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Summary

In this work we present information about the identification
of opioid peptides and receptors in the nervous system and
other tissues of amphibians. Evidences about the possible
participation of opioid systems in the amphibians physiology
are included. The importance of the studies of opioids in am-
phibians is considered in relation to significance of these
animals in the evolution of vertebrates, and their utility as a
study model for opioids due to their simplicity and plasticity,
particularly in the development and nociception process.

Resumen

En el presente trabajo se incluye la informacion referente a
la identificacion de péptidos y receptores opioides en el
sistema nervioso y en otros tejidos de los anfibios; del mismo
modo, se incluyen las evidencias que indican la posible
participacion de los sistemas opioides en la fisiologia de los
anfibios. También se considera la importancia del estudio de
los opioides en los anfibios, por el significado que tienen
estos animales como grupos de transicién en la evolucion de
los vertebrados; mismos que por su sencillez y plasticidad
representan un excelente modelo para el estudio de los
opioides, en particular, por su relacién con los procesos de
desarrollo y nocicepcion.

Introduccidn

A casi 20 afios del descubrimiento de los primeros
péptidos opioides (las encefalinas) (32), se reconocen
mas de 20 secuencias aminodacidas con caracteristi-
cas opioides, mismas que provienen de alguna de las
tres proteinas precursoras caracterizadas en mamife-
ros: la proopiomelanocortina (POMC), la proencefalina
(PEF) y la prodinorfina (PDNF), que a través del pro-
cesamiento postraduccional, dan lugar a los péptidos
opioides bioactivos que tienen en comun, la secuencia
de alguna de las dos encefalinas: Met-encefalina (ME)
o Leu-encefalina (LE) (71).

A partir de su descubrimiento en el sistema nervioso
de mamiferos, la existencia de los péptidos opioides
se ha demostrado en todos los tejidos y especies ani-
males examinadas (9,29), e incluso se tienen eviden-
cias de la presencia de ACTH y beta-endorfina en un
eucarionte unicelular (Tetrahymena pyriformis) (44).
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La existencia de los tres sistemas principales de
péptidos opioides (18,49,50,64) y de los receptores
opioides (66), también se ha demostrado en anfibios.

Con la identificacién de la dermofina (562) y de la
deltorfina (36), a partir de extractos de piel de la rana
Sur Americana Phylomedussa sauvagei, se ha suge-
rido la existencia de un cuarto sistema de péptidos
opioides en los anfibios. Se considera que este cuarto
sistema también podria existir en el cerebro tanto de
mamiferos (7) como de anfibios (28); es decir, que se
podria considerar a los péptidos, originalmente extrai-
dos de la piel de Phylomedussa sauvagei, como una
nueva familia de neuropéptidos (28).

Por la importancia de los anfibios como un grupo de
transiciéon en la evoluciéon de los vertebrados y las
potencialidades que estos organismos reflejan en
cuanto a su utilizacién como modelos de estudio de
los sistemas opioides, el presente trabajo incluye la
informacion existente a cerca de los receptores y
péptidos opioides en diferentes especies y tejidos de
anfibios; del mismo modo, se considera el posible
significado fisiologico y filogenético de los opioides en
este grupo de vertebrados.

I. Receptores opioides en los anfibios
Estudios in vitro; unién a receptor

Las primeras evidencias sobre la existencia de re-
ceptores opioides en el cerebro de anfibios, se obtu-
vieron en estudios comparativos mediante ensayos in
vitro, con la demostracion de la unién de agonistas y
antagonistas en preparaciones membranales obteni-
das del cerebro de diferentes vertebrados, incluyendo
a los anfibios. En el cerebro del sapo Bufo marinus, se
cuantificé la unidon esterecespecifica de H3-dihidro-
morfina en rebanadas cerebrales (57) y sinaptosomas
(67). En otro estudio comparativo, por medio de la
unién de 3H-etorfina y 3H-D-Ala2-Leu-encefalinamida,
se demostré la existencia de receptores opioides tipo
mu y tipo delta en cerebro de anfibios urodelos (3). En
el cerebro de Xenopus laevis, la naloxona inhibe de
una manera menos eficaz la unién del agonista, que
en preparaciones provenientes de cerebro de rata
(6,23). Estos resultados han hecho sugerir la existen-
cia de diferencias en cuanto a la expresion de los
tipos de receptores opioides entre anfibios y mamife-
ros; lo que concuerda con los resultados de Audigier y
cols. (3), respecto a las diferencias en las proporcio-
nes de receptores delta/mu en urodelos y preurodelos,
con valores mas bajos que en la rata.
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Demostracion bioquimica de receptores opioides

Ante las evidencias iniciales, no se hicieron esperar
los estudios enfocados a la solubilizacion y separacion
de las proteinas receptoras de opioides a partir de
tejido cerebral de anfibios.

A partir del cerebro de Bufo marinus, se demostro la
existencia de sitios de unién para opiaceos en las
preparaciones membranales, asi como la solubiliza-
cién de éstos desde las membranas. En ambos casos
se encontrd una union débil para las encefalinas
(agonistas delta), y alta para agonistas mu, sugiriendo
que los receptores en estas preparaciones podrian ser
predominantemente del tipo mu (62). Sin embargo,
con otro método de solubilizacién, Simon y cols. (65),
encontré que el cerebro de Bufo marinus contiene
principalmente receptores tipo kappa y sigma. Resul-
tados que se corroboraron mediante la solubilizacién
con digitonina en fracciones membranales de cerebro
de Rana esculenta (65), se comprobd el caracter de
estereoespecificidad y heterogeneidad de los recepto-
res opioides con base en el analisis de las constantes
de disociacion, tanto en las membranas como en los
extractos con digitonina, identificando sitios de alta y
baja afinidad. Las proporciones de receptores encon-
tradas en Rana esculenta en comparacién con la rata,
se anotan a continuacion:

Receptor Rata Rana esculenta
mu 50 % 12-16 %
delta 10 % 12-16 %
kappa 40 % 70 %

La predominancia de uno de los tipos de receptores
podria relacionarse con la predominancia de alguno
de los ligandos opioides enddgenos.

Con base en los estudios in vitro realizados en ce-
rebro de mamiferos, se sabe que los receptores kappa
son altamente selectivos para las dinorfinas, aunque
la dinorfina 1-8 conserva afinidad por el receptor delta
y la dinorfina 1-13 es potente tanto para mu como
para kappa (29). Se podria esperar que en el cerebro
de Rana esculenta, los opioides endbgenos predomi-
nantes fueran las dinorfinas.

Es importante destacar que la diferencia en cuanto
a las proporciones del tipo de receptor, podria variar
dependiendo de la especie y el método de solubiliza-
cién; por lo que cualquier interpretacién debe conside-
rar ambos aspectos.

Por otro lado, se hipotetiza la existencia de protei-
nas receptoras para opioides en la piel de anfibios,
dada la presencia de péptidos opioides en este tejido
(dermofina, deltorfina) y la demostracion de las afini-
dades con selectividad tipo mu por la dermofina y tipo
delta para la deltorfina (36).

Il. Identificacion de los precursores
y ligandos opioides endégenos en anfibios

En las tablas 1 y 2 se resume la informacién corres-
pondiente y a continuacién se analizan las evidencias
existentes de manera detallada de los precursores y
sus peptidos derivados.

Proopiomelanocortina (POMC)

Se ha demostrado que el procesamiento de la
POMC en la hipéfisis de ranas produce beta-endorfina
(58) por medio de incubaciones de pulso-caza in vitro.
Con cromatografia liquida de alta presion (HPLC) e in-
corporacion de aminoacidos e inmuniprecipitacion; con el
I6bulo neurointermedio de la hipdfisis de Xenopus lae-
vis se identificaron dos péptidos opicides (beta-endor-
fina-like), asi como peptidos parecidos a la melanotro-
pina y ACTH, mismos que se sabe son derivados de
la POMC (51). En Rana temporana se hizo un estudio
de distribuciéon mediante IHQ; se identificd alfa y beta-
endorfina en hipotalamo e hipéfisis (21). La cuantifica-
cion por radioinmunoanalisis (RIA) en extractos de hipé-
fisis y cerebro de ranas, ha demostrado que la beta-
endorfina se encuentra en mayores concentraciones
que en rata (34). La identificacidn de precursores in-
termediarios de la POMC, asi como de la beta-endor-
fina, se identificé en la hipofisis de Rana ridibunda por
medio de la misma metodologia utilizada por Martens
y cols. en Xenopus laevis (51,73).

La posibilidad de un precursor semejante a la
POMC en anfibios, también fue planteada por todos
los estudios antes mencionados; y hacia 1985, Mar-
tens y su grupo consiguio la secuencia nucleétida de
la POMC en Xenopus laevis (49). Se observé un alto
grado de homologia con la POMC de mamifero; sin
embargo, el procesamiento podria ser distinto (73)
(fig. 1). La presencia de la beta-endorfina se ha con-
firmado en la hipofisis anterior de Xenopus laevis (22)
y Ambystoma mexicanum (42).

Especie

Tejido

Rana temporaria&
Rana ridibunda&

Xenopus laevis&
Xenopus laevis&
Ambystoma mexicanum

Hipotalamo hipdfisis
Hipofisis (LNI)
precursores intermedios
ADN de CS

Hipofisis posterior

TABLA 1a
Proopiomelanocortina (POMC) en anfibios
Péptido Técnica Referencia
alfa y beta endorfina IHQ Doerr-Schott y cols., 1981
B-endorfina PC la.a Vaudry y cols., 1984
HPLC IMP HPLC IMP
ADN POMC ADNc-POMC BM | Martens y cols., 1985
B-endorfina IHQ Dores y Rothenberg, 1987
B-endorfina 1HQ Ledn-Olea y cols, 1991

Hipofisis

IHQ = Inmunohistoquimica, PC = Pulso, Caso la. a = Incorporacién de Aminoacidos marcados, HPLC = Cromatografia Liquido de Alta Presidn
IMP = Inmunoprecipitacion, ADN = Acido Desoxirribonucléico, ADNc = ADN complementario de la POMC proveniente de mamiferos

CS§ = Células Sanguineas, BM = Biologia Molecular, & = anfibios anuros, * = anfibio urodelo.
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TABLA 1b
Proencefalina (PEF) en anfibios

Especie Tejido Péptido Técnica Referencia
Rana 1 temporaria Cerebro ME IHQ Doerr-Schott y cols., 1981
Bufo 1 marinum Cerebro ME, LE, HE RIA, HPLC Kilpatrick y cols., 1983
Rana 1 ribidunda Granulos cromafines ME, LE, Synenk IHQ Leboulenger y cols., 1983
cromafines Synenk 1984, 1986
Xenopus 1 laevis ADN de CS ADN-PEF ADNc-PEF | Martens y Herbert 1984
Ambystoma2 triginum Retina ME IHQ Watt y cols, 1985
Ambystoma2 triginum Tracto gastrointestinal ME, 1HQ Buchan, 1986.
Ambystoma2 mexicanum | Cerebro hipéfisis ME, LE, precursores | RIA, CFM Cano, 1987
putativos
Ambystoma2 mexicanum | Cerebro hipéfisis ME, LE RIA Asai y cols., 1988
Ambystoma2 tigrinum Cerebro hipdfisis ME, LE RIA Cano y cols., 1990
Antes y después metamorfosis
Ambystoma2 mexicanum | Hipdfisis ME, LE IHQ Leén-Olea y cols 1991
Ambystoma2 mexicanum | Cerebro hipdfisis en 4 etapas ME, LE RIA Cano y cols., 1993
metamorfosis T-4 inducida

ME = Met-encefalina, IHQ = Inmunchistoquimica, LE = Leu-encefalina,

1 = anfibios anuros, 2 = anfibios urodelos.

HE = Heptapéptido = ME-Arg-Phe, RIA = Radioinmunoanalisis, HPLC = Crom
tografia Liquido de Alta Presién, Syenk = Region amino terminal de la PEF que no contiene encefalinas, ADN = Acido Desoxirribonucleico, ADNc = ADN
complementario de la PEF humana, RIA = Radioinmunoandlisis, CFM = cromatografia de filtracion molecular,

TABLA 1¢
Prodinorfina (PDNF) en anfibios
Especie Tejido Péptido Técnica Referencia
Bufo 1 marinus Cerebro din-1-13 RIA Cone y Goldstein, 1982
Hipdfisis CFM
Médula espinal HPLC
Bufo 1 marinus Cerebro din 1-17 RIA Sei y cols’, 1989
din 1-8 CFM
din B HPLC
a-neoendorfina, LE
Ambystoma mexicanum2 | Telencéfalo din 1-8 RIA Cano y cols., 1993

din-1-13 = Dinorfina, RIA = Radioinmunoanélisis, CFM = Cromatografia de filtracién molecular, HPLC = Cromatografia liquida de alta presién,

LE = Leu-encefalina, 1 = anfibio anuro, 2 = anfibio urodelo

Proencefalina (PEF)
Anfibios anuros (sapos y ranas)

Después de la identificacion de las encefalinas en
mamiferos (32), se demostrd la existencia de factores
opioides endogenos en extractos cerebrales de diferentes
vertebrados, desde ciclostomos hasta primates (67).
Estos autores probaron la habilidad de los extractos
cerebrales de las diferentes especies para desplazar la
unién de la naloxona tritiada en homogenados de rata.
También encontraron que todos los vertebrados exami-
nados contenian cantidades sustanciales de opioides
endégenos, con las concentraciones mas altas en las

especies no mamiferas. Aunque se hace notar la pre-
sencia creciente de corteza cerebral, la cual contiene
muy bajos niveles de opioides, con lo que los valores
de concentracion en mamiferos se diluyen, resulta muy
interesante que las concentraciones mas altas fueron
encontradas en un anfibio, en Bufo marinus (67).

En estudios mas recientes utilizando las técnicas de
RIA e inmunochistoquimica (HIQ), se ha demostrado que
existen altas concentraciones de IR-ME en cerebro,
hipéfisis, retina, piel y sangre de la Rana pipiens (33).
En la medula espinal de la Rana esculenta se detecté
IR-ME, con fibras tenidas en el asta dorsal, el area
gris e intermedia, asi como en los cuerpos celulares
(47). Una examinacién anatdmica detallada del dien-

TABLA 2
Dermofina (DMF)
Especie Tejido Péptido Técnica Referencia
Phylomedusa sauvagei Piel Dermofina sauvagina BQ, aislamiento Montecuchi y cols., 1981
secuencia a.a.
Phylomedusa sauvagei Piel Deltorfina BQ Kreil y cols., 1989
Phylomedusa sauvagei Erspamer-V, 1992

BQ = Bioguimicas, extraccidn, aislamiento y secuencia aminoacida
Phylomedusa sauvagei es un anfibio urodelo
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cefalo reveld: fibras IR-ME en el nucleo infundibular,
la eminencia media y la neurohipofisis de Rana tem-
poraria (21) (fig. 2) y Rana catesbiana (75).

Mediante la cromatografia de filtracion en gel a par-
tir de extractos de cerebro completo de Bufo marinus,

PROOPIOMELANOCORTINA

en combinacién con RIA y HPLC, se identifico la pre-
sencia de IR-ME, IR-LE y heptapéptido (ME-Arg-Phe)
(HE), con IR para las encefalinas en material eluido
en la zona correspondiente a alto peso molecular (37),
lo que hizo sugerir la existencia de una molécula pre-
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Figura 1. Representacion del procesamiento de la POMC en el lébuio intermedio y

anterior de la hipodfisis de rata y ratén
procesamiento en el Iébulo intermedio

(Dougias y cols., 1984), en comparacién con su
de la Rana ridibunda (Vaudry y cols., 1984). En

el esquema para Rana ridibunda se sefialan en los recuadros punteados los posibles

intermediarios en el procesamiento, se

propone que una vez que el complejo enzimatico

ha iniciado su actividad, el rompimiento del precursor lleva rapidamente a des-N alfa-
acetil alfa-MSH, CLIP y ELP (péptidos endorfina-like). El fragmento N terminal de la

POMC liberado es un intermediario de

alto peso molecular en la produccién de gamma

MSH. En Rana no se detectdo MSH acetilada a nivel intracelular y el sistema de enzimas
acetilantes (AcE) al parecer esta unido a membrana. ACTH = hormona adrenocortico-
trépica; LPH = lipotropina; MSH = hormona estimulante de los melanocitos; CLIP = pép-

tido corticotropina-like; ELP = péptidos
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Figura 2. Representacion esquematica de un corte sagital del
cerebro de Xenopus laevis. Se muestran las proyecciones de lo
sistemas: encefalinérgicos (—*); endorfinérgicos (~—®) y pre-
optico-hipofisiario(—mM) (Modificado de Doerr-Schott., 1981).

cursora de alto peso molecular para las encefalinas en
el cerebro de los anfibios, como se habia demostrado
para los mamiferos. La presencia del heptapéptido,
(mismo que corresponde al extremo carboxilo terminal
de la PEF y se encuentra en proporciones equivalen-
tes con la ME en mamiferos), es una evidencia de que

una molécula semejante a la PEF, podria existir en an-
fibios. Es importante destacar que este es el primer
trabajo que detecta IR-LE, si bien en muy bajas con-
centraciones (10 pmol/g) en un anfibio (37).

En las células cromafines de glandula adrenal de
Rana ridibunda, por medio de IHQ y RIA, se demostro
la existencia de IR-ME, asi como su coexistencia con
el péptido vasoactivo intestinal (VIP) (41). Leboulengery
cols. (39) detectaron IR para la synenkephalin (region
amino terminal de la PEF, donde no existe ninguna
secuencia de encefalinas) en células cromafines de
Rana ridibunda, y también, proponen que en las célu-
las cromafines de los anfibios, podria existir una molé-
cula precursora semejante a la PEF de mamiferos (39).

En los diferentes tejidos de mamiferos, el HE y el
octapéptido (ME-Arg-Gly-Leu) (OC), dos péptidos
caracteristicos de la PEF se encuentran en cantidades
equimolares; sin embargo, en cerebro (37) y células
cromafines (40) de anfibios, se ha detectado IR-HE
pero no IR-OC, lo que indica que el precursor de estos
péptidos en anfibios, difiere en algunos aspectos con
el de mamiferos.

PROENCEFALINA EN MAMIFEROS

P - o O 99? E\ g
e 82 55 33958 ¢
ot 1
% 2833345 222 22 22 2§22 8
1 11t 1
He N[ ] COOH
v ' MM M oC M L HE
[) )
) " _
PEPTIDO SENAL
B M-Met-encefaling: Tyr-Gly-Gly-Phe-Met (ME) (4)
Sl OC: Octapéptido  : ME - Arg®-Gly~ Leu® (1
L = Leu-encefalina: Tyr -Gly-Gly- Phe - Leu (1)
@l HE - Heptapéptido :ME - Arg®-Phe (1
PROENCEFALINA EN Xenopus laevis
e 20 v 2 oggP o
TE2 =2 58 5989 ¢
. .
8 5388585 222 42 28 £g2¢ 2
1 1l 1
HaN[ ] oo
MM M OC M M HE

=1

PEPTIDO SENAL

(5)
(1)
(o)
(S

B M=Met-encefalina: Tyr-Gly-Gly-Phe -Met (ME)
] 0C=Octapeptido
L=Leu-encefalina: Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

Bl HE-Heptapéptido : ME - Arg> Phe’

: ME - Arg®- Gly™- Tyr®

Figura 3. Comparacién de la estructura de ta PEF en mamiferos y Xenopus laevis. Se

sefialan las diferencias en el contenido de LE y la secuencia aminoacida del OC.



Tanto las semejanzas como las diferencias sugeri-
das por los estudios histologicos y bioquimicos, se
ven confirmados cuando en el anfibio Xenopus laevis,
por medio de técnicas de biologia molecular, se
identifico la secuencia nucleétida del gen que codifica
para la PEF, observandose que se trata de una pro-
teina con un alto grado de homologia (fig. 4}, con la
PEF de mamiferos (50); sin embargo, presenta algunas
diferencias importantes, respecto a las encefalinas y
el OC (fig. 3).

La estructura primaria de los principales exones de
los genes de la PEF en Xenopus laevis, codifican para
5 secuencias de ME, una del HE y en la posicién co-
rrespondiente al OC, dentro del precursor, muestra la
siguiente secuencia\: ME-Arg-Gly-Tyr; que solo difiere del
OC de mamiferos en el dltimo aminoacido que es Tyr
y no Leu. Las secuencias de ME, HE y ME-Arg-Gly-Tyr,
dentro de la PEF de Xenopus laevis, se encuentran
en las mismas posiciones; estan limitadas por pares
de aminoacidos basicos al igual que en mamiferos, y
su proporcién es: SME:HE:IME-Arg-Gly-Tyr (figs. 3 y 4).

Anfibios urodelos (salamandras y especies afines)

Por medio de IHQ se determind la presencia IR-LE
en las ceélulas amacrinas de larvas de Ambystoma
tigrinum. La IR para encefalinas se observé principal-
mente en las células amacrinas de la capa nuclear in-
terna y la capa de células ganglionares. Las células
inmunorreactivas para encefalinas se observaron en
posicién pre y postsinaptica a otras celulas amacrinas

no encefalinérgicas de la capa plexiforme interna (74).
Los autores plantean la posibilidad de interacciones
sinapticas del sistema encefalinérgico con otros siste-
mas de neurotransmision, como la dopamina y el GABA,
tal como se ha demostrado en mamiferos; también
proponen interacciones sinapticas entre células ama-
crinas encefalinérgicas con células ganglionares.

Por medio de esta misma técnica se identificéd IR-
ME en las fibras nerviosas del tracto gastrointestinal
de A. mexicanum, postulando la posible participacién
de las encefalinas en la regulacion de la contraccion
del musculo intestinal de esta especie (8).

La primera evidencia bioquimica de la presencia de
encefalinas en el cerebro y la glandula hipofisis de un
anfibio urodelo, se obtuvo en nuestro laboratorio
mediante la técnica de RIA. Se cuantificé la concen-
tracién de ambas encefalinas en 3 regiones cerebra-
les (telencéfalo, diencéfalo y rombencefalo) y la glan-
dula hipofisis del axoloti Ambystorna mexicanum (2,9).
La proporcién ME:LE fue de 9:1 en las regiones cere-
brales y de 2:1 en la glandula hipéfisis.

Mediante cromatografia de filtracion molecular, di-
gestion enzimatica secuencial, con tripsina y carboxi-
peptidasa B y RIA, se encontré que el procesamiento
del precursor principal da lugar en una proporcion
mayor a péptidos de bajo peso molecular: ME, LE y
péptidos que contienen ME, ya que como resultado
del tratamiento enzimatico en las fracciones resultantes
de la cromatografia en Sephadex, se observd un in-
cremento en la IR-ME obtenida para Ias fracciones co-
rrespondientes a bajo peso molecular (600 D) (fig. 5)
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Figura 4. a) Homologias entre las secuencias aminoacidas de la PEF de mamiferos y Xenopus laevis. Se alinean las secuencias

aminoacidas (usando la nomenclatura de una letra por aminoéacido,

segun acuerdo en bioguimica) de la PEF de bovinos, humanos y

Xenopus. Las zonas donde las secuencias son idénticas se han incluido en un recuadro y la localizacién de las encefalinas se sefala
con una linea continua en la parte de abajo de cada serie de secuencias (se observan 7 secuencias). b} Representa el grado de
homologia de la secuencia nucledtida entre los principales exones y sus extremos limitantes entre los genes de la PEF en Xenopus y
humanos. Se indican los sitios putativos de poliadenilacion (AATAAA), terminacién (TAA) ysplicing (AG). (reproducido de Martens, y

Herbert (50).
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Figura 6. Cladograma de la evolucién de los vertebrados, mostrando la presencia de encefalinas, HE y OC en varias
especies. Los numeros indican hace cuantos millones de afios se presentaron las divergencias. (Modificado de Lindberg y

colaboradores (46).

(9). Esto indicaria que en el cerebro del axolotl, el pro-
cesamiento del precursor podria incluir una baja pro-
porcion de intermediarios de alto peso molecular, y los
principales productos del precursor serian péptidos de
bajo peso molecular, como LE, ME, HE, ME-Arg-Gly-
Tyr. Datos que son congruentes con los resultados del
procesamiento de la PEF en el cerebro de mamiferos
(60) y reptiles (46), a diferencia de la médula adrenal
en mamiferos, donde la cantidad de intermediarios de
alto peso molecular que contienen encefalinas, res-
pecto a las encefalinas libres, es relativamente mayor
(24,26).

Se observaron diferencias regionales significativas
en la concentracion de ambas encefalinas, principal-
mente al comparar las regiones encefélicas con las
concentraciones de la glandula hipofisis; del mismo
modo que hemos demostrado para A. figrinum (15,16).

Mas recientemente, se ha demostrado mediante
IHQ la presencia de IR para las encefalinas en algu-
nas fibras de la eminencia media, el 16bulo neural y el
I6bulo anterior de la hipdfisis de A. mexicanum (42).
Cabe sefialar que en este estudio de encuentra por
vez primera la existencia de IR-LE en el l6bulo ante-
rior de un vertebrado.

Otro aspecto a considerar con respecto al sistema
de la PEF en anfibios es que la existencia de LE se ha
demostrado en el cerebro de Bufo marinus (37) la
retina de A. tigrinum (74); el encéfalo y la hipdfisis de
A. mexicanum (2,9,42) y A. tigrinum (15) asi como en
cerebro de Xenopus laevis (64); sin embargo, la PEF
en el anfibio, Xenopus laevis no contiene LE (50). Se
ha planteado que en anfibios la LE podria provenir de
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un precursor distinto a la PEF, por ¢jemplo de la PDF,
que contiene en su secuencia 3 copias de LE (71). En
algunos tejidos de mamiferos se considera que la LE
podria tener un doble origen; a partir de la PEF y de la
PDNF (76) y la existencia del sistema de la prodinor-
fina se ha evidenciado en anfibios (18,64).

Prodinorfina (PDNF)

Los péptidos derivados de la PDNF, se encuentran
distribuidos similarmente en el cerebro de sapo Bufo
marinus que en la rata (18). Con valores mas altos en
la pars intermedia, con cantidades sustanciales en el
cerebro y 1a medula espinal. Al igual que en el caso
de los péptidos derivados de la PEF y de la POMC, la
concentracion resultd ser mayor que en cerebro de
rata. Lo anterior concuerda con el hecho de la poca o
nula cantidad de corteza cerebral que los anfibios
presentan. En un estudio mas reciente, se demostré la
existencia de diferentes productos de la PDNF en el
cerebro de Xenopus laevis con mayores concentra-
ciones de alfa-neoendorfina (64). En este estudio se
detect6 también IR-LE, ya que la PEF de Xenopus
laevis no contiene LE (50) los resultados sugieren
también que la LE podria provenir de la PDNF y de
sus péptidos derivados (64). Recientemente, hemos
cuantificado la concentracion de din-1-8 en el telencé-
falo de A. mexicanum (Cano y cols., datos no publica-
dos), lo que indica que el sistema de la PDNF también
se localiza en anfibios urodelos y que la IRLE que
hemos cuantificado en el cerebro y la hipdfisis de A.
mexicanumy A. tigrinum podria provenir de la PDNF.
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los sistemas de secrecidon neuroenddcrina se presentan en la parte intermedia

del proceso. (Reproducido de Bentley 5).

Dermofina (DMF)

En el caso de la dermofina (25) y deltorfina (36), de
la piel de Phylomedusa sauvagei que como ya se ha
mencionado difieren claramente de la secuencia de
los péptidos opioides cerebrales en mamiferos, se ha
evidenciado la existencia de un sistema de sintesis
equivalente a los otros tres sistemas; es decir, a partir
de un precursor comun, del cual ya se conoce su
secuencia nucledtida, y que da lugar a los péptidos
activos a través de un procesamiento postraduccional
(25,36,61). Cada péptido bioactivo esta limitado por
pares de aminoacidos basicos al igual que en los
otros sistemas de precursores (61).

Dermofina
Lis-Arg-Tyr-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-Gly-Glu-Lys

Deltorfina
Lys-Arg-Tyr-Met-Phe-His-Leu-Met-Asp-Gly-Glu-Lys

Una caracteristica comun de estas secuencias con
los otros péptidos con actividad opioide, incluyendo la
casomorfina, es la presencia del aminoacido tirosina
en el extremo amino terminal, que al parecer es im-
portante para el sitio de reconocimiento de los recep-
tores opioides (56).

lil. Posible significado filogenético

El polimorfismo estructural observado en los genes
que codifican para los precursores de péptidos opioi-
des en los mamiferos, también se observa en los an-
fibios (50) (fig. 4). Los precursores presentan un ta-
mafio equivalente y unidades repetitivas dentro de su
secuencia. Se ha considerado que la duplicacion de
secuencias cortas de ADN dentro de un gene, podria
ocurrir durante la evolucion, del mismo modo que la
presencia de pares de aminoacidos basicos que limitan
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a los productos biolégicamente activos, que mediante
el procesamiento postraduccional seran separados del
precursor; aspectos que se consideran desarrollados
en paralelo con los grupos de enzimas que hidrolizan
pares aminoacidos basicos, en los distintos tipos de
proteinas precursoras que se encuentran altamente
conservados en la evolucién (1).

La multiplicidad de péptidos bioactivos de cada uno
de precursores opioides, se podria correlacionar con la
existencia de mas de un tipo de receptor opioide (mu,

delta, kappa) y los subtipos de éstos (56). Algunos es-
tudios comparativos, de unién a receptor in vitro, han
encontrado una tendencia evolutiva en el grado de afi-
nidad de los receptores; los sitios con alta afinidad se
encuentran con mayor frecuencia en las especies mas
recientes en la escala filogenética (6,23). La propor-
cién de receptores mu/delta en homogenados es mas
grande en ratas; intermedia en tortugas y ranas; y
muy baja en pez dorado (6).

Telencéfalo Ambystoma mexcanum
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Figura 8. Cambios en la concentracién de encefalinas (barras) en el telencéfalo y el tallo cerebral de A. mexicanum en relacién a la
disminucion en la fongitud de branquias (linea continua) a 8, 11, 15 y 24 dias después del rompimiento de la neotenia mediante la
administracion de T4. En el extremo derecho de cada grafica se anota la escala en % para la longitud de branquias. * = P < 0.005.
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Figura 9a. Concentracion de inmunorreactividad para las
encefalinas (ME y LE) (pmol/g) (barras), en el diencéfalo de A.
mexicanum en relacién a los niveles circulantes de T3 (ng/dl)
(+++) y la reduccion de branquias (%) (----), durante la metamor-
fosis T4-inducida. Las barras blancas corresponden a los valores
de los grupos control (sin T4) y las obscuras a las etapas de la
metamorfosis (I-1V) * =P < 0.009, ** = P < 0.000 en comparacion
con el grupo control.

En mamiferos se ha sugerido que los receptores mu
y delta median el efecto de los opioides en la activi-
dad nociceptiva y respiratoria, respectivamente (55).
La carencia de receptores mu en goldfish, (pez dora-
do) es interpretada como que la antinocicepcion
mediada por los sistemas opioides, pudo desarrollarse
por vez primera en los anfibios (6). Adicionalmente en
un estudio ontogenético, se encontrd que conforme se
avanza en el desarrollo de la rata, se observa una
tendencia hacia valores mas altos en la proporcion de
receptores mu/delta (6); resultados que se confirman
en homogenados de estriado de mamiferos y el tejido
correspondiente de vertebrados no mamiferos; la pro-
porcidén de receptores mu fue mayor con respecto a
los delta solamente en las especies de sangre
caliente. En Rana esculenta y la tortuga Pseudemys
scripta la proporcion de cada uno fue equivalente (23).

Los estudios bioquimicos indican que en el cerebro
de los anfibios analizados, los receptores kappa son
los que se encuentran en mayor proporcién (65,66); lo
que hace pensar en la realizacion de estudios de
unién a receptor en los que se utilicen agonistas y
antagonistas kappa, y asi, corroborar la tendencia que
proponen los estudios con agonistas mu y delta.

Respecto al origen y evolucion de los sistemas pre-
cursores se han planteado diferentes hipotesis: en un
estudio tedrico comparativo, Lewis y Erickson (45),
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Figura 9b. Concentracién de inmunorreactividad para las ence-
falinas (ME y LE) en la glandula hipdfisis de A. mexicanum a lo
largo de la metamorfosis T4-inducida. El resto de ia leyenda es
igual que en la figura 9a.

plantean que la PDNF y la PEF, podrian haber evolu-
cionado a partir de un gene ancestral comun; sin
embargo, se considera que la unidad de duplicacion
genética de los sistemas opioides fue la ME, ya que
es la secuencia comun a los tres sistemas de precur-
sores opioides descritos en mamiferos, y su existencia
se ha evidenciado en todos los animales examinados
(45).

Lindberg y cols. (46) por su parte, sugieren una po-
sible secuencia temporal de cambios en cuanto al sis-
tema de la PEF. Se considera que a partir de una uni-
dad de duplicacion ME, se formé el HE y después la
LE y el OC (fig. 6). Por el hecho de encontrar bajas
concentraciones de LE en cerebro completo de anfi-
bios y no encontrar IR-OC ni en anfibios, ni en reptiles,
se plantea que en reptiles la PEF podria ser distinta a
la de mamiferos y anfibios, y que tal vez el OC no
existe en la PEF o esta en una forma no reconocible
por el anticuerpo, como ocurre en anfibios, donde el
ultimo aminoacido del OC es Tyr y no Leu. También se
sugiere que la LE aparece en reptiles y el OC hasta
en aves (46), aspecto que no es concordante con la
demostracion de IR para OC y LE en Helix aspersa
(30,43), ya que esta Ultima especie es un molusco, y
como grupo taxondémico, se sabe que surgié antes
que cualquier vertebrado. Serd importante corroborar
la presencia de IR-OC, IR-LE en otras especies de in-
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Figura 10. Efecto de la naloxona sobre la metamorfosis espontanea (1) e inducida (2) en A. tigrinum. La administracién de naloxona
fue intraperitoneal (ip) cada tercer dia. En el grupo 2 la metamorfosis se indujo con una sola inyeccion ip de T4 (1.25 ug/g) y la
administracién de naloxona como se ha indicado para el grupo con naloxona sola. Se observa un efecto diferencial de la naloxona
sobre la metamorfosis dependiente de la dosis utilizada. El efecto retardante que la naloxona sola tiene a una dosis de 200 ug de
naloxona/kg se elimina cuando se administra T4, que es un estimulante de la metamorfosis.

vertebrados, ya que existe la posibilidad de cruza-
miento no identificado en los estudios anteriores, pero
sobre todo, conseguir la secuencia nucleétida del
gene que codifica para la PEF y la PDNF en inverte-
brados.

IV. Posible significado fisiolégico

Desde principios de los ochenta, se han aportado
evidencias indicativas de la presencia y posibilidad de
que los sistemas de péptidos opioides en vertebrados
no mamiferos, pudiera ejercer efectos equivalentes a
los descritos en los mamiferos. EI comportamiento ter-
morregulador en pez dorado y lagarto (35), al parecer
depende de un mecanismo opioide. En anfibios se ha
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relacionado a los opioides en la regulacién de la noci-
cepcién (68), con la actividad locomotora (19); con la
regulacién de la actividad sexual (20); y con la meta-
morfosis (13).

Nocicepcion

Se sabe que los nociceptores cutaneos en la piel de
ranas son similares a los encontrados en mamiferos
(68).

La administraciéon subcutanea (20, 60 o 100 mg/kg)
o sistémica (10 o 100 mg/kg) de morfina en ranas,
ocasiond un efecto nociceptivo en la prueba de rejilla
eléctrica o plancha caliente (53), y un incremento en
el umbral nociceptivo en la prueba del acido acético
en Rana pipiens (69).



En otro estudio, mediante la inyeccion de morfina y
otros alcaloides, directamente en la médula espinal de
ranas no anestesiadas, se demostrd una accion noci-
ceptiva potente; se encontré que en ranas no se ob-
servan los efectos motores que se observan en los
mamiferos al administrar morfina intraespinal, porque
la dosis utilizada para los efectos nociceptivos en
anfibios son mas bajas que las necesarias para los
efectos motores (59).

La administracion de concentraciones nanomolares
de opioides (ME, beta-endorfina y dinorfina) a nivel
espinal, también produce un incremento en el umbral
nociceptivo de manera dosis-dependiente en Rana
pipiens (70). Estos resultados indican la posible par-
ticipacion de receptores delta, mu y kappa en el pro-
ceso nociceptivo de los anfibios. Ademas, en anfibios,
la administracion de dinorfinas no produce las mar-
cadas disfunciones que estos péptidos ocasionan en
ratas, y el efecto antinociceptivo que produce es po-
tente y sin ningn efecto motor distinguible (70).

Actividad locomotora

Existen evidencias que indican que los mecanismos
opioides juegan un papel en el control en la actividad
locomotora en los vertebrados (54,72). En anfibios
anuros, la administracién de altas dosis de opiaceos
produce comportamiento motor explosivo y rigidez
muscular generalizada (59). Adicionalmente en anfi-
bios urodelos, la administracion de bremazocina (ago-
nista kappa) en machos del anfibio urodelo Taricha
granulosa, reduce la actividad locomotora espontanea
de manera dosis dependiente; mientras que la naloxo-
na, estimula la locomocién de manera dosis depen-
diente en forma aguda; de modo contrario a lo gene-
ralmente observado en otros vertebrados, en donde la
naloxona reduce la actividad motora (72). De hecho,
la naloxona sola (5 ug/kg + 350 ug/kg; equivalente a
la dosis que afecta la locomocién en mamiferos) esti-
muld la actividad tocomotora y contrarresto el efecto
inhibitorio de la bremazocina sobre la locomocion (19).
Se considera que la estimulacion de la locomocién en
anfibios por la naloxona y su inhibicién por la brema-
zocina, resulta del efecto de las dos drogas sobre
tipos de receptores opioides separados.

Una explicacion alternativa es que la bremazocina
en Taricha granulosa altere la locomocion de manera
indirecta, via la modulacion de la secrecion del factor
liberador de la corticotropina (FLC), que se sabe mo-
difica la locomocién tanto en mamiferos como en anfi-
bios (48). Sin embargo, en otro estudio se demostro
que la bremazocina suprime la actividad locomotora
espontanea, pero no la locomocion inducida con FLC
en este anfibio. Ademas, la inyeccion de morfina
(agonista mu) no afectd la actividad motora esponta-
nea, pero redujo la locomocion inducida por FLC; lo
cual indica que los receptores mu podrian modular los
efectos del FLC en anfibios pero no los efectos que la
bremazocina ejerce.

Se concluye que los receptores kappa participan en
la regulacién de la locomocidén en anfibios, pero no
modulan la influencia del FLC sobre este comporta-
miento (48).

Metamorfosis

Por medio de RIA se encontraron diferencias regio-
nales significativas en la concentracién de las encefa-
linas (ME y LE), en el cerebro y la glandula hipofisis
de organismos neoténicos de la especie A. mexica-
num (2,9). Las diferencias presentaron una significan-
cia mayor al comparar los valores de concentracion
entre las regiones encefdlicas (telencéfalo, diencéfalo
rombenceéfalo) y la glandula hipéfisis, donde las pro-
porciones entre ambas encefalinas (ME:LE) fueron:
9:1 en las regiones encefalinas y de 2:1 en la hipdfisis.

El mismo perfil, en cuanto a las diferencia regiona-
les se observo, tanto en organismos juveniles como en
adultos neoténicos de la especie A. tigrinum; ademas,
en esta especie se identificaron diferencias significati-
vas en la concentracién de ambas encefalinas antes y
después de la metamorfosis (16).

Tomando en cuenta que A. mexicanum es un anfi-
bio neoténico obligado inducible, que no se metamor-
fosea ni en su habitat, ni en condiciones de laboratorio
(a menos que se le induzca de manera experimental),
se efectud un estudio sobre los cambios en la
concentracion de encefalinas cerebrales e hipofisia-
rias durante cuatro etapas de la metamorfosis, defini-
das con base en parametros morfométricos (14); ya
que los cambios mas importantes en la secrecion de
los mensajeros quimicos que participan en la meta-
morfosis de anfibios, ocurren en la parte intermedia
del proceso mas que en los extremos (5, 38) (fig. 7).

Como ya se menciono, A. mexicanum es una espe-
cie neoténica, que alcanza la madurez sexual sin cam-
biar sus habitos y morfologia larvaria; sin embargo, {a
neotenia puede eliminarse si los organismos son tra-
tados con hormonas tiroideas (triiodotironina [T3]),
tiroxina [T4]) o tirotropina (TSH) (38).

La concentracion de ambas encefalinas disminuye
en las etapas intermedias de la metamorfosis en el
tallo cerebral y reducen en el telencefalo de A. mexi-
canum cuando se elimina la neotenia mediante la
administracion de T4 (fig. 8) (11,14). En el diencéfalo, la
concentracion de ME se incrementa, mientras que la
concentraciéon de LE disminuye a lo largo de la meta-
morfosis (fig. 9a). En la hipdfisis la concentracion de
ME disminuye gradualmente y la LE aumenta hasta la
segunda etapa de la metamorfosis, y en las 2 ultimas
etapas, disminuye sus valores por debajo de los
valores control (10,12) (fig. 9b). Los resultados de
estos estudios indican que con la eliminacion de la
neotenia y el subsecuente desarrollo de la metamor-
fosis, ademas del incremento caracteristico en los
niveles circulantes de T3 (figs. 8 y 9) (12,38), también
cambia el sistema encefalinérgico en el cerebro y la
glandula hipdfisis de A. mexicanum. Estos resultados
son concordantes con los cambios observados en
otros mensajeros quimicos durante la metamorfosis
de anfibios, como se ha observado para el FLC y la
arginina vasotocina (AVT) en el cerebro de R. cates-
biana (17); la acetilcolina en el cerebro de Xenopus
laevis (63) y los gangliosidos cerebrales (31) con
metamorfosis inducida en A. mexicanum.

Los cambios en todos estos sistemas pueden ser el
resultado de la accién inicial de la tiroxina sobre el
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genoma, y muy probablemente su significado tenga
que ver con los mecanismos de ajuste fisiolégico,
morfolégico y conductual que el proceso de metamor-
fosis implica (4).

De hecho se ha sugerido la posible regulacién de
los sistemas opioides por las hormonas tiroideas, en
particular para el sistema de la POMC (27); cabria
esperar que ocurriera también este tipo de regulacion
para la PEF y la PDNF en los anfibios, asi que los
cambios en la concentracion de encefalinas que he-
mos obtenido con la metamorfosis tiroxina-inducida en
A. mexicanum podria relacionarse con los cambios en
su tasa de liberacion y sintesis como respuesta a los
ajustes fisiolégicos que cada una de las estructuras
cerebrales y la glandula hipofisis regula durante la
metamorfosis.

En los anfibios, la metamorfosis es uno de los pro-
cesos biolégicos mas relevantes y cuya regulacion es
neuroendoécrina. Es probable que las encefalinas y
otros péptidos opioides participen en los procesos de
regulacion neuroenddcrina, a través de la modulacion
de la secrecion de otros mensajeros quimicos que
participan en la metamorfosis, por ejemplo de la PRL
y la TSH que forman parte del mecanismo hormonal
de la metamorfosis (5). Por otro lado, en mamiferos se
ha encontrado que las encefalinas y otros opicides
incrementan la secrecion de PRL y pueden aumentar
o disminuir la secrecion de la TSH (24).

En un estudio reciente (13) encontramos que la
naloxona (100 y 400 ug/kg) acelera la metamorfosis
espontanea de A. tigrinum, mientras que la dosis de
200 ug/kg la retarda. En los organismos con meta-
morfosis T4-inducida (1.25/ug/kg, una sola dosis ip), la
naloxona no tiene efecto a una dosis de 200 ug/kg, a
100 ug/kg la acelera ligeramente, y a 400 ug/kg la me-
tamorfosis se acelera de una manera mas pronuncia-
da (fig. 10), de tal manera que el efecto retardante
que la naloxona (200 ug/kg) tiene sobre la metamor-
fosis espontanea, se elimina cuando la metamorfosis
se induce con T4.

El efecto diferencial de {a naloxona sobre el desa-
rrollo de la metamorfosis de A. tigrinum, permite con-
siderar la hipotesis de la participacion de los péptidos
opioides enddgenos en la regulacién de la metamor-
fosis via su union a los receptores opioides, con la po-
sibilidad de una regulacion diferencial relacionada con
la participacién de mas de un tipo de receptor.

Conclusiones

En los anfibios es clara la presencia de los distintos
tipos de receptores opioides y de los péptidos opioides
endagenos derivados de la POMC, la PEF, la PDNF y la
prodermofina. Es comun encontrar valores mas altos
en la concentracion tisular en el SNC de los ligandos
opioides endogenos en anfibios, en comparacién con
mamiferos, situacion que muy probablemente se
relaciona con la carencia de corteza cerebral en
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anfibios. La posible tendencia en la expresidn de los
receptores opioides en asociacion con alguna funcién
en los diferentes grupos de vertebrados nos indica la
importancia filogenética y biolégica de los sistemas de
péptidos opioides en los distintos grupos de vertebra-
dos. :

Los anfibios como modelo de estudio de los pépti-
dos opioides, resultan muy atractivos, ya que presen-
tan un sistema nervioso con una complejidad neuronal
reducida y con las caracteristicas anatomo-funcionales
basicas de todos los vertebrados, y que dieron origen
a la complejidad que observamos en los mamiferos.

Adicionalmente las células nerviosas de los anfibios
urodelos se caracterizan por ser células de gran tama-
fio, lo que facilita los registros electrofisioldgicos unita-
rios.

En particular, el estudio sobre la participacion de los
opioides en la nocicepcién, ha demostrado que los an-
fibios representan un modelo mas limpio, en el que se
separa claramente el efecto que tienen los opioides,
opiaceos y antagonistas del efecto que ejercen sobre
la actividad locomotora (68).

La metamorfosis, como proceso bioldégico, puede
considerarse tanto como un modelo de estudic sobre
la participacion de los opioides en la regulacion neuro-
endocrina en los vertebrados, asi como objeto de es-
tudio en cuanto a la posible participacién de los opioi-
des en la regulacion de la metamorfosis. Nuestros re-
sultados permiten plantear que en el encéfalo y la
hipofisis de A. mexicanum y A. tigrinum podrian existir
los diferentes tipos de receptores opioides descritos
en mamiferos, y que probablemente en estos anfibios
urodelos exista un tipo predominante de receptor,
como se ha demostrado en anfibios anuros (65,66).
Por lo tanto, las encefalinas y otros péptidos opioides
pudieran liberarse diferencialmente durante las diver-
sas situaciones fisiologicas de la metamorfosis, y ejer-
cer algun efecto modulador por su unién a los recep-
tores correspondientes.

Resulta muy interesante la existencia de la dermo-
fina y deltorfina en la piel y cerebro de Phylomedusa
sauvagei, pero sobre todo el hecho de que la deltor-
fina es un ligando opioide que ocurre naturalmente y
presenta los valores de afinidad y selectividad mas
altos para receptores delta que se han observado
hasta la fecha (36). Incluso se considera que la der-
mofina y la deltorfina aisladas de la piel de Phylome-
dusa sauvagei, podrian representar la mas apropiada,
potente y selectiva herramienta para estudios
farmacolégicos de receptores mu y delta respectiva-
mente (36).
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