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Summary

The variety of pharmacologicai, physiological and immu-
nohistochemical experiments of opioid peptides have provi-
ded useful information in comparative biology research and
have elucidated the functions in which these substances par-
ticipate. Opioid peptides and their receptors have maintained
a very stable structure through evolution. Besides, these
peptides are widely distributed along the philogenetic scale.

Our group has carried out immunohistochemical studies of
opioid peptides in two different species: the snail Helix
aspersa and the axolotl Ambystoma mexicanum. Our results
on Helix aspersa have shown immunoreactivity to leu-enke-
phalin in interneurones of the sensorial pathway of the
tentacle, interneurones of the parietal ganglia, and neurose-
cretory neurones of the mesocerebrum. The immuno-reactivi-
ty to met-enkephalin is more widely distributed in the perioe-
sophageal ganglia. We found that the immunoreactivity to
enkephalins has a seasonal variation. Using immunohisto-
chemistry and HPLC techniques, the presence of the octa-
peptide Met-5-Arg-Gly-Leu in the snail was shown. Release
of enkephalins in snail ganglia was triggered by a depolariza-
tion pulse, and was calcium dependent.

In A. mexicanum, the distribution of immuno-rreactivity to
opioid peptides was reported. The immuno-reactivity to met-
enkephalin and dynorphin 1-8 was found in fibers of median
eminence and posterior lobe. Immuno-reactivity to leu-
enkephalin was located in some fibers of the posterior lobe,
median eminence, and in cells of the anterior hypophysis.
This last site suggested that this peptide might play a hormo-
nal role. The distribution of enkephalins in the brain of A.
mexicanum was very similar to that found in mammals and
other vertebrates. In telencephalon, positive cells and fibers
were mainly found in the strio-amigdaline nucleus and in the
septal region. In diencephaion, the immuno-reactivity to
enkephalins was localized in habenula and hippothalamic
nuclei.

Our data showed that the distribution of opioid peptides is
similar to the one found in other organisms representing di-
fferent taxonomic groups, and that they have similar physio-
logic functions within these groups.

Resumen

Existe una variedad de estudios multidisciplinarios de tipo
farmacolodgico, fisiolégico e inmunohistoquimico que han sido
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de gran utilidad en las investigaciones de la biologia compa-
rada de los péptidos opioides, y las posibles funciones en las
que participan a lo largo de la escala filogenética. Se ha
encontrado que estos péptidos y sus receptores especificos,
se han mantenido estables a traves de la evolucién. Ade-
mas, se ha demostrado que los opioides estan distribuidos
ampliamente a lo largo de la escala filogenética. Nuestro
grupo ha realizado estudios inmunohistoquimicos para
leucina encefalina, metionina encefalina, dinorfina 1-8 y beta-
endorfina en dos especies: el caracol de jardin Helix aspersa
y el ajolote Ambystoma mexicanum.

Los resultados obtenidos en el Helix aspersa mostraron
inmunorreactividad a leucina encefalina en interneuronas de
la via sensorial del tentaculo, en interneuronas de los gan-
glios parietales, y en neuronas neurosecretoras del cuerpo
dorsal del mesocerebro, principalmente. La inmunorreactivi-
dad a metionina encefalina tuvo una distribucién mas amplia.
Se encontré que la inmunorreactividad a encefalinas tiene
una variacion estacional. Asi mismo, se encontré por medio
de inmunohistoquimica y HPLC, inmunorreactividad al octa-
péptido Met-5-Arg-Gly-Leu en el anillo periesofagico de este
organismo. Se estudié la liberacion de encefalinas en estos
ganglios y se encontr6 que es provocada por alto potasio y
dependiente de calcio.

En el Ambystoma mexicanum se demostré la existencia
de inmunorreactividad a opioides en la hipéfisis. La inmuno-
rreactividad a metionina encefalina y a dinorfina, se encontré
unicamente en fibras de la eminencia media y el I6bulo pos-
terior; la inmunorreactividad a leucina encefalina se distribu-
y6 en algunas fibras del I6bulo posterior y de la eminencia
media, y en una gran cantidad de células del i6bulo anterior.
Este ultimo hallazgo sugirid que este péptido pudiera tener
un papel hormonal. La distribucién de encefalinas en el ce-
rebro del A. mexicanum fue muy similar a la encontrada en
los mamiferos y otros vertebrados. En telencéfalo, la con-
centracién de fibras y neuronas inmunorreactivas se encon-
tré principalmente en el complejo estrioamigdalino y en ia re-
gion septal. En diencéfalo, se localizé en los nucleos ha-
benulares e hipotalamicos.

De los datos presentados en este trabajo, se pudo concluir
que los péptidos opioides tienen una distribucion parecida en
organismos representativos de diferentes grupos taxondmi-
cos, y cuya funcién es similar dentro de estos grupos.

Introduccién

Estudios multidisciplinarios, farmacolégicos, fisiol6-
gicos e inmmunohistoquimicos han sido de gran utili-
dad en las investigaciones de la biologia comparada
de los péptidos opioides, y de las posibles funciones
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en las que participan a lo largo de la escala filogené-
tica. Actualmente nuestros conocimientos sugieren
que el origen de éstos, se inicia en los organismos
menos evolucionados como los protozoarios, y apo-
yan el concepto de que son "péptidos ancestrales”
con analogia entre los sistemas neurosecretores de
los invertebrados y vertebrados superiores (49,50).

El descubrimiento de los receptores especificos a la
morfina antecedio al descubrimiento de los opioides
(40,54). Se han demostrado en invertebrados y verte-
brados sitios con una alta afinidad de union este-
reoespecifica con propiedades similares a las encon-
tradas en los mamiferos. Estudios de enlace cruzado,
en donde se comparan los receptores opioides de in-
vertebrados y mamiferos sugieren que los receptores
opioides han permanecido estables a través de la
evoluciéon (42,52,59). Por lo anterior, es razonable
proponer que en especies mas simples como las de
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vertebrados no mamiferos e invertebrados, que pre-
sentan estos péptidos y sus receptores, pueden utili-
zarse para examinar el papel que juegan tanto en el
dolor y la modulacién de la informacién sensorial.
como en otras funciones biologicas fundamentales
que van desde la regulacion de la ingesta de alimen-
tos, la temperatura corporal, la fisiopatologia del es-
trés hasta en procesos de memoria, aprendizaje y en
el sistema inmunoldgico (38).

Hasta la fecha se han descrito mas de 40 péptidos
con propiedades opioides. Mediante técnicas de DNA
recombinante se han identificado sus precursores.
Actualmente sabemos que provienen de tres molécu-
las precursoras: la proopiomelanocortina o ACTH de
la que se deriva la B-endorfing; la proencefalina A, de
la que derivan las encefalinas; y la proencefalina B o
prodinorfina de la que se derivan las dinorfinas

(19,36,37), (fig. 1).
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Figura 1. Representacion esquematica del proceso proteolitico de las tres prohormonas que contie-
nen péptidos opioides. Estan sefalados los aminoacidos bésicos ya sean sencillos o en pares. Se
ilustran unicamente los péptidos aislados y secuenciados en mamiferos. Esta figura es una modifi-
cacién de los esquemas previos publicados por Nakanishi y col. (1979), Udenfriend y Kilpatrick,

(1983) y Rossier y col., (1983).
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Se ha demostrado la existencia de los péptidos
opioides a lo largo de la escala filogenética. En
animales unicelulares como la Tetrahymena pynformis
se encontré la molécula precursora POMC y la R-
endorfina, por medio de técnicas como el radioinmu-
noensayo (27). Resulta interesante este hallazgo ya
que sugiere que los protozoarios contienen los genes
que codifican un precursor comun, similar al que codi-
fica el precursor en los vertebrados. No se sabe qué
funcion puedan tener estos péptidos en los protozoa-
rios, aunque se ha visto que estas sustancias inte-
ractuan con los receptores de vertebrados. Esto su-
giere la posibilidad de que estos péptidos puedan
funcionar como mensajeros entre los organismos.

La POMC es el precursor comun de las hormonas
adrenocorticotropicas (13) y contiene una unica se-
cuencia de la R-endorfina. Su distribucion esta res-
tringida, en el cerebro de los mamiferos, al nucleo ar-
cuato, nucleo del tracto solitario y la mayor parte de la
R-endorfina en la glandula hipofisis. La -endorfina se
ha determinado también en peces cartilaginosos (30),
en teleostos (20), en anfibios (12,31), en aves (3) y en
mamiferos (4,47).

La proencefalina o sus derivados se han descrito en
platelmintos, celenterados, anélidos, insectos, proto-
cordados (1.46,59), en moluscos (18,23,24,28,42,) y
en peces (9,45). Es hasta los anfibios en que se tie-
nen datos de la secuencia del gen que codifica a la
proencefalina. Martens y Herbert, en 1984 (32) se-
cuenciaron el gen que codifica a la proencefalina en el
anfibio Xenopus laevis, y encontraron que tiene una
homologia con el humano del 64% aproximadamente.
Existen dos diferencias en la secuencia del precursor:
en el Xenopus la secuencia del octapéptido es ME-5-
Arg-Gly-Tir, a diferencia del humano en la que es ME-
5-Arg-Gly-Leu, ademas de que en el Xenopus no
existe la secuencia de la LE en el gen de la proence-
falina, que esta reemplazada por la secuencia de la
ME. Por lo tanto, en esta especie la LE esta eliminada
de la proencefalina. Hay evidencias en otros anfibios
anuros en donde sucede lo mismo (22), por lo que se
ha propuesto que la organizacion de la proencefalina
en el Xenopus es representativa del grupo de los anu-
ros, y que la LE que se encuentra en estas especies,
proviene de la prodinorfina (2,26,33). En reptiles se ha
demostrado también la existencia de derivados de la
proencefalina (5,29,35,44.), en aves (3) y mamiferos
4.

La prodinorfina es de las tres familias de péptidos
opioides la que menos se ha estudiado en la escala
filogenética. Se conoce la presencia de sus derivados
hasta los peces (10). En anfibios (8,26,51), como se
dijo anteriormente, el gen de la proencefalina en el
Xenopus laevis carece de la secuencia de la LE, por
lo que la presencia de LE en esta especie debe de
provenir de la prodinorfina. En los mamiferos, la pro-
dinorfina contiene tres secuencias de LE (fig. 1) en la
o-neoendorfina, en la DIN A (1-17) y en la DIN B (1-
13), flanqueadas por aminoacidos basicos; por lo que
pueden ser potencialmente liberados en el proceso
proteolitico, como ocurre en la sustancia negra (57).
En el Xenopus se ha detectado LE y a-neoendorfina
por HPLC (51); sin embargo, no se ha detectado DIN
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B, lo que podria significar una diferencia en el proceso
proteolitico de la prodinorfina en esta especie. En los
reptiles y aves se ha demostrado la existencia de DIN
A (1-17), DIN A (1-8), DIN B (1-13) y a-neoendorfina
(44). En mamiferos se ha estudiado extensamente la
existencia y distribucion de dinorfinas (7,16,21,55).

Los estudios inmunohistoquimicos con anticuerpos
dirigidos contra péptidos opioides han contribuido en
gran manera para dilucidar su existencia y distribucién
anatomica en los animales de la escala filogenética.
Estos estudios han sido criticados por su metodolo-
gia, especificamente por el uso de anticuerpos poli-
clonales heterologos, desarrollados contra neuropép-
tidos de mamiferos, utilizados para detectar neuro-
péptidos en otras especies de no mamiferos. Se ha
validado el uso de estos anticuerpos con base en el
analisis de la secuencia de los péptidos en el que no
se han encontrado diferencias fundamentales en los
determinantes antigénicos del neuropeptido, es decir,
que no estan alterados radicalmente a lo largo de la
evolucion. Cuando estas pruebas inmunologicas son
utilizadas con procedimientos de aislamiento bioqui-
mico como la cromatografia liquida de alta presion, se
puede afirmar con mayor seguridad, que existe el
péptido (11). Sin embargo, recientemente se ha co-
rroborado la veracidad de los estudios anatomicos
con la técnica de hibridizacion in situ en que se de-
muestra la expresion de sus precursores en las mis-
mas células que previamente se describieron como
inmunorreactivas a péptidos opioides (17,34).

Los estudios inmunohistoquimicos que se iniciaron
desde el 70, demostraron una amplia distribucién de
los opioides en el sistema nervioso central de ver-
tebrados y en el sistema nervioso de los invertebra-
dos. Se identificaron tres distintas clases de circuitos
opioides: los encefalinérgicos y los dinorfinérgicos con
una distribucidon similar, pero mas amplia para los en-
cefalinérgicos; y el circuito de la B-endorfina que es
mas restringido, se encuentra en menos nucleos. Se
ha demostrado que una neurona sintetiza una sola
clase de péptido opioide (4), pero pueden coexistir o
coliberarse con otros neuropéptidos y neurotransmi-
SOres.

Nuestro grupo se ha interesado, desde 1987, en el
estudio, identificacién y localizacién de Leu-encefalina
(LE), met-encefalina (ME), dinorfina 1-8 (DIN), y R-en-
dorfina (BE), con ayuda de técnicas como la inmuno-
fluorescencia indirecta y anticuerpos policlonales es-
pecificos para estos péptidos. Los trabajos los hemos
llevado a cabo en dos especies: el caracol de jardin
Helix aspersa del filum de los moluscos y el axolotl
Ambystoma mexicanum de la clase de los anfibios.
Hemos descrito la distribuciéon anatdmica de encefali-

‘nas en el ganglio nervioso periesofagico del caracol

Helix aspersa. En esta especie encontramos IR a LE,
contrariamente a lo reportado por Elekes y col. (14)
en un molusco del mismo genero, Helix pomatia. Ellos
hicieron un estudio inmunohistoquimico para detectar
encefalinas en el que encuentran neuronas y fibras IR
a ME en los ganglios periesofagicos, pero no detectan
IR a LE. En Helix aspersa, la distribucién de LE abar-
ca los ganglios periesofagicos del caracol. Ademas el
tejido conectivo que rodea a los ganglios y los nervios
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Figura 2. A. Esquema que muestra la via sensorial del ten-
taculo det caracol de jardin Helix aspersa. B. Corte coronal
de ganglio cerebroide del caracol Helix aspersa. donde se
observan neuronas (T) y fibras inmunorreactivas (*) a Leu-
encefalina en el procerebro (250X). Las neuronas inmuno-
rreactivas cofrresponden a las interneuronas del esquema A.

periféricos que salen de algunos de ellos presentan
fibras inmunorreactivas a este péptido Llama la
atencion la existencia de inmunorreactividad a LE en
interneuronas pequefas de (5-7 um de diametro), si-
tuadas en la parte lateral del procerebro (fig. 2A y B).
Esta region pertenece a la via sensorial del tentaculo,
y es donde posiblemente se integre la informacion

Figura 3. Corte coronal de ganglio parietal del caracol Helix
aspersa, donde se muestra un grupo de neuronas medianas
(40-70 ym de didametro) inmunorreactivas a Leu-encefalina
(Ty (100X).

olfativa (6,15). En mesocerebro, existen neuronas IR
a LE, que corresponden a células neurosecretoras
clasificadas como células verdes cerebrales fronto-
dorsales (56). También algunas interneuronas media-
nas (40-70 pm de diametro) de los ganglios parieta-
les, se encuentran localizadas en la parte superior de
ambos ganglios (fig. 3). Las fibras inmunorreactivas a
LE son finas y estan presentes en el neuropilo de
todos los ganglios, y en la comisura cerebral.

La IR a ME esta mas ampliamente distribuida en
todos los ganglios, en comparacién con la IR a LE
tanto en los ganglios cerebroides como en los
subesofagicos. La densidad de fibras inmunorreacti-
vas es mayor que para LE con dos tipos de fibras:
gruesas y delgadas; y se encuentran en el neuropilo
de los ganglios, en la comisura cerebral, en las comi-
suras superior e inferior que unen a los ganglios
pedales, en los nervios cerebro-pedales y cerebro-
pleurales, en los nervios periféricos, y en la pared
abdrtica. Los experimentos para determinar la distribu-
cién de las encefalinas se llevaron a cabo en cortes
seriados, en donde se pudo observar que las pobla-
ciones neuronales inmunorreactivas a LE no son las
mismas que las inmunorreactivas a ME.

En estudios preliminares en colaboracion con el
doctor Pellicer, hemos observado que con la adminis-
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Figura 4. A. Grafica que representa el pico de octapéptido
obtenido del extracto de ganglios periesofagicos del Helix
aspersa, mediante la técnica de HPLC-filtracion en gel y RIA.
El pico equivale a 6531.3 pg/g de tejido. B. Fotomicrografia
de los ganglios pedales, donde se muestran fibras inmuno-
rreactivas a octapéptido, ampliamente distribuidas en el
neuropilo de estos ganglios (*), (40X).
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tracion de morfina, la inmunorreactividad a encefali-
nas en estas células, baja de intensidad o desapare-
ce. Esto nos habla de una regulacién intrinseca en
donde estan implicados los receptores opioides.
Ademas la inmunorreactividad en estas células tiene
una variacion estacional. Es poco intensa en prima-
vera, muy intensa en verano y otofio, y tiende a desa-
parecer en invierno; lo que sugiere que las variacio-
nes estacionales de la inmunorreactividad, de origen
endogeno, pueden ser precipitadas por factores am-
bientales (24). Stefano y col. (53) describieron que ia
union a receptor opioide y la actividad farmacolégica
tenian una variacion estacionai en un molusco mari-
no. Gutiérrez y Asai (18) reportan el contenido de en-
cefalinas por radicinmunoanalisis, en los ganglios pe-
riesofagicos del Helix aspersa, que presenta una va-
riacion estacional que concuerda con nuestros resul-
tados. En trabajos recientes hemos demostrado por
medio de inmunohistoquimica y HPLC (48) la exis-
tencia del octapéptido (met-5-Arg-Gly-Leu) en el
ganglio periesofagico (fig. 4A). Este hecho sugiere
que en jos moluscos, el gen que codifica para la
proencefalina, si contiene esta secuencia a diferencia
de los anuros que no la contienen (31). Encontramos
que la inmunorreactividad al octapéptido esta am-
pliamente distribuida en los ganglios periesofagicos.
Hay un gran numero de interneuronas pequefias de

Leu-E

BE

Met-E£

DY

Figura 5. Representacion esquematica de la distribucién de
Lleu-encefalina (LE), R-endorfina (BE), Met-encefalina (ME) y
dinorfina (DIN) en la hipofisis del axolotl A. mexicanum.
Lébulo posterior o neural (LN), lébulo intermedio (LI), 16bulo
anterior (LA), eminencia media (EM), hipotadlamo (Hip),
infundibulo (1), células inmunorreactivas (4), fibras inmuno-
rreactivas (~).
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(15 ym de diametro), en diferentes regiones de los
ganglios cerebroides, asi como algunas neuronas
medianas (40 pym de diametro) en estas mismas zo-
nas. Existe una alta densidad de fibras IR en el neu-
ropilo de los ganglios cerebroides, de los pedales (fig.
4B), pleurales y parietales. En los ganglios subesofa-
gicos la poblacion de neuronas IR consisten de neu-
ronas pequefias (~ 15 pm de didametro) y neuronas
medianas (~ 40 ym de diametro); en la parte lateral
superior de los ganglios parietales se encuentra una
neurona grande (80-100 pm de diametro, por corte).
Cabe mencionar también que el pico que se encontro
utilizando ia técnica de HPLC (fig. 4A). se identifico
como octapéptido por medio de radioinmunoesayos
de las fracciones. La secuencia de este neuropéptido
no se ha obtenido todavia. Estos resultados sugieren
que en los moluscos hay un gen que codifica una
molécula similar a la proencefalina de los vertebrados.

Demostramos también (39) la liberacion de encefa-
linas en el ganglio periesofagico del Helix aspersa, en
donde los mecanismos de liberacion siguen el patrdon
clasico, es decir, la liberacion es provocada por alto
potasio y es dependiente de calcio. Se encontré que
la relacion ME:LE es 2:1, en comparacién con los
mamiferos que es de 6:1.

Figura 6. A. Fotomicrografia de un corte parasagital de la
hipéfisis de axolotl, Ambystoma mexicanum en etapa de
adulto neoténico. Nétese la gran cantidad de células inmuno-
rreactivas a LE en el l6bulo anterior (40X). B. Corte parasagi-
tal de la hipéfisis de la salamandra, 10 dias después de la
metamorfosis inducida mediante la administraciéon de tiroxi-
na. Nétese ia ausencia de inmunorreactividad a LE en las
células del I6bulo anterior (40X)



En el anfibio Ambystoma mexicanum demostramos
la existencia y la distribuciéon de la inmunorreactividad
a opioides en la glandula hipdfisis, esto es, la IR a BE
se encuentra en las ceélulas del 16bulo intermedio y en
algunas células del 16bulo anterior. La IR a ME y DIN
se encuentra Unicamente en fibras de la eminencia
media y en el l6bulo posterior. Hasta aqui corres-
ponde a lo reportado para otros vertebrados y mami-
feros. La IR a LE se distribuye en algunas fibras en el
Iobulo paosterior, en la eminencia media, y en una gran
cantidad de células del lobulo anterior. Este ultimo
dato no se habia reportado en otros vertebrados, ni
mamiferos (26) (fig. 5). La presencia de LE y BE en el
l6bulo anterior sugieren que estos péptidos pueden
actuar como hormonas liberadas por la hipéfisis de
este anfibio en el estado de adulto neoténico.

En experimentos posteriores hemos demostrado,
que al inducir la metamorfosis mediante tiroxina, la IR
a LE desaparece en el Iébulo anterior de la hipofisis
de la salamandra (estado adulto del Ambystoma) (fig.
6A.B). Estos resultados nos sugieren mas directa-
mente que la LE juega un papel importante en el es-
tado larvario (25).

La distribucién de encefalinas en el cerebro del
axolotl es similar a la encontrada en los mamiferos y
otros vertebrados (cuadro 1). En telencéfalo, la con-
centracién de fibras y neuronas inmunorreactivas a
encefalinas, es principalmente en el complejo es-
trioamigdalino y en la region septal (fig. 7A). El dien-
céfalo es la estructura cerebral en donde existe una
mayor concentracion de neuronas y fibras inmuno-
rreactivas a encefalinas, principalmente en los nu-
cleos predpticos, en el epitalamo, en los ndcleos ha-
benulares, en la parte ventral del talamo. En los nu-
cleos hipotalamicos encontramos una alta densidad a
fibras IR y neuronas inmunorreactivas distribuidas en
grupos (1-6 neuronas) localizadas en toda la sustan-
cia gris. En la regidén ventral hipotaldmica existe un
grupo de neuronas (15 aprox. por corte) cuyas termi-
nales se dirigen hacia el infundibulo y parecen vertir
su contenido en él (fig. 7B). Algunas de ellas presen-
tan otra prolongacion hacia la parte ventral. En el me-
sencéfalo se encontré una ligera densidad de fibras
IR en el tectum y en el tegmentum, asi como neuro-
nas IR aisladas (Fig. 7C). En los nucleos interpedun-
culares hay una mayor densidad de fibras y neuronas

CUADRO 1
Distribucion de neuronas y fibras inmunorreactivas a LE y ME
en el sistema nervioso central del axolotl {Ambystoma mexicanum)

Estructuras LE ME

NIR FIR NIR FIR
Telecénfalo
Bulbo olfatorio 0 ++ 0 +
Palio dorsal 0 + 0 +
Palio piriforme 0 + 0 +
Palio hipocampal * ++ . 4
Nucleos septaies * 4 . Fowe
Nucleo accumbens 0 +++ 0 +++
Cuerpo estriado 0 +4+4 0 4+
Nucleo amigdalino 0 +4+++ 0 4+
Nucleo caudado 0 ++44+ 0 T+
Comisura anterior * 4+ N .
Comisura hipocampal . ++4+ - P
Tractos ventrales 0 +++ 0 4+

Diencéfalo
Nucleos habenulares 0 +HH+ 0 4
Nucleo predptico A ++++ A 4+
Nucleos taldmicos A ++++ A ey
Nucleos hipotalamicos | | +4+4+4 F ] PO
Mesencéfalo
Tectum * ri-+ o P-+
Tegmentum * ++ * ++
Istmo 0 ++ 0 ++
Cerebelo 0 + 0 +
Rombencéfelo

Médula oblongada
Zona sensorial 0 + 0 +
Formacién reticular * ++ b ++
Zona motora * +++ * +++

Notaciones: Neuronas inmunaorreactivas (NIR), 0 = cero neuronas por corte, * = de 1-5, A = 5-10,

W = 10 o mas neuronas.

Fibras inmunorreactivas (FIR). Densidad; escasa (+), ligera (++), densa (+++), y muy densa

(#+++).
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Figura 7. Fotomicrografias del cerebro del axolotl, Ambys-
toma mexicanum, que muestran neuronas y fibras inmuno-
rreactivas (NIR y FIR) para LE y ME. A. Telencéfalo: FIR (*)
a LE en la porcién ventral del nucleo septal (100X). B. Dien-
céfalo: grupo de NIR (T) (de 10 o mas neuronas) a ME loca-
lizadas en la parte dorsal del hipotalamo (Ht). Algunas neu-
ronas dirigen sus terminales (*) hacia el infundibulo (in) y
otras hacia la parte ventral del Ht (250X). C. Mesencéfalo:
NIR (T) a LE en la capa 6 del tectum, con una densidad
ligera de FIR (*) en las capas 4 y 5 (400X), D. Rombencé-
falo: FIR y NIR a ME dentro del nucleo del fasciculo solitario
(400X). Todos los cortes tienen un espesor de 15 pm. Cortes
coronales: A, Cy D, parasagitales: B.

IR. En el rombencéfalo, la médula oblongada presenta
en sus tres zonas: sensorial, formacién reticular y
motora fibras IR tanto para LE como para ME. En el
limite de la formacién reticular y en la zona motora a
nivel del nucleo del VIl nervio craneal existen grupos
de neuronas IR a LE (1-5 por corte) y en el nucleo del
fasciculo solitario (fig. 7D).

Con los datos anteriores podemos concluir que los
péptidos opiocides tienen una distribucién parecida y
participan en funciones similares en organismos que
representan diferentes y distantes grupos taxonémi-
cos. La importancia de los péptidos opioides se hace
evidente por la prevalencia de estas proteinas ances-
trales, que practicamente no han sufrido modificacio-
nes a lo largo de la evolucién y que son las que dan
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origen a estos péptidos opioides. Estas observaciones
implican que hubo un desarrollo evolutivo temprano y
una continuidad filogenética de estos péptidos y sus
receptores.
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