHg 77

Pre-proencefalina A

[Met] - encefalina

[Leu] - encefalina

[Met] - encefalina - Arg®

[Met] - encefalina - Lys®

[Met] - encefalina - Arg® - Phe’

[Met] - encefalina - Arg® - Gly” - Leu®

Metorfamida [Met] - encefalina - Arg - Arg - Val
Péptido | (Secuencia 1 - 40)

Péptido E Péptido | (15 -39)

BAM - 12P Péptido | (15 - 26)

BAM - 20P Péptido | (15 - 34)

BAM - 22P Péptido | (15 - 36)

Péptido F

Péptido B

Amidorfina (PA 104 - 129 - NH?)

Pre-Prodinorfina

[Leu] - encefalina - Arg

B - neo - endorfina

« - heo - endorfina

Dinorfina 1 - 32

Dinorfina A Dinorfina (secuencia 1 -17)
Dinorfina B (Rimorfina) Dinorfina (secuencia 20 - 32)
Dynorfina 1 -8 Dinorfina (secuencia 1 - 8)
Leumorfina

Receptores

i (mu)
§ (delta)

K (Kapa)
6 (sigma)
€ (epsilon)
3 (zeta)

Figura 6. Péptidos identificados a partir de sus precursores.
(La lista de péptidos se tomo hasta el afio de 1985. No se
consideran los péptidos generados de la porcién no opioide
de la proencefalina ni de la prodinorfina).

fue rapidamente establecida tanto por el uso de inhi-
bidores especificos, como por criterios inmunohisto-
quimicos (2,13,26,62,80). Ahora se conoce como la

Las abreviaciones son: AA: amigdala anterior, ABL: nicleo basolateral de la amigdala, AC: comisura anterior, ACB: nucleo accum-
bens, ACE: nucleo central de la amigdala, ACO: nucleo cortical de la amigdala, AD: nucleo anterodorsal del talamo, AL: l6bulo ante-
rior de la pituitaria, AM: nucleo anteromedial dei tdlamo, AMB: nucleo ambiguo, AME: nucleo medial de la amigdala, AON: nucleo ol-
fatorio anterior, ARC: nucleo arcuato, AV: nucleo anteroventral del tdlamo, BST: nucleo del lecho de la stria terminalis, CC: cuerpo
calloso, CGX: corteza del cingulo, CM: nticleo centro-medial del talamo, COCH: ntcleo coclear, CPU: caudo-putamen, CST: tracto
corticoespinal, DH: médula espinal dorsal, DG: giro dentado, DM: nucleo dorsomedial del hipotalamo, DNV: nticleo motor dorsal del
vago, DTN: nucleo tegmental dorsal, ENT: corteza entorrinal, FN: ntcleo fastigial det cerebelo, FRX: corteza frontal, GL: capa glo-
merular del bulbo olfatorio, GP: globus pallidus, HM: nucleo habenular medial, HPC: hipocampo, IC: coliculo inferior, IL: l6bulo inter-
medio de la pituitaria, IP: nucleo interpeduncular, LC: nucleo de locus coeruleus, LG: nucleo geniculado lateral, LHA: area hipotala-
mica lateral, LRN: nucleo reticular lateral, MF: fibras del hipocampo, MFN: nucleo motor facial, MG: nucleo geniculado medial, MM:
nicleo mamilar medio, MNT: nucleo mescencefalico del trigémino, MVN: nucleo vestibular medio, NCX: neocorteza, NL: I1ébulo neu-
ral de la pituitaria, NRGC. nucleus reticularis gigantocellularis, NRPG: nucleus reticularis paragigantocellularis, NTS: nucleo del trac-
to solitario, OCX: corteza occipital, OT: tracto éptico, OTU:tubérculo olfatorio, PAG: substancia gris periacueductal, PAX: corteza
periamigdaloide, PBN: nucleo parabranquial, PC: comisura posterior, PIR: corteza piriforme, POA: area predptica, PP: via perfo-
rante, PV: nucleo periventricular del talamo, PVNM: nucleo paraventricular magnocelular, PVN: nucleo paraventricular (pars parvo-
cellularis), RD: nucleo del rafé dorsal, RF: formacion reticular, RM: nucleo del refé magno, RME: nucleo del rafé mediano, SC: coli-
culo superior, SCP: pedunculo cerebelar superior, SM: estria medular del talamo, SNC: substancia nigra (pars compacta), SNR:
substancia nigra (pars reticulata), SNT: nucleo sensorial del trigémino, SON: nicleo supraéptico, SPT: nucleo septal, STN: nucleo
espinal del trigémino, SUB: subiculum, VM: nucleo ventromedial del hipotalamo, VP: palido ventral, ZI: zona incerta. (Adaptado de H.
Khachaturian, 1985. Anatomy of the CNS opioid systems. Trends Neurosci. 8:111-119).
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ENZIMAS INVOLUCRADAS CON LA DEGRADACION DE ENCEFALINAS

Enzima Convertidora de Angiotensina

Dipeptidil aminopeptidasas  Encefalinasa

Aminopeptidasas

Carboxipeptidasas

NH2- Tyr\LGly GlyA Phe‘LMet COOH

Bestatma
Amastatina
Puromicina

Tyr—Tyr

F‘eml alanina

Phe-Ala
Captoptril

Figura 7. Enzimas involucradas en la degradacion de encefalinas.

endopeptidasa 24.11 y, dentro de la clasificacién en-
zimatica, como EC 3.4.24.11. Su identidad fue confir-
mada por el grupo de Relton y col. (1983) al purificar
hasta homogenizar las muestras cerebrales y enfren-
tarlas a anticuerpos monoclonales.

Los peptidos opioides pueden sufrir degradacion
por medio de diversas endopeptidasas que actuan al
romper el enlace Tyr'-Gly?. La mayoria de este tipo de
enzimas se encuentra en el citosol y, por lo tanto, es
poco significativo para el metabolismo de los opioides
en la sinapsis. Sin embargo, se ha reportado la pre-
sencia de amino-peptidasas en la membrana, cuya
actividad es comparable a la encefalinasa. Probable-
mente, la mejor conocida sea la enzima convertidora
de angiotensina (ACE), formalmente, llamada peptidil
dipeptidasa A, EC 3.4.15.1 (74,89).

En la figura 7 se muestran las diversas enzimas
que degradan a los péptidos en diferentes regiones
de la molécula, y sus respectivos inhibidores. En la
figura 8 senalamos los probables mecanismos de
accion de los inhibidores mejor caracterizados (82).

Receptores a los opioides

No seria sorprendente pensar en la complejidad y
variedad de los receptores a opioides, toda vez que
se han descrito mas de 20 péptidos con actividad
opioide, o cual, en principio, implica la union a su
receptor de manera estereospecifica. Asi, encontra-
mos ahora diferentes tipos y subtipos de receptores.
Para la norepinefrina se describieron receptores alfa y
beta, que ahora se subdividen en alfa-1, alfa-2, beta-1
y beta-2. También en el caso de los receptores D-1y
D-2 para la dopamina y H-1 y H-2 para la histamina.
Estas nuevas clasificaciones parecen ser mas la regla
gue la excepcién, de las cuales los receptores a
opioides no estan exentos. En el campo de los opioi-
des esto parece tener mayor complejidad si nos
permitimos pensar que si la molécula de norepinefrina
puede tener al menos 4 subtipos de receptores,
¢cuantos podrian tener potencialmente los mas de 20
péptidos hasta ahora descritos?

La elucidacion de los requerimientos estructurales
que debian de reunir los opidceos para producir anal-
gesia eran muy severos y criticos, por lo tanto, duran-
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te la década de los afios cincuenta, se postuld la
hipétesis de que los opiaceos deberian de interactuar
en lugares especificos en el organismo (7,8,78). Du-
rante esos anos, el esfuerzo experimental estuvo
apoyado por el uso de la N-Allilnorcodeina, el primer
antagonista opiaceo descubierto (77,102), y después
por la sintesis de antagonistas puros: la naloxona y la
naltrexona (12), cuya capacidad para revertir la anal-
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gesia inducida por opiaceos, la depresion respiratoria
y el coma producido por la sobredosis de morfina y
heroina, sefialaban la existencia de un receptor opia-
ceo.

Usando la modificaciéon de un método para medir {a
unién estereoespecifica de los opioides en homoge-
nados de cerebro desarrollado, como menciond A.
Goldstein en 1971, tres i{aboratorios publicaron la
demostracion bioquimica de sitios de unidén para
opioides usando fa 3H-Naloxona (76), la dihidromorfi-
na (92) y la etorfina (86). Estos sitios mostraron la
misma estereoespecificidad que la observada en los
estudios farmacolégicos, y los compuestos no marca-
dos inhibieron la unién con la misma potencia relativa
medida en los bioensayos e in vivo. Varios estudios
conductuales subsecuentes, al usar varios agonistas
opioides, sugirieron que habia mas de un tipo de
receptor en el SNC (28,29,60).

Martin y col. (1976), en un trabajo ahora clasico,
encontraron en la preparacion en perros espinales,
respuestas farmacologicas a varios tipos de analgési-
cos narcoticos; y la imposibilidad de hacer sustitucio-
nes entre si para evitar el sindrome de abstinencia en
animales adictos, llevé a postular a existencia de por
lo menos tres tipos de receptor en el SNC del perro.
Estos se denominaron de acuerdo con el tipo de
droga que permitié hacer tal distincidon: y para los que
el agonista era la morfina, x para los que era la ceto-
ciclazocina y ¢ para los que el agonista era el SKF-
10047.

El receptor p se define operacionalmente como el
sitio de alta afinidad en el que los opioides producen
analgesia y aumentan el tono muscular, la constipa-
cién, y la oliguria, y producen una fuerte depresion
respiratoria e intensa dependencia fisica.

El receptor 5 se define como aquel que se encuen-
tra en los tejidos periféricos, como en el vas deferens
del raton (57), y en el SNC (14,15), y que muestra
mayor afinidad para las encefalinas naturales que pa-
ra la morfina. Los agonistas que tienen mayor afinini-
dad por el receptor & tienen una actividad analgésica
menor, comparada con la de los u (4,81,83). El re-
ceptor k es en el que los opiaceos, como la cetoci-
clazocina, producen mayor analgesia que los agonis-
tas u, asi como efectos ataxicos y sedantes (28,61),
producen menos depresion respiratoria y se presenta
menor dependencia. Chavkin y col. (1982) demostra-
ron que este receptor es altamente selectivo para la
dinorfina.

Se ha propuesto que el receptor o es el sitio en el
que se median los efectos psicotomimeéticos y estimu-
lantes de la N-Allylnormetazocina (SKF-10047), Ia
ciclazocina y otros opiaceos relacionados (61,109).
Los opioides o difieren de los opioides clasicos en
que producen efectos psicotomiméticos en el hombre
y efectos conductuales singulares en los animales
(37,40). En dosis bajas producen acciones similares a
las de la morfina, como analgesia (52) y acciones
antagonistas, como la precipitacién del sindrome de
abstinencia en los sujetos adictos a la morfina (38).
En dosis altas, producen una combinacion de seda-
cion, embriaguez y psicosis que no se parecen a los
efectos de la morfina (29,61). La mayoria de los efec-

tos conductuales de ios opioides, ¢ observados en
animales, no se revierten con naloxona o naltrexona,
que son antagonistas opioides no selectivos (91,100,
101). Se ha sugerido que el receptor ¢ puede no ser
un receptor opioide tipico ya que no muestra la cla-
sica estereoespecificidad de un receptor opioide, co-
mo el D- y L-SKF-10047; son equipotentes y se unen
a los receptores de la fenciclidina (PCP) (1).

En contraste con las acciones analgésicas de los
agonistas u, 8, x, y ¢, el agonista 5, SKF-10047, no es
analgésico, pero si es un potente antagonista p
(61,64,91). Parece que los opioides o interactuan con
dos sitos que no son sensibles a la naloxona. Uno es
el receptor a la fenciclidina o PCP/s, que media los
efectos psicotomimeticos de la PCP y las drogas
relacionadas. El otro es insensible a la PCP pero es
muy sensible al haloperidol y a un ligando del autorre-
ceptor de dopamina.

Se sabe que una consecuencia de la unién de un
agonista al receptor PCP/s es la modulacién de los
efectos del NMDA (acido N-meteil-D-aspartico) en el
SNC. El NMDA es el agonista prototipo del receptor a
los aminoacidos tipo N-excitatorios. Los derivados de
la PCP, los agonistas opioides ¢ y las benzo-f-isoqui-
nolinas antagonizan estereoespecificamente ia exci-
tacion producida por NMDA en las neuronas espina-
les (3,9) y corticales (17,51,95). Las drogas tipo PCP/
o antagonizan especificamente la liberacién inducida
por NMDA en las rebanadas de cerebro (87,88).

Un receptor recientemente caracterizado por el
grupo del doctor Zagon, el £ (107), fue descrito como
mediador del crecimiento celular. El mismo grupo ha
sumado evidencias para apoyar dicha hipotesis, por
haber estudiado la ontogenia del receptor zeta en el
cerebro de la rata. Los autores sugieren que el recep-
tor zeta esta principalmente relacionado con la prolife-
racion celular en el sistema nervioso (108). En la figu-
ra 9 presentamos un resumen de los diferentes recep-
tores de los opioides hasta ahora identificados.

Ademés de los agonistas puros, existen otros dos
tipos de narcoticos en uso. Estos incluyen los agonis-
tas parciales p (buprenorfina, profadol y propiram) y
los analgésicos agonistas/ antagonistas (pentazocina,
ciclazocina, butorfanol, nalbufina y nalorfina) (41,61).

L os agonistas parciales en dosis bajas al receptor y,
a dosis altas son antagonistas competitivos. Esta acti-
vidad antagonista parece deberse a que tienen una

‘tasa de disociacion muy lenta del receptor u (20). Los

analgésicos con propiedades agonistas/anta- gonistas
tienen varias afinidades por el receptor (61). Estas in-
cluyen antagonismo a p, agonismo para k y agonismo
parcial para el receptor .

Todos los agonistas u, 3, k y € que han sido proba-
dos son analgésicos potentes. Sin embargo, esta
conclusion se ve limitada por la inexistencia de un
agonista 3 puro (fig. 9).

El aislamiento de diferentes tipos de péptidos opioi-
des endobgenos y su clasificacién en familias de pro-
teinas precursoras han llevado a intentar relacionar
estos péptidos con los distintos tipos de receptores.

Todos los péptidos relacionados con la proencefa-
lina muestran actividad 3, desde la LE, que tiene ma-
yor afinidad por el receptor &, hasta el octapéptido,
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IReceptor Agonistas

u Morfina, dihidromorfina, fentanil

8 Dadie (D-Ala2-D-Leu5-encefalina)
Dslet (d-Ser2-Leu5-Enk-Thr6)

K Ekc (etilciclazocina); MR-2034 [(-) - a - (1R. 5R. 9R)
- 5, 9 -dimetil - 2 - (L - tetrahidrofurfuril) - 2' - hidroxi - 6,7,
- benzomorfano]j

€ B - endorfina

8 SKF - 10047 (N - alilnorfenazocina)
8 - metoxiciclazocina

g Met - encefalina

Figura 9. Subpoblaciones de receptores opioides y agonistas prototipo. (Adap-
tado de R. Gutiérrez, Ciencia 43:47-61, 1992).

que parece ser igualmente p y 8. La familia de las
dinorfinas muestra una selectividad similar. Las dinor-
finas y las neo-endorfinas tienen mayor afinidad por
los receptores K (16), pero la dinorfina 1-8 conserva
cierta afinidad por el 6 (1,19), mientras que la dinorfina
1-13 es potente tanto en u como en K. La tercera
familia, la POMC, que da lugar a la B-endorfina, es
muy potente para los receptores uy 3 y al receptor ¢,
con una distribucidon muy restringida en el cerebro
(1086).

Debe tenerse en mente que la "preferencia” de un
opioide por un tipo de receptor es un fenémeno in
vitro, y fa accién real de cualquier péptido o conjunto
de péptidos dependera del tipo de receptor que esté
en la sinapsis de las neuronas peptidérgicas.

Como se ha mencionado, se ha trabajado mucho en
los ultimos 40 afios en torno al receptor opiaceo. Sin
embargo, todavia se sabe muy poco acerca de su
localizacion y posibles funciones (fig. 10), y aun sa-
bemos menos acerca de sus propiedades molecula-

Localizacién

Posibles funciones

Espina dorsal
Laminalyll

Nucleo del tracto solitario
Nducleos comisurales
nucleus ambiguus

Area postrema
Locus coeruleus
Habénula - interpeduncular

Area pre-tectal (media y
lateral del nicleo optico

Colliculus superior

Nucleo ventral del geniculado
lateral

Nucleos terminales, lateral, medio
de la via visual

Nucleo coclear dorsal
Nicleo parabranquial

Parte lateral del nucleo mediat del
talamo, laminas externa e interna,

Nucleo periventricular del talamo

Amigdala

Caudado, putamen, globus
pallidus, nicleo accumbens

Nucleo intersticial de la
stria terminalis

Percepcion corporal del dolor

Reflejos vagales, depresién
respiratoria, supresion de la tos,
hipotensién, inhibicién de la
secrecion gastrica.

Nausea y vomito
Euforia
Euforia, efectos emocionales

Miosis
Miosis
Miosis

Efectos enddcrinos a través de mo-

_dificaciones de la luz

Euforia en conexién al locus coeru-
leus

Percepcién del dolor

Efectos emocionales
Movimiento

Efectos emocionales

Figura 10. Localizacion y posible funcion de los receptores opiaceos. (Adaptado
de R. Miller Pharmacol ther 12:73, 1981).
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Tolerancia

Dependencia

Ingesta de alimentos

Ingesta de liquidos

Aprendizaje

Memoria

Funciones renales, cardiovasculares, gastrointestinales
Termorregulacion y respiracion

Sistema inmune

Envejecimiento

Embarazo y desarrollo

Fisiologia en el Deporte de Alto Rendimiento
Movimiento

Percepcién del dolor

Depresion

Epilepsia

Enfermedades mentales

Cancer

Figura 11. Areas en las cuales se ha propuesto que partici-
pan los péptidos opioides. (Adaptado de Olson y col.
Peptides 10:1253-1280 1989).

res. La caracterizaciéon funcional y estructural de un
receptor requiere de su purificacién, de su reconstitu-
cion en una membrana que reuna propiedades fisio-
logicas determinadas y, por ultimo, del aislamiento y
clonaciéon de su gene. Las diferentes propiedades
fisicoquimicas de los receptores opioides, como poder
solubilizarlo pero conservando sus caracteristicas de
union, retrasaron su estudio molecular, pero este elu-
sivo problema ha comenzado ha ser resuelto satis-
factoriamente por el grupo del doctor Christopher J.
Evans (1992), que logré la clonacion del receptor del-
ta, el cual tiene una considerable homologia con los
receptores para la somatostatina (37%), la angiotensi-
na (31%) y el factor quimiotactico interleukina-8 (22%).

Por otro lado, la Tomografia por Emision de Posi-
trones (PET), nos permite diferenciar ahora los recep-
tores de tipo pn y k en el cerebro de los pacientes con
epilepsia, demencia y enfermedad de Alzheimer (25,
94), y sus aplicaciones clinicas son prometedoras.

Actualmente, se reconocen diferentes tipos y subti-
pos de receptores opioides, pero la interrelacion entre
unos y otros es desconocida. Por el momento se
desconoce el grado de homologia que hay entre los
diferentes receptores, y hay muchas preguntas impor-
tantes, como si, en realidad, los diversos tipos de
receptores son producidos por diferentes genes o son
derivados de uno solo, y si el procesamiento postra-
duccional es el responsable de modificar porciones
del receptor, que una vez que se encuentra asociado
a la membrana presenta afinidades diferentes por sus
diversos ligandos. Indudablemente, la secuencia
primaria que reporta el doctor Evans para el receptor
delta, es el principio de la comprensién de su estruc-
tura, propiedades y regulacion.

Funcién

En los afios que precedieron al descubrimiento de
las encefalinas, el principal esfuerzo de la comunidad
cientifica se concentraba en el estudio de los meca-
nismos de accion de los narcéticos y de las vias del

dolor. Sin embargo, la extensa distribucién de los
péptidos en todo el Sistema Nervioso Central y Peri-
férico, ha permitido proponer que los péptidos opioi-
des pueden influir en diversas funciones superiores
(fig. 11).

La localizacion de péptidos opioides en el SNC fue
inicialmente descrita por criterios inmunohistoquimi-
cos, pero muchos resultados fueron cuestionados; sin
embargo, el uso de técnicas mas nuevas, como la
hibridacién in situ, mostraron que su ubicacion era
esencialmente correcta. Estos resultados, que eran
congruentes con los reportados acerca de los opioi-
des y de los diversos neuropéptidos (41,58), facilita-
ron el camino para volver sobre el concepto de la
colocalizacién (fig. 12).

El concepto de colocalizacion y de coliberacion de
neuropéptidos con transmisores clasicos, ha enri-
quecido poderosamente la fisiologia, la bioquimica y
la plasticidad neuronal. Los 2 tipos de moléculas se
encuentran ubicados en diferentes lugares de alma-
cenamiento. Los transmisores clasicos (moléculas
pequefas) se encuentran en vesiculas de = 500 Ay
los péptidos y los transmisores, en vesiculas mayores
(23,63). Por lo tanto, los neuropéptidos podran libe-
rarse una vez que se "active" |la vesicula en la cual se
almacenan. La activacion puede ser regulada por la
frecuencia de disparo de los potenciales de accion.

La estimulaciéon de baja frecuencia no produce la
liberacion de péptidos (42), solamente se activan las
vesiculas que contienen transmisores pequefos
(6,104). Es necesario incrementar la frecuencia de
disparo para que se inicie la liberacion de los pépti-
dos, los cuales seran liberados en zonas adyacentes
a la zona activa de la terminal sinaptica (30,96), y son
capaces de difundir a distancias relativamente largas,
actuando en forma de hormonas locales (22,27).
Finalmente, Nicholas y col. (1990), y Kaneko y col.
(1990), propusieron la existencia de un tercer trans-
misor del tipo del glutamato, que esta presente en ia
terminal que contiene aminas biogénicas y neuropép-
tidos (50,71). Si estas hipdtesis son correctas, la
célula tendria propiedades plasticas que le permitirian
regular su velocidad de respuesta en forma rapida,
moderada y lenta, con una regulacion muy fina de los
transmisores que libera. La liberacion basal de neuro-
péptidos puede ser muy pequefa o incluso inexis-
tente, sin embargo, puede incrementarse cuando el
organismo sufra algun dafio o esté sometido a dife-
rentes condiciones de estrés (42).

Los 3 sistemas de péptidos identificados se
encuentran en todos los sistemas que regulan las
funciones corporales, por ejemplo en el hipotalamo y
en la corteza de la glandula adrenal, la cual es
particularmente sensible a los péptidos derivados de
la POMC, asi como en el Sistema Nervioso Auténo-
mo, en donde virtualmente todas las neuronas gastri-
cas contienen un transmisor clasico y un péptido (42).
En los ultimos anos se ha considerado a los péptidos
opioides y a sus receptores como factores troficos
(107,108).

Los péptidos opioides identificados y caracteriza-
dos, la presencia de sus receptores estereoespecifi-
cos, su liberacién regulada, la extensa distribucién en
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Neurotransmisor Peptido Regién cerebral (especie)
Cléasico
Dopamina CCK Mesenceéfalo ventral (rata)
Neurotensina Mesencéfalo ventral (rata)
Norepinefrina Encefalinas Locus coeruleus (gato)
NPY Medulla oblongata (rata)
Locus coeruleus (rata)
Vasopresina Locus coeruleus (rata)
Epinefrina Neurotensina Medulla oblongata (rata, gato)
NPY Medulla oblongata (rata)
Substancia P Medulla oblongata (rata)
Neurotensina Nucleo del tracto solitario (rata)
5-HT Substancia P Medulla oblongata (rata, gato)
TRH Medulla oblongata (rata)
Substancia P+
TRH Medulla oblongata (rata)
CCK Medulla oblongata (rata)
Encefalina Medulla oblongata (gato)
Area postrema (rata)
Ach Encefalina Oliva superior (cobayo)
Espina dorsal (rata)
VIP Corteza (rata)
GABA Somatostatina Tatamo (gato)
Corteza, hipocampo (rata)
CCK Corteza, hipocampo (gato, mono)
NPY Corteza (gato, mono)
Encefalina Retina, hipotalamo, ganglios
de la base (rata)
Substancia P Hipotalamo (rata)
ViP Formacion del hipocampo (rata)
Glicina Neurotensina Retina (tortuga)

Figura 12 Coexistencia de neurotransmisores clasicos con péptidos en el sistema nervioso
central de los mamiferos. (El criterio de coexistencia ha sido por inmunohisotoquimica. Adaptado

de Hokfelt y col. Experentia 43:768, 1987).

todo el organismo y su capacidad para alterar la res-
puesta de los transmisores primarios, permiten sugerir
que los peptidos opioides tienen una funcion esen-
cialmente comprometida con la regulacion de los pro-
cesos fisiologicos y su demanda en el medio am-
biente. Es probable que todo el conjunto de péptidos
opioides tenga un papel multifuncional integrado a

reacciones que contribuyan a la supervivencia y con-

trol de la homeostasis del organismo.
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