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Summary

Several opioid peptides have been identified, cloned and
subsequently characterized by pharmacological and molecular
approaches. These peptides mediate a vast number of
biological functions in discrete brain regions, where they
activate the different opioid receptors subtypes referred to as
mu, delta and kappa. These receptors belong to a class of Gi-
protein coupled membrane receptors being structurally defined
by seven peptide transmembrane domains. Opiate drugs
mainly mediate their analgesic, euphoric and rewarding effects
by activating the mu-opioid receptor subtype. Besides the
detailed description of the anatomical expression of each opioid
receptor subtype throughout the CNS of mammals, opioid
receptors reveal a distinct but overlapping distribution as well
as a single pharma-cological profile. Moreover, opioid receptors
activate a similar subcellular effector system, which involves
a functional modulation of the adenylyl cyclase, protein kinases,
phosphoinositide turnover as well as ion conductances such
as calcium and potassium. Pharmacological studies related
to the structure-activity relationships of the cloned opioid
receptors expressed in heterologous cellular systems have
revealed that natural occurring opioid peptides selectively bind
with differential affinities to the different opioid receptor
subtypes. Thus, enkephalins display a preferential binding to
the deltaopioid receptor while dynorphins are considered the
selective endogenous ligands for the kappa-opioid receptor.
Furthermore, no endogenous peptide agonist ligands
displaying high affinity binding for the m opioid receptor subtype
have been identified. Recently, two novel endogenous opioid
peptides referred to as endomorphins were isolated and cloned
from the CNS of mammals. The pharmacological and functional
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properties of these two peptides have just begun. In line with
these investigations, initial studies have shown that
endomorphins display the highest affinity binding for the mu
opioid receptor reported to date as well as a very potent and
prolonged analgesic activity in rodents.

Key words: Opiate receptors, agonists ligands, endomorphins,
endogenous opiates.

Resumen

Diversos péptidos opioides han sido identificados, clonados y
caracterizados a nivel molecular y farmacolégico en multiples
especies de mamiferos, incluyendo el humano. Estas sustan-
cias endogenas tienen la particularidad de regular una amplia
gama de funciones bioldgicas en diferentes regiones del sis-
tema nervioso donde se expresan conjuntamente sus recep-
tores de union especifica y de alta afinidad. Entre las funcio-
nes neurales en las que ejercen acciones modulatorias los
péptidos opioides se encuentran la analgesia, la iniciacion y
consolidaciéon del fenédmeno adictivo, la activacion o supre-
sion de crisis epilep-tiformes, funciones motoras y de
termorregulacion. Dentro de la familia de los péptidos opioides,
las encefalinas se consideran como los agonistas endégenos
preferen-ciales del receptor opioide delta (d), y las dinorfinas
como los agonistas enddgenos de alta afinidad de union al
receptor kapa (k). Diversos estudios de biologia molecular
han demostrado que estos dos subtipos de receptores opioides
poseen una estructura conforma-cional similar y estan aco-
plados a un sistema molecular homélogo de sefialamiento
intracelular mediado por la proteina Gi. En este contexto fun-
cional, la unién especifica de un ligando opioide endégeno a
su receptor, produce la activacion de la proteina Gi, y la inhi-
bicion subsecuente de esta proteina sobre la actividad de la
adenilato-ciclasa. Este ultimo cambio funcional induce una
disminucion importante en la concentracion intracelular del
segundo mensajero AMPC. Finalmente, esta accién molecular
conlleva subsecuentemente a la hiperpolarizacion neuronal

Salud Mental V. 23, No. 2, abril del 2000



debido a la inhibicidn de la corriente entrante del ion Ca?' y a
un incremento en la corriente saliente del ion K*. De esta for-
ma se puede postular que la union selectiva de los péptidos
opioides endégenos a sus receptores especificos de alta afi-
nidad en el cerebro de los mamiferos producen respuestas
de hiperpolarizacién en las neuronas que expresan este sis-
tema de neurotransmision. Sin embargo, desde la identifica-
cion inicial de los péptidos opioides, a mediados de la década
de los afos 70, no se habian encontrado los ligandos
peptidicos endégenos de alta afinidad de unién para el re-
ceptor opioide mu (m). Recientemente se informo del aisla-
miento y de la clonaciéon molecular de dos nuevos péptidos
endogenos con selectividad y alta afinidad de union a este
subtipo de receptor opioide. Estos dos péptidos son conoci-
dos como la endomorfina 1y la endomorfina 2. La caracteri-
zacion farmacoldgica inicial de estos dos nuevos tetrapéptidos
opioides apenas ha comenzado, y algunos estudios mues-
tran que ambas moléculas activan tanto in vivo_como in vitro
el receptor opioide m a través del sistema de sefialamiento
intracelular proteina Gi/adenilato ciclasa/proteinas cinasas,
produciendo respuestas de hiperpolarizacion y disminucién
de la excitabilidad neuronal en las neuronas efectoras.
Anatémicamente, ambos péptidos estan ampliamente distri-
buidos en el SNC de los mamiferos, segregandose en forma
importante en las regiones espinales y supraespinales rela-
cionadas con la modulacién de la transmisiéon y percepcion
de la informacién nociceptiva.

Palabras clave: Receptores opioides, ligandos agonistas,
endomorfinas, opioides endégenos.

I. Caracterizacion molecular y funcional
del receptor opiode

A partir de la identificacion farmacoldgica de los diferen-
tes subtipos de receptores opioides, u, d y K (Simon,
1973; Terenius, 1973) y de la subsecuente identificacion,
aislamiento y caracterizacion molecular de los diferen-
tes ligandos opioides endégenos (v.g., receptor u -
endorfinas; receptor d- encefalinas; receptor K-
dinorfinas) (Hughes y col., 1975; Goldstein y col., 1979;
Ling y col., 1976) se logré identificar, aislar, clonar y ca-
racterizar molecular y farmacolégicamente el receptor
opioide & en diferentes lineas celulares del roedor y del
humano (Evans y col., 1992; Kieffer y col., 1992; Minami
y Masamichi, 1995) continuando, subsecuentemente,
con el aislamiento y la clonacion de los receptores
opioides py K a partir del cerebro del raton, de la rata y
del humano (figura I) (Kaufman y col., 1995; Minami y
col., 1994; Minami y Masamichi, 1995). Estos estudios
demostraron que los receptores opioides son glucopro-
teinas pertenecientes a una superfamilia de receptores
membranales acoplados a proteinas Go/Gi, modulados
por GTP (Lang, 1991; Evans y col., 1992; Kieffer y col.,
1992; Reisine y col., 1996). Asimismo, estas observa-
ciones experimentales dieron como resultado el hallaz-
go de que los diferentes subtipos de receptores opioides
estan conformados por siete dominios peptidicos
transmembranales, con una alta homologia en la secuen-
cia de aminoacidos en estas regiones (60-70% de
homologia estructural entre los receptores y, 8y K). Tam-
bién se observd que estas proteinas receptoras mues-
tran una alta divergencia estructural en sus extremos
amino y carboxilo terminal, que conforman, respectiva-
mente, los dominios extra e intracelulares (Fukuda y col.,
1994). Diversos trabajos recientes de biologia molecular
han reportado la identificacidn, aislamiento y clonacion

en diversos sistemas celulares eucarioticos (v.g., oocitos
de Xenopus Laevis), de un subgrupo de proteinas
membranales, denominadas proteinas modificantes de
la actividad del receptor (RAMP 1, RAMP 2, RAMP 3) y
otros componentes citosolicos (v.g., factor componente
de receptores, RCF). Estas moléculas se coexpresan
con multiples receptores protéicos a nivel membranal
(v.g., el receptor de calcitonina, el receptor de la
adrenomedulina y el receptor del péptido CGRP 1y 2)
(Food y Marshall, 1999). Estas proteinas denomindas
RAMP 1, 2y 3, asi como el RCF parecen regular el trans-
porte de estos receptores membranales a la superficie
celular, determinando la actividad farmacolégica de los
receptores y regulando el estado de glucosilacion y
fosforilacién de los mismos (Food y Marshall, 1999).
Estos hallazgos podrian tener implicaciones funciona-
les importantes en la regulacion de la actividad de los
diferentes subtipos de receptores opioides, en particular
la actividad funcional modulatoria del receptor opioide p
en fenémenos fisiolégicos como la analgesia, y el sin-
drome adictivo a opiaceos tipo morfina y heroina.

En diversos estudios experimentales relacionados con
la generacién de proteinas mutantes y la formacién de
receptores opioides quiméricos hibridos de los recepto-
res opioides Y, y & (Laiy col., 1995; Onogi y col., 1995)
se ha demostrado que la secuencia consenso de
aminoacidos que conforma la primera asa extracelular y
la mitad de la region transmembranal IIl (TMIII) del re-
ceptor opioide W, asi como el fragmento transmembranal
V-VII (TM V-VII) que integra las asas extracelulares Il y
11l que conforma el receptor o (figura 1y 2) representan
los dominios moleculares que determinan el reconoci-
miento selectivo y la afinidad de unién de los diferentes
ligandos agonistas de naturaleza peptidica y no peptidica
por los distintos subtipos de receptores opioides (Fukuda
y col., 1995; Lazarus y col., 1996).
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Figura 1. Estructura molecular comun entre los subtipos de
receptores opioides u dy K. En la ilustracién se muestran los
dominios peptidicos transmembranales (I-VIl) que guardan una
gran homologia estructural entre los tres subtipos de receptores
opioides. Ambos extremos peptidicos, el amino-terminal (do-
minio extracelular) y el carboxilo-terminal (dominio intracelular),
asi como las regiones peptidicas de las asas extra e
intracelulares, poseen divergencias estructurales que determi-
nan la diferente selectividad y afinidad de unién de los diferen-
tes ligandos agonistas opioides (adaptada por Reisine y col.
[1996], y modificada por el primer autor de esta publicacion).
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Figura 2. Estructuras del receptor opioide (H) y el receptor
opioide (J). La representacion esquematica muestra el
traslapamiento de las estructuras polipeptidicas de ambos
receptores opioides: (*) receptor opioide (u); (*) receptor (9).
La region transmembranal de ambos receptores muestra
secuencias consenso comunes entre ambas proteinas
(adaptada por Lazarus y col. [1996], y modificado por el primer
autor de esta publicacion).

Como extension a estas observaciones experimenta-
les, las cuales han mostrado que hay relacion entre la
estructura molecular de los receptores opioides y los si-
tios responsables de la unién de los diferentes agonistas
opioides, también se ha observado que la activacion de
estas proteinas receptoras por sus ligandos agonistas,
produce un importante decremento del tono basal del
sistema de sefalamiento intracelular conformado por la
adenilato-ciclasa, el AMPc y las proteinas cinasas; sis-
tema de sefialamiento intracelular que en conjunto pro-
duce una inhibicién importante en la corriente entrante
de calcio y un incremento simultaneo en la corriente sa-
liente (corriente rectificadora) del ion potasio. Todos es-
tos eventos moleculares conllevan a la generacion de
una respuesta de hiperpolarizaciéon neuronal y a la dis-
minucion de la excitabilidad neuronal (Childer, 1991; Jin
y col., 1994; Li y Chang, 1996).

Por otro lado, también se ha demostrado que los re-
ceptores opioides u y 9, clonados y expresados en
lineas tumorales de raton de estirpe neuroenddcrina
(v.g., AtT20) son funcionalmente regulados en forma
diferencial por la exposicién a diferentes ligandos
agonistas, mostrandose que estos receptores poseen
diferentes grados de sensibilizacion, diferentes formas
de desacoplamiento del receptor/proteina Gi/ adenilato-
ciclasa, asi como de una regulacion diferencial a nivel
de la inhibicién de la corriente entrante del ion calcio y
de la corriente saliente del ion potasio (Tallent y col.,
1998). Asimismo, diversos estudios experimentales re-
lacionados con el desarrollo y la generacién de anima-
les mutantes transgénicos a través de la generacion
de roedores mutantes homocigotos con deficiencia de
la expresion genotipica y fenotipica del gene que codi-
fica el subtipo de receptor opioide y, se identifico que
este subtipo de receptor es el responsable casi exclu-
sivo de la regulaciéon de la antinocicepcion y del sin-
drome adictivo que producen los alcaloides opiaceos
del tipo de la morfina y de la heroina (Matthes y col.,
1996; Sora y col., 1997).

Los estudios inmunohistoquimicos centrados en la
colocalizacion neuronal de los receptores opioides 'y 6
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en las neuronas encefalinérgicas de proyeccion, que
forman las vias estriatopalidales (estriado-globo palido /
globo palido ventral) en el cerebro de los mamiferos (v.g.,
rata) han demostrado que el receptor opioide & se ex-
presa preferencialmente a nivel postsinaptico en el soma
de las neuronas palidales; en tanto que el receptor
opioide u se expresa preferencialmente a nivel
presinaptico y postsinaptico en las neuronas encefali-
nérgicas localizadas en el nucleo palidal (Olive y col.,
1997). Estos estudios sugieren que la liberacién de los
péptidos opioides endégenos, como las encefalinas, en
estas regiones anatdmicas del cerebro, son reguladas
por la actividad del receptor opioide u localizado en las
neuronas encefalinérgicas estriadopalidales, y por el re-
ceptor opioide 9§, localizado a nivel posinaptico en
neuronas de proyeccion palido-estriatal (Olive y col.,
1997). Asimismo, la distribuciéon neuronal de los diferen-
tes subtipos de receptores opioides en areas neuroanato-
micas relacionadas con la percepcion y la modulacién de
la transmisidn nociceptiva, sugiere que estos receptores
desempefan un papel funcional importante en los meca-
nismos que regulan la liberacién fisioloégica de diversos
péptidos opioides, incluyendo los nuevos ligandos
peptidicos naturales del receptor opioide u, y las
endomorfinas 1y 2 a nivel espinal y supraespinal.

Il). Las endomorfinas y el receptor opioide p:
Importancia funcional de este sistema de
transmision en la modulacion de las vias
de transmisién nociceptiva

Uno de los descubrimientos mas sobresalientes en el
campo de la neurofarmacologia y la neuroquimica de
los sistemas de transmisién opioide, es el que se re-
fiere a la identificacion, aislamiento y caracterizacion
molecular y farmacolégica de dos nuevos tetrapéptidos
amidados, denominados endomorfina 1 (Tir-Pro-Tri-
Fen-NH,) y endomorfina 2 (Tir-Pro-Fen-Fen-NH,) Es-
tos dos péptidos poseen la mas alta afinidad y selec-
tividad de unioén al receptor opioide u (v.g., Kd = 1-2
nM) (Zadina y col., 1997). Ambos péptidos, aislados
del cerebro de bovinos y del tejido cerebral humano
(Zadinay col., 1997; Hacklery col., 1597), fueron iden-
tificados inicialmente mediante la sintesis de analo-
gos estructurales, a partir del analogo peptidico Tir-
W-MIF-I, demostrandose que estos péptidos poseen
una mayor afinidad de unién por el subtipo del recep-
tor opioide u (Hacklery col., 1994; Zadina y col., 1997).
Asimismo, ambas endomorfinas han demostrado ejer-
cer un efecto analgésico potente en los ratones, con
un rango de potencia similar al reportado para la mor-
fina, cuando se administran a nivel supraespinal (v.g.,
ICV) o espinal (v.g., intratecal) (Zadina y col., 1997;
Stone y col., 1997).

Este efecto analgésico generado por las endomor-
finas parece estar mediado por el efecto que tienen
estos péptidos, que consiste en inhibir los potenciales
postsinapticos excitatorios y por la generacion subse-
cuente de respuestas de hiperpolarizacién en las
neuronas de la sustancia gelatinosa de la médula
espinal (Wu y col., 1999). Ademas, estos péptidos no
s6lo median un potente efecto antinociceptivo en mo-
delos animales con dolor de tipo crénico (Prezewlocka



y col., 1999), sino también inducen el desarrollo de efec-
tos hipotensivos cuando son administrados sistémica-
mente (v.g., IV) (Champion, 1997). Si bien ambos pép-
tidos son capaces de activar el sistema de sefialamiento
intracelular de las proteinas Gi/Go mediante la activa-
cion del receptor opioide u, también son capaces de
inhibir la activacién de la via metabdlica del adenilato-
ciclasa/AMPc/ proteinas cinasas (v.g., en las células
transfectadas con el gen que codifica el receptor opioide
H) (Hoshata y col., 1998; Gong y col., 1998), generando
respuestas de inhibicién en la corriente entrante de Ca®*
a dosis fisiologicas (ICsg, E-l, 7.7 nM; IC5p, E-2, 23.4 nM)
(Higashida y col., 1998), e incrementando la corriente
saliente (rectificadora) del ion K* (Gong y col., 1998).

Este conjunto de observaciones experimentales ha
permitido postular que las endomorfinas 1 y 2 son dos
nuevos neurotransmisores funcionalmente relevantes
en el sefialamiento quimico opioide en el SNC de ma-
miferos, con capacidad de modular los procesos
neurofisiolégicos especificos, como es el caso de la
antinocicepcion (Higashida y col., 1998). En adicién a
estos hallazgos, diversos estudios neuroanatémicos
han mostrado que ambas moléculas, ademas de en-
contrarse ampliamente distribuidas en el sistema ner-
vioso central de los mamiferos, incluyendo las areas
de transmision nociceptiva (Martin-Schild y col., 1997,
1999; Schreff y col., 1998), también son capaces de
activar al receptor opioide u, en las lineas celulares
transfectadas con este receptor (Hoshata y col., 1998;
Gongy col., 1998), induciendo la rapida internalizacion
de este receptor en cultivo primario de neuronas
(McConalogue y col., 1999). Esta ultima alteracién so-
bre la distribucion celular del receptor opioide y, indu-
cida por estos dos ligandos agonistas endégenos, tam-
bién se ha observado in vitro en cultivos primarios de
células tumorales posterior a la aplicaciéon aguda de
alcaloides opiaceos (v.g., dihidroetorfina, DAMGO)
(Keith y col., 1998; Sterniniy col., 1996), e in vivo_en el
sistema nervioso central, después de la administracion
parenteral de éstos en el roedor (Keith y col., 1998). En
conjunto, estas observaciones y resultados experimen-
tales han permitido apoyar la hipétesis de que estos
agonistas enddégenos, las endomorfinas, ejercen sus
efectos opioides activando en forma especifica y se-
lectiva el subtipo de receptor opioide y, en las neuronas
del SNC de los mamiferos, en forma similar a como lo
activan los alcaloides opiaceos tipo morfina y heroina,
modulando, de esta forma, la transmisién nociceptinérgi-
cay otros sistemas de neurotransmision que intervienen
en el inicio, desarrollo y consolidacion del fenémeno
adictivo, como es el sistema de transmisién dopaminér-
gico del sistema meso-cortico-limbico (McConalogue, y
col., 1999; Chang y col. 1982; Zadina y col., 1990, 1993,
1994; Harrison y col., 1998; Tallent y col., 1998).

Ill). Localizacién anatéomica y celular
de las endomorfinas 1y 2 y del receptor opioide
U en el sistema nervioso central del roedor

Después de los estudios iniciales que permitieron la iden-
tificacion y aislamiento de las endomorfinas a partir del
cerebro de bovino (Zadina y col., 1997) y de humano

(Hackler y col., 1997), se logré identificar inicialmente la
inmunorreactividad positiva al tetrapéptido endomorfina-
2 (E-2-IR) en las aferentes primarias de las capas su-
perficiales de la médula espinal en fibras de grueso y
mediano calibre, asi como en los distintos nucleos sen-
soriales y motores del bulbo raquideo de la rata (Martin-
Schild y col., 1997); areas donde se ha observado una
alta densidad de expresion del receptor opioide u
(Mansour y col., 1995). Aunque inicialmente se habia
detectado por radioinmunoensayo (RIA) la presencia de
la E-1 en diferentes regiones del cerebro de la rata
(Zadina y col., 1997), estudios posteriores empleando
antisueros (no purificados) para las endomorfinas 1y 2
(Martin-Schild y col., 1997), asi como sueros especifi-
cos, purificados por afinidad de antigeno (Anton y col.,
1998), han mostrado una expresion inmunorreactiva di-
ferencial de ambas endomorfinas en diferentes regio-
nes neuroanatéomicas y celulares del cerebro de la rata
(Anton y col., 1998; Martin-Schild y col., 1999). Estos
ultimos estudios apoyan la hipotesis de que la
inmunorreactividad a E-l, localizada tanto en fibras como
en somas neuronales, se distribuye predominantemen-
te en multiples areas cerebrales en mayor proporciéon
que la inmunorreactividad a la E-2. En contraposicion a
la E-1, la distribucion del material inmunorreactivo a E-2
se localiza, preferencialmente, en el neurdpilo de diver-
sos nucleos sensoriales y motores del tallo cerebral, y
en las regiones de procesamiento nociceptivo de la mé-
dula espinal (Anton y col., 1998; Martin-Schild y col.,
1999). Por ejemplo, una alta densidad de fibras inmu-
norreactivas a la E-1 se distribuye en areas telence-
falicas, diencefalicas y mesencefalicas, en tanto que la
mayor parte de fibras inmunorreactivas a las E-2 parece
localizarse en el complejo trigeminal y en las capas su-
perficiales del cuerno dorsal de la médula espinal (Anton
y col., 1998; Martin-Schild y col., 1999). Estos patrones
de distribucion diferencial de ambos péptidos también
se observan en diferentes especies de roedores (v.g.,
rata, ratén y cuyo) (Martin-Schild y col., 1999). Aunque
en algunas regiones anatémicas no parece coincidir la
distribucién inmunorreactiva de las endomorfinas con la
expresion inmunorreactiva del receptor opioide L (Anton
y col., 1998; Martin-Schild y col., 1999), la expresion in-
munorreactiva de este receptor (Mansour y col., 1987,
1995) parece ser idéntica en las estructuras neurales de
diversas éareas telencefélicas y del tallo cerebral que ex-
presan una inmunorreactividad positiva a la E-l, similar
a la de las estructuras neurales que expresan la
inmunorreactividad a las E-2 en el tallo cerebral y en la
médula espinal (Martin-Schild y col., 1999).

IV). Anatomia funcional de la colocalizacién
inmunorreactiva de las endomorfinas
y del receptor opioide n

Los estudios antes descritos sobre la distribucion ana-
tomica y celular de las endomorfinas en fibras
“endomorfinérgicas” en areas neurales donde se loca-
lizan los cuerpos neuronales que expresan el receptor
opioide M, apoyan la hipétesis de que la liberacion fi-
siolégica de las endomorfinas a este nivel anatdémico
pudiera activar estos receptores opioides a nivel
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postsinaptico, en tanto que en las areas en las que se
expresan y localizan tanto las endomorfinas como el
receptor opioide H en las fibras neuronales, podria re-
lacionarse con la activacién no sinaptica de este re-
ceptor por sus ligandos peptidicos. Adicionalmente, la
coexpresion de ambas moléculas (v.g., endomorfinas
y receptor M) en los cuerpos neuronales sugiere que
estos péptidos pudieran ser transportados a través de
fibras axonales y dendriticas para, finalmente, ser se-
gregados a las terminales sinapticas en donde al libe-
rarse modularian la actividad presinaptica del receptor
opioide W (Martin-Schild y col., 1999). En apoyo a es-

tas propuestas funcionales se ha demostrado que al-
gunas fibras aferentes del cuerno dorsal de la médula
espinal de la rata coexpresan simultaneamente la E-2
y la sustancia P (E-2/SP) (Martin-Schild y col., 1997,
1998), asi como la E-2 y el péptido bioactivo CGRP (el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina) (Pierce
y col., 1998). Estos hallazgos permiten proponer que la
liberacion de la E-2 pudiera ejercer un efecto de inhibi-
cién presinaptico sobre la liberacion de la SP o del
péptido CGRP por medio de la activacién del receptor
opioide | localizado en la presinapsis de estas neuronas
peptidérgicas (Martin-Schild y col., 1999).
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