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1. ComunicacIónIntercelular

La comunicación en los organismosmulticelulares se realiza, en su

mayor parte, a travésde sustanciasquímicasextracelulares.Las células

delimitansu estructurafrenteal medio extracelularporuna bicapalipídica

que regulael accesode una seriedesustancias,que puedenser moléculas

tan complejas como las proteínaso tan simples como los iones. Para

comunicarse con el medio extracelular, las células han desarrollado

mecanismosde transduccióndeseñalesquepermitendetectarcambiosen la

concentracióndesustanciasensusuperficieexterna,reconocery transmitir

estainformaciónatravésde lamembranaplasmáticay, traducirlaenseñales

intracelulares.

En algunos sistemasde transducción de señalesla detección de

estímulosextraceluilaresy la generaciónde la respuestaintracelular son

propiedadesdela mismaproteínao del mismocomplejoproteico.Es elcasode

los canalesiónicos(por ejemplo,el receptorGASA., o el receptornicotínico

deacetilcolina), y el delos receptoresconactividadenzimáticaintrínsecaen

el dominio intracelular (esel casode los receptoresde insulina y de los

factores de crecimiento que presentanactividad lirosina quinasao del

receptorde péptidonatriuréticoque presentaactividadguanilatociclasa).

El restodelossistemasdetransduccióndeseñalessonmáscomplejospuesto

queel receptory elefectorsonproteínasdistintasquesecomunicanatravés

de unas proteínasreguiadorasque unen nucleótidos de guanina, las

proteínasG -

En la transmisión de señalesreguladapor proteínasG participan,

básicamente,tres componentes:

i) Receptor.Los receptoresacopladosalas proteínasG sonfuncional

y estructuralmentehomólogosa pesarde la gran variedadde losestímulos

que median, desdeluz, olor y saborhastamensajerosextracelularescomo

aminasbiógenas, proteínaso péptidos. Tienen un tamañomolecularmuy

parecido(40-120kDa) y formansietedominiostransmembranaresunidospor
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tresbuclesextracelularesy tres buclesintracelulares- Presentandossitios

deuniónde granimportancia,uno dereconocumentoy unión parael ligando

y otro parala interacciónconlasproteínasG.

U) Proteína G. Transmite la información desdeel receptor hastael

efectorintracelular. Esun heterotrimeroformadopor subunidadesa (alta),

(3 (beta) y t (gamma), siendo la subunidada la que une nucleótidosde

guamnay presentaactividadGTPásica.

iii) Efector. Generalos cambiosintracelularestrasla recepciónde la

señal. Puede ser un sistema enzimático como la adenilato ciclasa, la

fosfolipasa C específica de los fosfatidil—inositoles, la fosfodiesterasa

específicadecGMP, la fosfolipasaA2, transportadoresde Mg
2 y deglucosa,

perotambiénsonefectoreslos canalesde Ca2, K y Nat

1.1. Desarrollahistórico

El estudiodelatransmisióndeseñalesentrecélulasseinició afinal de

la décadade los 50 cuandoRail y col. (1956) estudiabanla estimulaciónpor

la hormonaadrenalinadela liberacióndeglucosaenhepatocitos.Losanálisis

de los fragmentoscelulares revelaron que la adrenalina estimulabala

conversióndel ATP en un nucleótido, desconocidoentonces,el AMPc. Este

procesoeracatalizadopor una enzimade la membranaplasmática,también

desconocida,la adenilatociclasa(AC). La participaciónde los nucleótidos

de guaninaen la transmisiónde la señalde la adrenalinasedemostróaños

más tarde. Por un lado, se observó que para que la hormona glucagón

actívaralaAC eranecesariala presenciaenlosensayostantodesureceptor

como del GTP (Robdell y col., 1971a; Robdeil y col., 1971b); y por otro,

Cassely Selinger(1976) descubrieronque cuandoseañadíaadrenalinaa

fragmentosde membranaplasmática,no sólo seestimulabala AC, sino queel

GTP setransformabaen GDP y Pi por la accióndeuna GTPasa.

A finales de los años 70, Ross y Giman (1977) diseñaron un

experimentopara restaurar la actividad AC en una línea celular mutante,
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denominadacyc% que presentabareceptoresparala adrenalinapero que

aparentementeno expresabadichaactividadenzimática.Al añadira estas

célulasun extractoconteniendoactividadAC y exponerlasa la presenciade

adrenalina,lascélulasproducíanAMPc. Sin embargo,sorprendentementeal

utilizar un extracto inactivadolas células también sintetizabanAMPc. La

explicaciónllegó pronto.Lascélulascy& presentabanactividadAC, perosu

sflencio se debíaa la ausenciade un componentecelular esencialparala

activacióndelaenzima- Rossy Gilman demostraronquedichocomponenteera

una proteína quese activabapor el GTP, a la que denominaronproteínaG.

Asumieron quela adrenalinaeracapazde estimularla producciónde AMPc
al transmitir la información desdesu receptora una proteínaG, que tras

unir GTE activabala AC paraconvertir ATP en AMPc. EstaproteínaG fue

purificadapor Sternweissy col. en1981 y denominadaG.., ya queestimulaba

la AC. Casi simultáneamentesedescubrióotro tipo de proteínaG que se

denominó G~ (o transducina) implicada en la respuestaa la luz de los

bastonesde la retina (Bitensky y col., 1981; Stryer y col., 1981). Desde

entonces,por técnicasdepurificacióny clonajesehan identificadohasta21

subtiposdistintos de proteínasG.

1.2. ~

Los receptoresacopladosa proteínasG son proteínasintegralesde

membrana. Gran cantidad de moléculas, incluyendo hormonas y

neurotransmisores,se unen de modo especifico a los receptoresde la

membranaplasmática.La unión de un ligando provocala interaccióndel

receptory laproteínaG <en suforma heterotrimérica)en lacaraintracelular

de la membrana,la proteínaG seactivay deestemodoseinicia la respuesta

celular.

Se han descritotres familias de receptoresacopladosalas proteínas

G. La familia principal, enla queseincluyenunos300 miembros,tienecomo

ligandos a neurotransmisores,neuropéptidos, hormonasglicoprotéicas,

moléculasolfatoriasy fotones.Estosreceptoressecaracterizanporcompartir

la mismaestructuratridimensionaly gransimilitud desecuencia,almenosen
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su porcióntransmembranar- Los receptoresmetabotrópicosde glutamatoy

los desecretinaconstituyenlasotrasdosfamilias de receptoresacopladosa

proteínasG perono compartencon la familia principal el patróndesecuencia

(Baldwin, 1994).

Tras el clonajede los receptoresde la familia principal seha podido

analizar su estructura aminoacidica formada por 450-600 aminoácidos.

Presentansietedominiostransmembranaresde carácterhidrofóbico (1, II,

III, IV, y, VI y VII), cadauno deelloscon 24-28aminoácidos,queforman

a hélicesconectadasentresi por seisbucleshidrofilicos, tres internos(i,,

i2 ei3) ytresexternos(e1, e2 ye3). Elextreinoaminoterminal,delongitud

muy variabley a menudoglicosilado, estáexpuestoa la caraexternade la

membranaplasmática,mientrasqueelcarboxiloterminal,conabundanciade

residuosdesernay treoninasusceptiblesdeserfosforilados,estáorientado

haciala carainterna.

COOH

Figua 1. Representación esquemática de un receptor acoplado a proteinasG en la que se observan los
siete dominios transmembranares que se agrupan formando una zona que es reconocida por las ligandos.
En el recuadro se ofrece una visión del plano exterior de la membrana plasmática en el que se aprecia
como las a hélices participan en la creación del sitio de unión para el ligando.

NI]2

Ilqando
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De las aproximacionesexperimentalesqueseutilizan paraestudiarla

estructura y función de los receptores, la mutagénesisdirigida y la

construcciónde receptoresquiméricossonlas que proporcionanunamejor

información sobre qué regiones del receptor son esencialespara la

interaccióncon el ligando y con las proteínastransductoras.

Los dominios transmembranaresademásde anclar el receptora la

membrana, generan el sitio especifico de unión para los agonistasy

antagonistas,al menos en el caso de los receptorespara hormonas,

neurotransmisorespequeñosy fotones.Sinembargo,enlos receptorespara

hormonasde alto pesomolecular como son las glicosiladas: la hormona

estimulantedel tiroides (TSH), la hormonaluteinica (LH ) /la gonadotropina

coriónicahumana(hCG) y la hormonaestimulantede los foliculos (FSH), el

sitio de unión especificopara los ligandos pareceestar localizadoen los

dominiosextracelularesdel receptor (Bockaert, 1991). En estetrabajo se

vana describirúnicamentelos receptoresmencionadosen primerlugar. En

los dominios transmembranaresdel receptor es donde se da la mayor

conservaciónenlassecuencias.Entrelos receptoresdeunamismasubfamilia

(paraunmismoligando)sedamayorcoincidencia,disminuyendolahomología

al compararreceptoresde distintassubfamilias.Presentangran abundancia

deresiduosde prolinay glicina que, i) podríancontribuir ala formaciónde

un “bosillo” al que solamenteseunirla de modo especificoun determinado

ligando y, II) podríanparticiparen la transmisióna la zonaintracelularde

la moléculalos cambiosconformacionalesqueel receptorsufre trasla unión

del ligando.

El lugar del reconocúmentopara el ligando también presenta

caracteristicas comunes en los diferentes receptores. Los residuos

conservados(con carganetanegativa)de los segmentostransmembranares

podrían actuarcomoestabilizadoresde cargapara los ligandos (cargados

positivamente).De especialimportanciaen la unión de agonistaspareceser

un residuodeácidoaspárticolocalizadoenelsegmentotransmembranarII de

los receptores.Susustitución por un residuodeasparaginaen el receptor

opioide6 suponelapérdidade laafinidadparalos agonistas6 selectivospero
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noafectaalaunióndeantagonistasni ala deagonistasopioidesno selectivos

lo que sugiereque los agonistasespecíficosy los antagonistasse unende

modo distinto a estereceptor(Kong y col., 1993).

La interacción con las proteínasG se localiza en el tercer bucle

intracelular (i3), entrelashélicestransmembranaresy y VI, y enel extremo

carboxioterminal, despuésdelsegmentoVII (Díxony col., 1987; Lefkowitz

y col., 1989; Lefkowitz y col., 1993; Sullivan y col., 1987). A este

reconocimientotambiéncontribuiríanlos residuoscargadosdelos segmentos

transmembranares.Del estudiode mutantesdel receptormuscarínicom3 de

acetilcolina (Kunkel y Peralta, 1993) y de los trabajosrealizadoscon el

receptordopaminérgicoD2 (Malek y col., 1993)seha podido determinarla

importanciaparala transduccióndeseñalesdedosagrupacionesderesiduos

decarácterbásicolocalizadascercade lossegmentostransmembranaresy y

VI. El bucle i2 tambiénpareceser un punto de contactoentre receptory

proteínaG (Sullivan y col., 1987; Taylor, 1990). Trabajos recientescon

receptoresde acetilcolina han puesto de manifiestola importancia de un

dominio hidrofóbico del bucle i2 en el acoplamientode los receptoresa las

proteínastransductorasG quemedianla inhibición dela AC y laestimulación

de la fosfolipasaC (PLC) (McClue y col., 1994; Moro y col., 1993; Zhu y

col., 1994). Dadoquela sustanciaP, el mastoparán,y otros péptidosque

presentanen su secuenciaagrupacionesde residuosde carácterbásico

estimulanla actividadGTPásicaen presenciadefosfolipidos, sepiensaque

soncapacesdeactivar directamentelas proteínasG mimetizandola zonadel

receptorconacumulacióndecargaspositivas(Higashijimay col., 1988; 1990;

Mousli y col., 1990). A pesarde estassimilitudes, se observanpocas

homologías de secuenciaen las regiones del receptor implicadas en el

acoplamientocon proteínasG incluso en aquellosque interaccionancon las

mismasproteínasG (Strosberg,1991).
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1.3. proteínas G

LasproteínasG coordinanla relaciónreceptor-efectorya quereciben

la información desdelos receptoresy la transducenpara regular a los

efectoresproteicos(enzimasocanalesiónicos),queposteriormentemovilizan

alossegundosmensajerosintracelulares.Seencuentranentodaslascélulas

eucarióticasen las que controlan funcionesmetabólicas,hormonalesy de

desarrollo. Forman parte de una gran familia de GTPasasen la que se
mcluyen:

i) proteínasG de bajo pesomolecular (en torno a 20—25 kfla). Se

incluyen las subfamiliasRas, Eho, Rab, Rac y Art, que participanen la

proliferación y diferenciación celular, en el transporte vesicular, en la

organizacióndel citoesqueletoy en la regulación de funcionesnucleares

(Bourne y col., 1990; Feig, 1994; LLedo y col., 1994). Los factores

bacterianosrelacionadosconlasíntesisproteica (comoel factordeelongación

bacterianoTU) tambiénsehanclasificadodentrode estegrupo.

U) proteínas G heterotriméricas formadas por tres subunidades

distintas: a, (3 y r, de pesos moleculares 40—46, 37 y 7—9 }cDa,

respectivamente.En estas proteínasvamos a centrar la exposición del

presente trabajo. Son las encargadasde la transducción de señales

extraceluiares en respuestasintracelulares aunque, al igual que las

proteínasG de bajo pesomolecular, también participan en la formación,

transportey exocitosis de las vesículasde secreción (Aroni y DiFiglia,

1992).

La subunidada delas proteínasG heterotriméricaspresentaactividad

enzímáticaintrínseca.Cuandoseencuentraunidaal GDP, la subunidada es

inactiva. Un receptoractivadoporun ligandocatalizael intercambiodeGDP

por GTE en la proteína G, que entoncesinteraccionacon una proteína

efectoraparaproducir unaseñalintracelular. El estadoactivodela proteína

G finaliza con la actividad GTPásicaintrínseca. Como en el caso de las

proteínasG heterotriméricas,lasproteínasG debajopesomoleculartambién
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interaccionancon proteínas“receptorast~ y “efectoras” especificas- Estas

interaccionesse regulan por el estado activo” (GTP unido) o “inactiVo”

(GDF unido) delasproteinasG. Enla Figura2 secomparanlos componentes

que participanen el ciclo de activación de las proteínasG de bajo peso

moleculary de las proteínasG heterotríméricas.Como se observaen esta

figura sehandescritogran númerode proteínasqueinteraccionancon las

proteínasG de bajo pesomolecular, sin embargo, su designacióncomo

receptoraso efectoras todavía no está clara. Entre estas proteínasse

encuentrani) las GAPs (proteínasactivadorasde la actividadGTPásica),

que estimuianla actividadGTPásicade bajaKm y que sonespecificaspara

cada subfamilia de proteínasG de bajo pesomolecular, y u) las GEPs

(proteínas intercambiadorasde nucleótidos de guanina) formadas por

inhibidoresy estimuladoresdela disociacióndeGDP, queinteraccionancon

lasproteínasG de bajo pesomolecularcuandoestánunidasal GDP, regulan

la liberación de GDP y por tanto la tasa de conversiónentre los estados

inactivoy activo. EncontraposiciónconlasGAPs,lasGEPsnosontotalmente

especificasy parecenser capacesde regular proteínasG de bajo peso

molecularpertenecientesa diferentessubfamilias(Yamaney Fung, 1993).

Feig (1994)hapropuestocomoGEPsparala subfamiuiaRasareceptorescon

actividadtírosina quinasacomoes el caso del receptorpara el factor de

crecimientoepidérmico.

E Proteína G Sistema
Gs, Ci adenilato c¡clasa

R 172> ¡GGDP¡ 1:2> EFECTO Gt, Golf sensorial
lÓnactivo~~tivo> ¡<aCItvo~~vo) Go Ga canales jónicos

Gq lbsfolipasa

Actividad GTPásica
intrínseca

GEP
Proteína G Sistema

E~5~q fl~fl ras. rab transporte
SENAL E)> ~ ~ EFECTO rho vesicular.

roe exOCttOStS

ARF endocitosis

CAP

Figura 2. Mecanismos de transducción de seflales mediadas por proteínas G. Panel A: Activación de las
proteínas G heterotriméricas. Un receptor activo cataliza el intercambio del GDP par GTP en la subunidad
a. Panel B: Componentes conocidas de la tranaducción mediada por las proteínas G de bajo pesa molecular.
Una seAal conduce a la proteína 6 a su estada activo, proceso facilitado par GEN. En ambos casos la
actividad GTPásica devuelve a la proteína 6 a su estado inactivo.
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Todaslassubunidadesacontienensegmentosde secuenciahomólogos

alassecuenciasde lasproteínasG debajopesomolecular,por ello sepiensa

que estas regiones tan conservadasen las subunidades a son las

directamenterelacionadasconla hidrólisis del GTP. Estasregionessehan

denominadoA, C, G, eE (Figura3).

MyMm. don
~vooofl I.FI.NKXO.Aoxxcs.. PTX

IXÑ ___

“fi

LILL~tCZS~STT~KO Oc,, mit!.. ~ . t.KOCOLF

O~,.Oc,. atwPots~<stflgO O; . .?CAVUI.. Go, . . tJCflOl.C

unmsnoznrno otros .tCflOt. 04Oc,, tfltJLV

LDEINLL

Figura 3. Distribución de la especificidad de secuencias entre las distintas subunidades 6... Las cajas
vacías representan los dominios altamente conservados. Las cajas oscuras son las regiones que presentan
mayor diversidad en las secuencias de aminoácidos entre las diferentes subunidades.

La subunidad(3y la subunidadr formanel complejoestablefrr, que

sólamentees disociableen condicionesdesnaturalizantes(Neer y Clapham,

1988). La afinidaddelcomplejo f3r por lasubunidada vienedeterminadapor

los subtiposde (3y de t quelo forman(Kleussy col., 1993). Recientemente

seha implicado al complejo (3r en la transmisiónde señalesintracelulares,

como la activaciónde la fosfolipasaA2 (PLA2), la PLC o de la AC. Como los

complejos(3u soncompartidospor diferentessubunidadesa paraformar el

herotrimero,lascaracteristicasdela subunidada seempleanenlos trimeros

paradefinir a la proteínaG completa.Enzonasmuy concretascon una gran

especializaciónen la transmisiónde informacióncomosonlos sinaptosomas,

sehaobservadolaexistenciadeproteínasG no sólocomoheterotrimerossino

también como multimeros de tamaño variable (Coulter y Rodbell, 1992;

Jahangeery Rodbell, 1993;Nakamuray Rodbell, 1990). Recientementeseha

propuesto un modelo, apoyado en gran medida en la observaciones

anteriores,quelimita la movilidadde lasproteínasG enla membrana- Según

este modelo los receptores, las proteínasG y posiblementetambién los

efectoresseencuentranorganizadosen grandescomplejosmolecularesque

Uniitan su movilidad en la membranay potencian la especificidadde las

interaccionesque sedanentreellas(Neubig, 1994).
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Portécnicasdeclonajey secuenciaciónsehan identificadoen células

demamíferos21subunidadesa diferentes,4 subunidades%3y 6 subunidades

y. Las primerasproteínasG se aislaron por técnicasconvencionalesde

purificacióny selasasignóun subíndicesegúnla función quedesenpeflaran.

A la proteínaO queejercíaunefectoestimulatoriosobrela AC sela denominó

G. (de “stimulation”), mientrasque a la que ejercíaun efectoinhibitorio

sobre la AC se la denominó G~ (de “inhibition”) (Bokoch y col., 1984;

Hildebrandty col., 1983). La proteínaGk seencontróporprimeravezenel

tejido atrial enel corazóny estárelacionadaconla regulacióndelos canales

de potasio.Sin embargo,al aumentarel númerode proteínasO identificadas

por técnicasde clonaje,los nombresqueles fueronasignadosya no aluden

a sufunción. La Ge,., comola G~, tambiénestárelacionadacon la inhibición

de la AC pero no essusceptibledeser zibosiladapor la PTX (Caseycol.,

1990). La Gq estáimplicadaen la regulacióndelaPLC (isoformaj3). La vista

y el olfatoestánmediadaspor las proteínasG~ (de “transducin”) y G.1, (de

“ol±actory”), respectivamente.Recientementeha sido descritauna nueva

proteínaG, la G0 (de“gusducin”), cuyaexpresiónestálimitadaalaspapilas

gustativas. Presentaun 80% de homología de secuenciacori las G~,

especialmenteenlasregionesde lassubunidadesaqueinteraccionanconlos

receptoresy los efectores,y se la relacionacon una fosfodiesterasa.Por

último, la G~ (de “other”) selocalizafundamentalmenteentejidosexcitables

comoel corazón,la médulaespinalo elcerebro.Estadistribuciónsugiereque

la G0 está asociadaa la función de canalesjónicos que controlan la

excitabilidadde lascélulas. En la Tabla1 seresumenlas característicasde

las proteínasG mejorconocidas.

Subimidada

La suburiidada presentaactividadGTPásicaintrínseca,ademásde un

único sitio de alta afinidad para la unión de nucleátidosde guanina,sus

característicasdeterminanla subfamíliadentrode la cualseubicael trilmero

y determinala especificidadde la proteina O por un receptory un etector

concretos.
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Enalgunoscasoslassubunidadesapresentanresiduosquepuedenser

modificadoscovalentementepor toxinas bacterianas.La toxina del cólera

(CTX) catalizala transferenciadeuna unidadde ADP-ribosadesdeel NAD

(nicotinamida adenina nucleótido) a un residuo de arginina de las

subunidadesa de determinadasproteínasG. En concreto,a la Arg’78 de la

O. y a la Arg’74 de la Gb,. La toxinapertúsica(PTX) catalizala transferencia

de una unidadde ADP-ribosadesdeel NAD a aquellassubunidadesa que

poseenun residuo de cisteina en la cuarta posición contandoa partir del

extremo carboxilo terminal. Las proteínas G que pueden sufrir esta

modificaciónsonlasG±,O. y la G~
1. Lamodificaciónde lassubunidadesapor

la CTX conducea unaactivacióncontínuadeestasproteínas(por inhibición

de la actividadGTPásica),mientrasque la modificaciónpor la PTX impidela

activaciónde la proteínaO porel receptor.

Aunqueningunadelassubunidadesacontieneregionesquesepuedan

asociara la bicapa lipídica, el heterotrímeroestá fuertementeunida a la

membranaplasmática(Hepler y Gilman, 1992). A esto parecencontribuir

ciertas modificaciones lipidicas que puedensufrir las proteínasO. En

concreto,losácidosgrasosmiristoicoy palmíticopuedenencontrarseunidos

covalentementealassubunidadesa de lasproteínasO. Lassubunidadesade

lasproteínasG±1,G12, G~3, G., G,, y G~, esdeciraquellasquepresentanen

el extremoamino terminalun residuode glicina, puedenestarmiristofladas.

La incorporacióndelácidomiristoicoesun procesoco-translacionalesencial

paraquelas subunidadesa establezcaninteraccionesdealtaafinidadconel

complejo (3r y, por tanto, paraanclarelhetrotrímeroalamembrana(Yamane

y Fung, 1993). Las subunidadesa también pueden incorporar post-

translacionalmenteun residuodeácidopalmíticomedianteenlacesmuylábfles

de naturalezatioéster que se establecencon los residuosde cisteina del

extremoamino terminal. La palmitoilacióncontribuyea la interacciónde la

subur¡idada con su efector (Casey, 1994).

El extremoaminoterminalde la subunidadaparticipaen la unióncon

el complejo (3r. Dadoquela ADP-ribasilaciónde lassubunidadesa bloques

la interacción de la proteína O con el receptor y que la presencia de
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antisuerosespecíficoscontra el extremo carboxilo terminal previene la

activación de las proteínasO mediadapor el receptor, se piensaque el

extremocarboxilo terminalesel implicadoen la relaciónconel receptor.Con

respectoa la zonaimplicadaen la interaccióncon los efectoresseespecula

quelasecuenciadela regióncarboxilo terminaldeterminalaespecificidaddel

efector(Simon y col., 1991). En basealanálisiscristalográficodel factorde

elongaciónTU y a lassecuenciasaminoacidicasdelassubunidadesadonadas

sehapropuestounmodelotridimensionalparalassubunidadesa <Figura4).

Hastael momentosehandonadoy secuenciado21 subunidadesa en

vertebrados. Todos los subtipos de subunidades a están altamente

conservadoscon variaciones entre especies menores a un 3%. Esta

conservaciónpodríasignificarquecadasubtipotieneun papelespecificoen

la transducción de señales.Las diferenciasaminoacidicasentreun subtipo

y otrono estándistribuidasal azar en la secuenciasino queestánagrupadas

enregionesbiendefinidas.Una zonaen la queseobservagranvariabilidad

es la comprendidaentrelos residuos85 y 125. Aunqueesta zonaesmuy

diferente de una subunidada a otra, está muy conservadaen el mismo

subtipode a en diferentesespecies.

Figura 4. Modelo tridimensional propuesto para las subunidades a. Se sefialan las regiones implicadas
en unión de nucleátidos de guanina, así como las regiones implicadas en la interacción con los
receptores <extremo carboxilo terminal) y con el complejo ~t (extremo amino terminal).
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Comolelo Br

En mamíferos se han encontrado cuatro isotipos distintos de

subunidades(3: 13,, (32, (33 y (34, cada una de ellas formada por 340

aminoácidos.Presentanun 80% de identidaden su secuencia,sin embargo,

los tipos [3,y (32 tienenla mismasecuenciaaminoacidicaentodaslasespecies

en las que se han donado (Fong y col., 1987; Levine y col., 1990; Von

Weizsaclcery col., 1992). Lassubtipos(3k, (3~ y (33 seencuentranampliamente

distribuidas, mientrasqueel (3~. esúnicamenteabundanteentejido nervioso

y pulmón (Tabla 2).

En la secuenciaaminoacídicade todas las subunidades13 donadas

apareceun patrón repetitivo de secuencia.Se observanocho segmentos,

cadauno de los cualespresentauna secuenciade 40 aminoácidosen la que

destacandeterminadosparesespecialmenteel formadoportriptóf anoy ácido

aspártico.Laúnicaexcepciónaestatopologíarepetitivaesel extremoamino

terminal, que adopta una estructura de a hélice y que parece estar

directamenteimplicado en la interacciónentrelassubur>idades%3 y r.

Por técnicas electroforéticas, inmunológicas, de clonaje y

secuenciaciónde proteínassehan identificado 7 subunidadesu distintas,

cadauna de elias con una cadenade 75 aminoácidosde longitud y poca

homologiadesecuencia(Robishawy col., 1989; Tamir y col., 1991). El tipo

u, se expresaprácticamenteen todos los tejidos estudiados, el r3 es

especialmenteabundanteencerebroy testículos,mientrasqueel tipo t, se

expresaúnicamenteen los fotorreceptores(Tabla2).

Las subunidadest de todas las proteínasO puedenencontrarse

modificadas post-translacionalmente.La modificación consiste en la

eliminaciónde los tresaminoácidosdelextremocarboxiloterminaladyacentes

a un residuo decisteina, y su carboximetilacióne isoprenilaciónposterior

(Mumby y col., 1990). El tipo r, en la cisteinacarboxilo terminal incorpora

un grupo farnesil. Las subunidades u de cerebro se encuentran

pollisopreniladasy ademásincorporanen el extremocarboxiloterminaluna
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unidaddetrans-geranilgeranil(Yamaney col., 1990). Estasmodificaciones

podrían participar en el anclaje de la subunidadt a la membranay son

esencialespara que los complejos (3r seanactivos. A pesar de que las

subunidadesade lasproteínas01, 0., y G~, presentanun residuodecisteina

en esaposición no sufren estamodificación (Casey, 1994; Yamamey cok,

1993).

Lassubunidades[3y r aparecenenestructurasnativasformandoparte

de la proteínaO heterotrimérica,enasociaciónconunasubunidada, o como

una mezcla de dímeros [3c no disociables (Neer y Clapham, 1988).

Recientementese han descritoefectosdirectosde los complejos (3r sobre

efectorescelularespurificados. Los complejos [3t estimulanla ItA2 en la

retina, activan los canalesde l< reguladospor acetilcolina del corazón,

activandeterminadasisoformasde la PLC ((32 y (33) y tienenun efectodual

sobrela AC estimulandolas isoformasAC-fl y AC-IV e inhibiendola AC-I

(Campsycol., 1992; JelsemayAxeirod,1987; Katzycol., 1992; Logothetis

y col., 1987; Tangy Gilman, 1991). Todavíano seha podido determinarsi

la disociaciónde la proteínaO heterotriméricaesesencialparala activación

del complejo (3-c (Claphamy Neer, 1993).

Sepodríaconcluir quelos complejos13r tienendiversasfuncionesen

la transducción de señalesa través de la membrana:i) estabilizar la

interacciónde lassubunidadesa con los receptores,II) modularlos efectos

de las subunidadesa activadas,y iii) regularla actividadde los efectores

celulares.

1.3.1. ClasIficación de las vroteínas G

Lasecuenciadeaminoácidosde lasdiferentessubunidadesahapuesto

demanifiestoqueel 20%delos aminoácidosestánconservados.Sin embargo,

las diferencias en la secuenciason suficientes como para permitir la

clasificaciónde los diferentessubtipos (Tabla 1). Se han clasificadoen

cuatrofamilias o clases.La claseO., que incluye los dos tipos de G.ay la

G.,1~a; la claseG~, de la queformanpartelos tres tiposdeG1a, los dosde la
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G.,a, las dostransducinas,la O, y la G,,.a; la claseG~, formadapor la Oqa,

la G,,a, laG,.a, la G,5ayla G,6a;y laclaseG,2 integradapor lasG,2ay G13a.

ClaseG

.

En estafamilia seincluyen tanto las G.acomola G.,,,a.Activan la AC

y estimulan los canalesde Ca’ dependientesde voltaje (Dolphin, 1991;

Yataniy., 1988a).Los receptoresimplicadosenestosefectosincluyenlos

(3k-, 13r- y (33-adrenérgicos,D,-dopaminérgicos, lA-serotoninérgicos y
receptoresparaglicoproteinas<Strosberg,1991).

Lastécnicasdeclonajemolecularhanreveladolaexistenciadeprimero

dosy luegocuatroformasde DNAc paralaG.a, quedifieren enla presencia

o ausenciade un fragmentode 42 o 45 nucleótidosen la posición242. Estos

DNAc procedende un mismogen quepor procesamientoalternativoorigina

los distintos RNAm (Bray y col., 1986). Lasdosformascortas tienen380y

381 aminoácidosy las dos largas 394 y 395, con un fragmento de 15

aminoácidosinsertadoenel residuoArg”. Los pesosmolecularesesperados

para los cuatro polipéptidos estarian en el rango 44.2-45.7 kDa, sin

embargo, en electroforesis de SDS migran en dos bandascon pesos

molecularesaparentesde 45 y 52 RDa. La Arg
202 es el sitio de la ADP-

ribosilación por la CTX.

La subunidada,, seexpresaúnicamenteenlascélulasneuroepiteliales

del epitelio olfatorio donde estimula la AC. Tiene 381 aminoácidosy

estructuralmenteseparecemuchoalas subunidadesa. conlasquecomparte

un 90% de identidad de secuencia.Al igual que las subunidadesa., es

susceptibledeserribosiladapor la CTX (Jonesy Reed,1989).

ClaseG~

Es la familia másampliae incluye las proteínasG~a, G.,a, G,ay G,,,a,

que conservansu estructura génicaaunqueprovienende genesdistintos.

Al compararlosgenesquecodificanparaG
1a,G.,ay G~aseobservaquetodos
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ellos conservanlas posicionesde susintronesy exones.

Proteina G.

En un principio seasocióexclusivamentealos miembrosdeestaclase

con la inhibición de la AC (Bokoch y col., 1984; ¡Cataday col., 1984) en

contraposicióncon la familia de las O. (Hildebrandt y col., 1983), sin

embargo,en la actualidadtambiénselas relacionacon otros efectorescomo

son los canalesde K y de Ca2 (Yatani y col., 1988b) a través de los

receptoresa
2—adrenérgicos,D2—dopaminérgicos,m2, m3 y m4—muscarinicos,

A2-purinérgicos, de somatostatina,opioides (Freissmuth y col., 1991;

Kurosey col., 1986; Mifligan y col., 1985; Murray-Whelany Schlegel,1992;

Strosberg,1991; Uedaycol., 1988).

SehanclonadotresDNAc paratressubtiposdiferentesdea1, apartir

de diferentestejidos, presentanalta homologíade secuenciay cadauno de

ellosprocededeun genindependiente.Codificanparasubunidadesa de40-

41 RDade pesomolecular,presentandistintascinéticasdeunióny liberación

de nucleótidosde guanina(Carty y col., 1990) y sonsustratosde la PTX.

Estassuburiidadesse handenominadoa11, a12 y a13 en función del ordenen

que han sido donadas (SuRi y col., 1987). Tienen 354, 355 y 354

aminoácidos,respectivamentey presentanentreun 88 y un 94%de identidad

desecuencia.Los tressubtiposestánampliamentedistribuidosentodoslos

tejidos, incluido SNC y fibras nerviosasperiféricas, ademásde en lineas

celulares(Berti-Matteray col., 1992; Orford y col., 1991; Young y col.,

1993). Estáestablecidoque las tres G1a inhiben la AC y promuevenla

aperturade los canalesde ¡C, aunquela inhibición dela AC sólo ha podido

serdemostrada“in vivo” parala G12a(Moxhamy col., 1993). El subtipoG~~a

pareceserel másdirectamenteimplicado en la regulaciónde los canalesde

K (Codinay col., 1988) yen ciertostipos decélulassele harelacionadocon

procesosde transportevesicular y exocitosis(Aridor y col., 1993).
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Proteína G.,

Estaproteína fue purificada por primera vez a partir de cerebro

bovino por Sternweissy Robishawen 1984. En el cerebrode rnandferosse

han descritotres variantesdel subtipoG,a: G.,,a, G.,2a y, el recientemente

observado,G.,3a. Los subtipos G.,,a y G.,2ase generanpor procesamiento

diferencial del mismo gen y tienen un comportamientoelectroforético

semejante.Dehecho,la mayoríade los tejidoscontienenlosdospolipéptidos

(Strathmanny col., 1990). Las dos variedadesúnicamentedifieren en el

extremo carboxilo terminal de su secuenciaaminoacidicay presentanel

residuoCys susceptibledeserADP-ribosiladopor la PTX.

Regulacanalesde Ca
2, de K y la activaciónde la EtC, a travésde

receptoresde GABA~, 2-serotoninérgicos.a,-adrenérgicos,ni,, m
3 y m5—

muscarinicosy opioldes (Heschelery col., 1987; Moriarty y col., 1990;

Sweeneyy Dolphin, 1992; Ueday col., 1988; VanDongeny col., 1988; Yatani

y col., 1988b). El subtipo G.,3a tiene un peso molecularaparentemayor,

inmunológicamentese parece más al subtipo G.,2a y, podría controlar

electoresdistintos a los manejadospor G.,,ay G.,2a(Ntirnberg y col., 1994).

Selocalizafundamentalmenteenel tejido nervioso, tanto anivel centralcomo

periférico, y en lineascelulares(Asanoy col., 1990; Canlony col., 1991;

Cartery Medzihradsky,1993).

ProteínaG~

Es la implicada en el mecanismode la fotorrecepciónen la retina y

mediaentrela rodopsinay la fosfodiesterasa(PDE) dependientede cOMP.

Se handonadodos tipos de a1~ Uno seexpresaen los conos (a.2 o a~—c, de

“cnne~) y otro en los bastones(a,, o at-r, de “rod”) y parecenestimular

diferentesPDE dependientesde c-GMP. Tienen 350 y 354 aminoácidosy

compartenun 80% de identidad aminoacídica(Birmbauer y col., 1990).

Aunquelas dosformas presentanen su secuencialos residuosArg y Cys

susceptiblesde ser modificados por CTX y PTX, respectivamente,

unicamentela G,,a esribosiladapor ambastoxinas.

25



ProteínaG..

La secuenciaaminoacidicade la G,,,aesmuy parecidaa la de las01a

y G.,a, pudiendosufrir lasmismasmodificacioneslipídicas.Enconcreto,tiene

355 aminoácidosy presentaentreun 41 y un 67% de identidadde secuencia

conlasotrassubunidadesa(Fongycol., 1988; Matsuokaycol., 1988). Sin
embargo,carecedel residuoCysdel extremocarboxioterminalsusceptible

deserribosiladopor la PTX (Caseyy col., 1990). Tambiéndifiere del resto

de subunidadesa enque tienesustitucionesen la secuenciaen lasregiones

especialmenteconservadasenel restode las proteínasO (Matsuokay col.,

1988).Tieneunaexpresiónmáslimitada, siendoespecialmenteabundanteen

el SNC, plaquetas,bazo y espermatozoides(Caseyy col., 1990; Hinton y

col., 1990). Estadistribución tan restringidapodríasugerir una función

muy especializadade estetipo de proteínas.

Estudios realizadoscon subunidadesa.,. purificadashan puestode

manifiestosu baja velocidadde intercambiode nucleótidosde guaninay su

extremada dependenciade iones de Mg’ en comparación con otras

sunbunidadesa. Estaspropiedadescinéticaspodríanserresultadode la

secuenciaaminoacídicadiferencialqueestaproteínapresentaen el sitio de

uniónparalos nucleótidosdeguanina(Caseyy col., 1990).En experimentos

de reconstitución la activación de los receptoresa2-adrenérgico,D2-

dopaminérgicoy A,-purinérgicoen la líneacelularderiñón 293 promuevela

inhibición de laAC, lo queindicarladenuevounaestrecharelaciónentrelas

proteínasO~ y la O.,. (Wongy col., 1992).

ClaseGq

Todaslas proteínasqueseagrupanenestaclasecarecendel lugar de

modificaciónparalaPTX y activana diferentesmiembrosdelaPLC, al menos

a las isoformas 13 (SmrcRay col., 1991; Sternweissy Smrcka, 1992; Taylor

y col., 1991).
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Gqy G1, estánampliamentedistribuidasenlostejidos, incluidoel SNC,

ademásde en múltiples lineascelulares(Milligan. 1993a; Miteheil y col.,

1991) y difieren únicamenteen un 12% de su secuencialocalizándosela

mayoríade lasdiferenciasenel extremoaminoterminal.Estazonapareceser

importanteen determinarla especificidadde la interaccióncon el complejo

13r. 0,4 se encuentrafundamentalmenteen célulasepitelialesy estomáticas

mientrasque015 y 0,~ selocalizanen célulasheinatopoyéticas.AdemásO,,a

y G,6a presentansólo un 57% y un 58% de identidad con la Oqd. Esta

especificidad en su distribución podría significar un función muy

especializadadeestasproteínas(Hepler y Gilxnan, 1992).

ClaseG,2

Incluyelas proteínas~ y 013, queseexpresanen la mayoríade los

tejidos y sonresistentesa la modificaciónpor PTX.

1.3.2. Ciclo deactivaciónde las oroteinas<3

Un receptor de la superficie celular reconocey une un ligando

específico, que puedeser un neurotransmisorendógenoo una sustancia

exógena.Unavezunido, esteligandoinduceun cambioconformacionalenel

receptorque le lleva a activarunaproteínaO. Portanto, el ligandounidoal

receptorinicia dosprocesos;uno queconduceala pérdidade afinidad por

el propio ligando y, otro que comienzacon la activación de la proteínaG

heterotriniéricay que suponela generaciónde una señalintracelUlar.

La interacciónde la proteínaO con el receptoractivadopromuevela

liberación del 01W unido a la subunidada. La posterior unión del GTP

provocala disociacióndel complejoa-GTPdeldímero13v. Es entoncescuando

la subunidada—GTP y/o los dímeros pi interaccionancon las efectores

(actividadesenzimáticaso canalesiónicos). El ciclo de activación finaliza

cuandola actividadOTPásicaintrínsecade la subunidada hidroliza OTP a

GDP. Se producela liberación de fosfato inorgánico (Pi) y a~-ODP, que se

vuelvea asociarcon el complejo 13r (Oilman, 1987).
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Laspropiedadesdeesteciclo sepuedenresumireni) amplificaciónde

la señal:la activación deun único receptorpuedeactivarmuchasproteínas

O, del mismo modo que la activación de un efector puedegenerarmuchos

segundosmensajeros(Oiiman,1987; Taylor, 1992); II) duraciónsostenidade

la acción:la tasadehidrólisis deGTPesmuy lenta, muchomásquela unión

de una hormonaa su receptor (Orazianoy Ofiman, 1989; Landis y col.~

1989); y iii) autorregulación:una vez activadala proteínaO es capazde

inactivarsemediantela hidrólisisde OTP. Los análogosno hidrolizablesdel

OTP (comoelOpp(NH)poel OTPrS)al provocarunapersistentedisociación

del trímero producenuna persistenteactivaciónde las subunidadesa.

III

1

aop

Mg~

arr

e

Figura 5. Esquela de la trausducción mediada por proteínas 6. Un receptor une un aqonista lo que provoca
un cambio en la interacción entre el receptor y la proteína 6. Esto permite qúe el CTP en presencia de
Mg2 sustituya al CD? de la subunidad a. El complejo CTF-subunidad a se disocia del complejo ~zy uno
u otro interaccionan con los efectores. La actividad Gipásica intrínseca de la subunidad a hidroliza
el CTP a CD? liberando Pi. La subunidad a unida al CD? se vuelve a combinar con el complejo ~r lo que
da por concluido el ciclo de activación.

GDP

arpas.

pi
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1.3.3. Modulación de la actividad GTPásica

Mediada var rnntoree

La activacióndelasproteínasO seproducetrassuinteracciónconun

receptorlo queconlievala sustituciónde ODP por GTPen la subunidada y

la posterior disociación del trimero. Es la actividad enzimáticaOTPasa,

intrínsecade la subunidada, la que devuelvea lasproteínasO a su estado

inactivo. Cuandolos receptoresson activadospor agonistasseproduceun

incremento en la actividad OTPásicacomo consecuenciadel aumentodel

metabolismo del GTP en GDP y Pi en la subunidad a. Por tanto, la

determinaciónde la actividad GTPásicade una proteínaO acopladaa un

receptorestimuladopor un agonistaesreflejo tanto de la inactivacióncomo

de la activaciónde la proteínaO promovidaporun receptor.FueronCassel

y Selingeren1976estudiandoel sistema13-adrenérgicoeneritrocitosde pavo

los quedescribieronporprimeravezlaexistenciadeunaactividadOTPásica

de alta afinidad estimulablepor agonistas,en su caso por catecolammas.

Desdeentonces,la hidrólisis de GTP estimuladapor agonistas(ligandos

exógenosy endógenos),sehadescritoparamúltiplessistemasreceptoriales,

incluido el opioide, el adrenérgicoy el colinérgico,enunagranvariedadde

membranas(AIctoriesy Jakobs,1981; Barchfeldy Medzihradsky,1984; ClarR

y col., 1986; Fedynyshyny Lee, 1989; Franklin y Hoss, 1984; Oarzóny

col., 1994c; Hil±yJakobs,1989; Koskiy Klee, 1981; Uedaycol., 1987).

La actividad de las proteínasO y el control de su actividad por

nucleótidos de guanina y por receptoresactivados por agonistasestá

controladapor el Mg2 medianteun procesotodavía no del todo conocido

(Ofiman,1987). Tantoensistemasreconstituidosconreceptoresy proteínas

O purificados como en preparaciones de membrana, se requieren

concentracionesdel orden micromolar de esteión para que los receptores

controlenla unión e hidrólisis del GTP (Asanoy col., 1984; Hilf y Jakobs,

1989). Además de estar controlada por el Mg2, la hidrólisis de OTP

dependientedereceptoresactivadosporagonistaestácontroladapor el ión

sodio. Paralos primerosreceptoresen los que se puso de manifiestoeste
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requerimiento fueron los receptoresopiodes de las células hibridas de

neuroblastomaglioma NO 108-15 (Koski y col., 1982). El incrementoen la

hidrólisis de OTP dependientede la ocupaciónde receptorespor agonistas

en presenciadel sodio es el resultado de la inhibición de la actividad

enzimáticabasalpor el ión, puestoque la estimulaciónsólo esobservable

cuando la actividad basal está disminuida. Dos posibilidades pueden

considerarse:i) que el sodio disminuya la capacidadde intercambio de

nucleótidosde guaninao la actividadhidrolitica de la proteínaO, o Ii) que

el sodio actúe a nivel de los receptoresdisminuyendo la eficacia del

acoplamientoreceptor-proteínaO. Costay col. en1990en basea queel sodio

no altera la proporción de proteínasO que pueden ser activadaspor

receptores ocupados y, sin embargo regula la interacción entre los

receptoresy las proteínasO en ausenciade ligando, propusieronqueeste

ión juega un papel muy importanteen los mecanismossubyacentesa la

interacciónentrelos receptoresdesocupadosy lasproteínasO. Al menosen

membranasintactas,puestoquelos mismosautoresdemostraronquelosiones

sodio no ejercíanningún efecto directo sobreproteínasO purificadas. De

estos resultadosse concluye que el lugar de actuacióndel catión no se

encuentraen ningunade lassubunidadesa, 13 o r de lasproteínasO. Si, al

menos,partede laactividadOTPásicabasalesel resultadode la interacción

espontáneaentrelos receptoresdesocupadosy las proteínasO, el sitio de

actuacióndel sodio esel propio receptor.

No mediadavar receotores

El mastoparán,péptidode14 aminoácidos(Ile-Asn-Leu-Lys-Ala-Leu-

Ala-Ala—Leu-Ala-Lys-Lys-fle—Leu—NH2)queseencuentraenel venenodela

avispa, esun secretagogo no especificoen diversascélulasde mamíferos.

Provocalasecrecióndehistaminaenmastocitos,deserotoninaen plaquetas,

decatecolaminasen lascélulascromafinesy de prolactinaen los lactotropos

adenohipofisarios. Esta estimulación de la secreción está mediada por

proteínasO puestoque sebloquespor tratamientocon PTX (Higashijimay

ccl., 1988; 1990; Mousliycol., 199%).
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El mastoparánincrementala actividadGTPásicay la tasade unión de

nucleátidosdeguaninaenproteínasO purificadas,deun modosimilar acomo

lo hacenlos receptoresactivadospor agonista(Higashijima y col., 1988;

1990). El efecto es selectivo puesto que es más eficaz en estimular la

proteínasO~ y G~ quelas O. y O,, (Higashijimay col.. 1988).

A nivel celuiar, el mastoparáncompartepropiedadessecretorascon

una poliamina,el compuesto48/80,y conuna neuroquinina,la sustanciaP,

que también promuevenla liberación de histaminaen los mastocitos. El

compuesto48/80 y la sustanciaE> activan proteínasG1 y O~, purificadas

(Mousli y col., 19901,)enun procesoqueseevitacon el pretratamientode

las proteínas con PTX o con anticuerpos generadoscontra el extremo

carboxilo terminalde lassubunidadesa (Weingarteny col., 1990).Setrata

de péptidosanfifílicos cuyassecuenciaspresentanuna cadenahidrofóbica

largay una zonarica en residuospositivos,queen respuestaa cambiosen

el potencialde membrana,podríaninteraccionarprimerocon los residuos

negativosde la membranay luego directamentecon el extremocarboxilo

terminal de la subunidada de la proteínaO en la caracitoplasmáticade la

membrana(Higashijimay col., 1988; Mousli y col., 1990a).La cargaaniónica

de la membranapodría facilitar este procesopuesto que tratamientoscon

neuraminidasadesensibilizan la respuesta de los mastocitos a estos

secretagogos(Mousll y col., 199Gb). Otro tipo de compuestoscomosonlos

antidepresivostricidlicos también activan de modo directo proteínas00

purificadas (Yamainoto y col., 1992). Todas estas sustanciaspodrían

compartirconel mastoparánel mismomecanismode acción.

Cuandoel ruastoparánseunea membranasfosfolipídicasforma unaa

hélice altamenteestructuradaque exponeal medio acuoso los residuos

positivos (las tres Lys y el grupoamino terminal). Estemotivo estructural

también apareceen los buclesintracelulares (i2 e i3) de los receptores

acopladosa proteínasG, y que pareceque sonlos directamenteimplicados

en la interacciónconlasproteínasO (Dixon y col., 1987). El mastoparán,la

sustanciaP y otros péptidospodrían mimetizar la zona del receptorcon

acumulaciónde cargaspositivas (Higashijima y col., 1988; 1990; Mousli y
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col., 1990a). Al estudiarel efecto de análogosdel mastoparánsobre la

estimulaciónde la actividadguanilatociclasay del sistemade transducción

en membranasdepulmóny en cultivos celularesseha observadoque tanto

los residuospositivoscomo la estructura de a hélice son esencialespara

desencadenarla(Songy col., 1993; Danilenicoy col., 1993).

1.4. Sistemasefectores

A diferenciade lo quesehadescritoparalos receptores,los sistemas

efectores forman parte de una familia más restringida cuyos miembros

presentangrandesdiferenciasentre ellos. Incluyen enzimascomo la AC

(Bokoch y col., 1984; ¡Cataday col., 1984; Sternweissy col., 1981), la PDE

específicadecOMPdelascélulasfotorreceptoras(Birnbaumery col., 1990),

la PLC específicade los fosfatidil-inositoles (Sternweissy Smrcka, 1992;

Smrcka y col., 1991; Taylor y col., 1991), la PLA2 que libera ácido

araquidónico;transportadoresde Mg
2 y posiblementetambiénde glucosa;

y distintasclasesdecanalesjónicos, incluyendocanalesdeK, deCa2,y de

N& (Dolphin, 1991; Hescheler y col., 1987; VanDongen y col., 1988; Yatani

y col., 1988b).En basea esto,las respuestasprovocadasporlosmensajeros

extracelularesal ocuparreceptoresacopladosaproteínasO incluyennosólo

cambiosen los niveles intracelularesde segundosmensajeros(nucleótidos

cidlicos, fosfatidil-inositoles, diacilglicerol, ácidoaraquidónicoo Ca2) sino

tambiéncambiosen el potencialde membrana. De los tres elementosque

constituyenelsistemadetransducción,receptores,proteínasG y efectores,

los efectoresson los menosconocidosen términosmoleculares.Estudiosde

clonaje han identificado ocho isoformas de la AC (Tang y col., 1991),

dieciseis isotipos de distintos de la PLC y múltiples tipos de la PLA
2

(Sternweissy Smrcka,1992). Tambiénhayevidenciasdela multiplicidad de

canalesde Ca
2, K y Na, modulablespor proteinasO (Clapham, 1994;

Dolphin, 1991).

El sistemaefector másestudiadoesla AC, que catalizala conversión

de ATP, generalmenteasociadoal lón Mg2t en el segundomensajero

intracelular AMPc, que amplifica la señal generada por la sustancia
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extracelular. De este modo, los niveles de AMPc, controladospor un

receptor, regulan la actividad de la proteína quinasa A. Esta proteína

quinasa fosforila determinadasproteínas plasmáticascuya activación

promoverála respuestacelular. Al estudiar la secuenciade la AC seha

observadoqueesunaglicoproteinaquepresentadosporcioneshidrofóbicas

fuertementeancladasala membranaplasmáticay dosdominioshidrofilicos en

los que seencuentranlos centroscataliticos, responsablesde la unión de

nucleótidos(Tang y col., 1992).

Muchossistemashormonales(comoel muscarinicoy el a-adrenérgico)

estimulanla actividadde las fosfolipasasasociadasala membrana.La PLC

catalizala hidrólisis del fosfatidil-inositol difosfato (PIE>2) a inositol 1,4,5-

trif osfato (1P3) y a diacilglicerol (DAG), que actúan como segundos

mensajeros.El IP3 regulala liberacióndeCa
2 delosdepósitosintracelulares

y el DAG estimulala proteínaquinasaC, dependientede Ca2 y fosfolipidos.

Ademásel Ca2 generadopuederegular, directamentelos canalesde W

dependientesde 0a2 o, indirectamentemediantela calmodulina,la proteína

quinasadependientede Ca2 y calmodulina:la fosforilasaE (Eirnbaumery

col., 1990). Las secuenciasaminoacídicasde las PLC descritas presentan

gransimilitud en dosregiones,de entre170y 260 aminoácidos,queparecen

seresencialesparala actividadcatalitica de la enzima.Las homologíasque

aparecenen el resto de la secuenciase han utilizado para definir a las

sublamiliasde PLC como 13, u y 6 (Sternweissy Smarcka,1992). La ¡‘LA
2

catalizala liberacióndeácidoaraquidónicodela membranacelular. Seinicia

entoncesla cascadadel ácidoaraquidónicoque conducea la producciónde

los metabolitosprostaglandinas,tromboxanosy leucotrienos,que másque

actuar como mensajeros intracelulares se consideran mensajeros

intercelulares.

Los efectoscelularesde los segundosmensajerosestánmediadospar

proteínasquinasasque actúansobreproteínasdianaintracelulares,tales

como, canalesiónicos, transportadores,enzimasglicoliticas, y factoresde

transcripción, y que generan cambios intracelulares que afectan la

transcripcióngénica,la reorganizacióndelcitoesqueleto,los mecanismosde
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secrecióny la despolarizaciónde la membrana.

Encélulasnativas,distintosreceptoresrespondenala mismahormona

o neurotransmisor,sin embargoestosreceptorespuedenser de distintos

subtipos. Es decir, esimposibledeterminarsi la activaciónque producela

unión de distintos agonistassobredistintos sistemasde transducciónde

señaleses consecuenciade su unión a un mismo subtipo de receptor

multifuncionalo si, porel contrario, esconsecuenciadesu unióna distintos

subtipos de receptores,cada uno de los cuales es específico para las

diferentesrutasdetransmisióndeseñales.Paraintentaresclareceren qué

punto se produce la bifurcación dentro del sistemade transducciónde

señales,seexpresaun determinadoreceptorenunacélulaquenormalmente

nolo presenta.Estosestudiossecomplicanmássi tieneencuentaqueno sólo

las subunidadesa de las proteínasO tienen efecto sobrelos distintos

efectoressino que tambiénlos dimeros13r lo tienen (Sternweiss,1994), de

hecho, seha descritoqueestoscomplejosmodulanefectoresdistintosalos

moduladosporlassubunidadesa einclusoejercenefectosde signocontrario

sobreellos (Birnbaumer,1992).Enlaactualidadseconsiderantresposibles

mecanismosde bifurcación de las señalesgeneradaspor los receptores

acopladosa proteínasO (Milligan, 1993c):

Modelo 1. En las célulasseexpresandistintos subtiposde un mismo

receptor cadauno de los cualeses capazde interaccionarcon distintas

proteínasO, quea su vezinteraccionancon distintosefectores.

Modelo2. UnúnicoreceptorescapazdeactivarmúltiplesproteínasO,

cadaunade las cualesregulaun efector distinto.

Modelo3. Un únicoreceptorinteraccionaconunaúnicaproteínaO. La

bifurcación de la señalseproducetras la disociaciónde]. heterotrimero.La

subunidada y el dímero13r regulandiferentesefectores.
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Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

A it

1 1
0. 0. 0. 0, 0.

1
E. E. E, E. E,

Figura 6. Posibles ¡ecanístos de bifurcación de señales para las receptores tediados por proteínas G.

2. SIstema av4alde

2.1. PécttdosaploMesendócenos

Enun principioseaplicabael término“opiáceo” para desigaraaquellas

sustancias derivadas del opio (morfina, codeina y los derivados

semisintéticosde la morfina), sin embargoen la actualidadestetérmino se

encuentraen desusoy se ha sustituido por el término “opioide” que se

empleaparadesignara lassustancias,tantonaturalescomosintéticas,con

actividadmorfínica.

La estimulación eléctrica de ciertas regiones del tronco cerebral

produceanalgesiaendistintasespeciesanimalesy enel hombre. Laprimera

zonadel SNC dondesedescribióla existenciade analgesiaproducidapor

estimulacióneléctricafuelasustanciagris periacueductal(PAO) (Eeynolds,

1969). El mismo efectose observócuandoseestimulabala sustanciagris

periventricular (Rhodesy Liebeskind1979> y el núcleomagnodel rafeenel

bulbo (Fields y Basbaum,1978). La capacidadde inducir analgesiapor la

estimulacióneléctricade determinadosnúcleosdel SNC, analgesiaque es

antagonizadaporantagonistasopioidesespecificos,estimulólabúsquedade

ligandosendógenosque utilizaran fisiológicamenteesosreceptores.Así se

descubrierondos pentapéptidos,denominadosmetionina-encefalina(Met-

encefalina) y leucina-encefalina(Leu.-encefalina>, y un péptido de 31

aminoácidosdenominado13-endorfina(13-end),quecontienela secuenciade
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Met-encefalinaen el extremoaminoterminal. Los trespéptidosson capaces

de ocuparselectivamentelos receptoresopioides, de inducir las acciones

farmacológicaspropias de la morfina y de ser antagonizadospor el

antagonistaopioide naloxona. Posteriormentese han descubiertootros

péptidosde diversalongitud, quesecaracterizanpor contenersiempreen

el extremo amino terminal una secuenciade Met- o de Leu-encefalina.Se

encuentranampliamentedistribuidos en el 51W, SN periférico, tejido

cromafin y glándulasendocrinas,en especialen la hipófisis.

Todos los péptidosopioidesaisladoshastael momento derivan del

procesamientopost-translacionaldetresprecursorespolipeptidicos(Hbllt,

1983): la pro-.opiomelanocortina(POMC), denominadaasí porque de ella

derivan, entre otros péptidos, la ~-end, la ACTH (hormona

adrenocorticotropa)y la a-MSH (hormonaestimulantede melanocitos); la

proencefalinaA y; laproencefalinaB o prodinorfina.Estostrespolipéptidos

son de parecidalongitud y secaracterizanpor poseerde manerarepetida

ciertas secuencias de aminoácidos a lo largo de su estructura. La

proencefalina A contiene seis copias de Met-encefalinay una de tau-

encefalina;la proencefalinaE tieneseiscopiasdeLeu-encefalina;y la POMC

presentatres secuenciasde a-MSH (Figura 7).

La POMC essintetizadatantoenloslóbulosanteriory neurointermedio

de la hipófisis como en el cerebroaunquees mucho más abundanteen la

hipófisis. En el cerebrohay dosgruposdistintos de célulasquecontienen

péptidosderivadosde la POMC. Un grupocelular selocaliza en el núcleo

arcuadobipotalámicodesdedondeproyectasus axoneshacia estructuras

telencefálicas, diencefálicas, mesencefálicas y del tronco cerebral. En

especialestosaxonesinervanáreasimplicadasen la integraciónnociceptiva

y sensorial. Las aferenciasllegan, por tanto, hastaestructuraslimbicas,

talámicas, hipotalámicasy periventriculares(como el PAG) (Bloom y col.,

1978; Watsony col., 1977). El segundogrupodecélulasseencuentraen el

núcleodel tracto solitario y pareceproyectarhaciaáreasimplicadasen la

regulacióndeestructurasrespiratoriasy cardiovasculares(Khachaturiany

col., 1985). El procesamientode la POMC dependede la naturalezay
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localización de las células, por lo que la distribución de los péptidos

derivadosde la POMC (13-end,ACTH y a-MSH,) no eshomogéneaenel SNC

(Rossiery Eloom, 1979).

Los péptidosderivados de la POMC puedensufrir posteriormente

distintas modificacionesenzimáticasparaoriginarotrasformasmoleculares,

que en el caso de la 13-end reduceno abolen completamentesu actividad

opioidee, inclusoprovocanla aparicióndeotrasrespuestasfarmacológicas.

Los fraccionamientosproteoliticosen el extremocarboxiloterminalde la 13-

endoriginan 13—end (1-27), 13—end(1—26), r—end (3—end(1-17)) ya—end(13—
end (1-16)) (Smyth y Zakarian, 1980; Zakariany Smyth, 1982), quejunto

conla 13—end puedensufrir acetilacionesenelextremoaminoterminal. Tanto

los fraccionamientosproteoliticoscomolasacetilacioneseliminanla actividad

antinociceptivadela 13-endy reducensuafinidadporlos receptoresopioides

(Deakin y col., 1980; Smyth y col., 1979). Ademásla generaciónde las

formas t—end y a—end se ve acompañadade la aparición de actividades

neurolépticasy psicóticas(DeWied y col., 1978). SehapropuestoquelaN-

acetilaciónpodría ser un procesometabólico importanteparamantenerel

nivel fisiológico adecuadode actividadopioide tanto en el encéfalocomoen

la hipófisis (Smyth y col., 1979; Zakarian y Smyth, 1979). Por ello, la

actividadde la acetíltransterasaes de gran importanciaen el control de la

actividadbiológicade los productosdesecreción.Sehadescritoinclusoque

la biosíntesisde la POMC y la actividad acetiltransferasase encuentran

correguladas(Millington y col., 1986). La capacidadde las células POMC

parasecretarpéptidoscondistintaactividadbiológicapodriaserimportante

paralos organismosparaadaptarsea cambiosen el medio ambiente.

A diferenciade la POMC, dela queúnicamentederivaun péptidocon

actividadopioide(13-end),dela proencefalinaA derivanvariospéptidoscon

estaactividad: Leu-Encefalina,Met-Encefalina,Met-Encefalina-Arg-Phe,

Met-Encefalina-Arg-Gly-Leuo los péptidos BAM, E y F (Figura 7). Las

neuronas que contienen proencefalina A se encuentran ampliamente

distribuidasenel SNC, desdela cortezacerebralhastala médula(Tempely

Zukin, 1987), y sondistintas a las célulasque contienenPOMC (Rossiery
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col., 1977). Las mayoresconcentracionesde encefalinasaparecenen el

estriadoy en el diencéfalo, especialmenteen el hipotálamo y en el área

preóptica, lo que sugierela participación de estospéptidosen funciones

neuroendocrinas.Enel mesencéfalo,lascélulasencefalinérgicasselocalizan

fundamentalmenteenel FAO y enelnúcleomagnodel rafe, esdecirenzonas

directamenterelacionadascon los mecanismosde control del dolor.

La proencefalinaB o prodinorfina contienedistintos péptidoscon

actividadopioide, incluyendodinorfinaA, dinorfinaB y a—y 13-neoendorfina

(Figura7). Lospéptidosderivadosde la proencefalinaB tienentambiénuna

distribución muy ampliaen el SNC aunquemenosque los derivadosde la

proencefajina A. Destaca la localización de un grupo de células

prodinorfinérgicas,distintasalos corticotropasquesintetizanPOMC, enel

lóbulo anterior de la hipófisis (Khachaturiany col., 1985).
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Figura 7. Diagralas de las estructuras de las proteínas y genes de las tres faillias de péptidos
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Los péptidosopioides endógenospertenecientesa las tres familias

anteriormentedescritaspresentanafinidadesdiferencialespor los distintos

receptoresopioides.La 13-endmuestraafinidadpor los receptoresp, 8 y E,

pero no por el K. Los péptidosderivados de la prodinorfina presentan

selectividadporlos receptores1< y <5 (aunquepreferencialpor los IC). Los

péptidosderivadosde la proencefalinaA muestranafinidad por los cuatro

tipos de receptores,pero la afinidad varíaen función de la longitud de la

cadena(Oarzóny col., 1983).

2.2. Recer>taresonSoide8

Laexistenciade receptoresopioidesquedódemostradaenla décadade

los 70 por distintoslaboratorios(Pert y Snyder, 1973; Simon y col., 1973;

Terenius, 1973). En estudiosde fijación realizadosen homogeneizadosde

cerebroseobservóque estosreceptoresselocalizabanpreferentementeen

membranassinápticas (fracciones E>2 y 1%). Dado que ciertas enzimas

proteoliticasy diversosagentesmodificadoresdeproteínasreducíanlaunión

específicade radioligandosopioidesa esosreceptoresseconcluyóqueeran

denaturalezaproteica(Pasternaky Snyder, 1974; Simony col., 1973). Con

el descubrimientodelospéptidosopioidesendógenosseaceleróel estudiode

los receptoresopioides.Al estudiarla uniónde ligandosa estereceptorse

observóque la unióneraestereospecificay sensibleaionesy a nucleótidos

de guanina (Goldstein y col., 1971; Simantov y col., 1976). Un aspecto

particular de estereceptoresque la unión de agonistasy antagonistasse

alteradeforma diferencialpor cationesy GTP (Childersy Snyder,1980).

En basea estudiosfarmacológicossehan descritoal menostrestipos

distintosde receptoresopioides, quesehan denominadop (mu), 8 (delta)

y XC (kappa) (Lord y col., 1977). Estos receptorespresentandiferente

afinidad por los distintosligandosopioidesy tambiéndiferentedistribución

autorradiográfica(Mansoury col., 1988). En elvasodeferentede la ratase

ha identificado un cuartotipo de receptoroploide especíaimentesensiblea

1a13-end:elreceptorE(epsilon) (Oarzónycol., 1985). Con elclonajedelos

receptoresopioideslos estudiosdedistribucióndelos receptoresopiodesen
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el SNC combinan técnicasautorradiográficas(en los que se observala

fijación específicade ligandos)conla determinacióndelaexpresióndeRNAm

específicosparacadauno deellos. En general,existeunabuenacorrelación

entrela expresiónde los RNAm paralos receptoresopioidesy los sitios de

fijación correspondientes,lo que sugiere una síntesis receptortal local

(Mansour y col., 1995). Sin embargo,los mismos autoresjustifican la

existenciadeáreasen lasquela expresiónde RNAm no secorrespondecon

los niveles de fijación en basea i) la alta sensibilidadde las técnicasde

hibridación “in situ” en comparaciónconlas técnicasde fijación clásicasen

las que se empleanligandosde baja selectividady, u) la existenciade un

mecanismode transportede receptores,que permitiría su desplazamiento

tanto desdelos somashastalos terminalesen una misma neuronacomo su

transporte desde un área nerviosa hasta otra. Esta última hipótesis

justificaría queen la sustancianigrasedetectefijación p y noexpresiónde

RNAm parael receptorp. Mansoury col. (1995)sugierenquelos receptores

p sesintetizanenel estriadoy sontransportadosal mesencéfalomedianteel

sistemanigroestriatal.

Los receptoresp, preferentesparacompuestoscomo la morfina, se

encuentran ampliamente distribuidos en el SNC siendo especialmente

abundantesen neocorteza,caudado—putamen,septum,tálamo,hipocampo,

sustancianigra, coliculossuperioreinferior, locuscoeruleus,y núcleodel

tacto solitario. Las encefalinas son especialmentepotentessobre los

receptores8, que presentanuna distribución másrestringida que los p.

Destacanpor su abundanciaenestructurasencefálicasrostralestalescomo

neocorteza,caudado-putameny amígdala.Los receptoresK, denominadosasí

por constituir los sitios de fijación de los compuestossemejantesa la

ketociclazocina,sonlos receptorespreferentesde lospéptidosderivadosde

la prodinorfinay presentanun tercer patrón de distribuciónen el SNC con

sitioslocalizadoseneláreapreóptica,hipotálamo,eminenciamedia,caudado-

putamen,amígdalay núcleodeltractosolitario. Aunquesedetectaun cierto

grado desolapamientoen la localizacióndecadauno de los receptores,su

distribución anatómicaconcretavaria. A la vista de estadistribución se

puedeasumir que el receptor ji seencuentraen áreasrelacionadascon el
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control de la sensaciónnociceptiva e integración sensorialy motora; el

receptor8, quetambiénparticipaenelcontrolnociceptivoy enla modulación

de sistemasendocrinos,presentauna localizaciónmás restringidasiendo

especialmenteabundanteen las áreasmás rostralesdel encéfálo.Y, por

último, la distribución del tipo K esconsistentecon su participaciónen la

regulación de la ingesta, equilibrio hidrico, control de la temperatura

corporal, motilidad gastrointestinal,percepciónde la sensacióndolorosay

función neuroendocrina.

Sehapropuestola existenciadedossubtiposdistintosdereceptorji.

El ji’ uneopíaidesy encefalinasconalta afinidad mientrasqueel ji2 lo hace

demodopreferenciala la morfina (Goodmany Pasternak,1985; Pasternaky

Wood, 1986). El primero de ellos se ha postuladoque media la analgesia

opioide supraespinal,mientrasque el ji
2 esel responsablede los efectos

secundariosque acompañana la administración de opioides, tales como

depresiónrespiratoria,inhibicióndeltránsitointestinaly dependenciafísica

(Bocinar y col., 1988; Connelly y col., 1994; Rafia y Chupsky, 1993). 13-

funaltrexamina(Ward y col., 1982) y naloxonacina(Wolozin y Pasternak,

1981) son antagonistas irreversibles para los receptores ji y ji,,

respectivamente.Otrosantagonistasde los receptoresji son, el análogode

la somatostatina:CTOP (Cys’,Tyx9,Orn%Pen
7Amida), y la naloxazona,

antagonistaselectivoparael subtipo ji, (Oulyay col., 1986).

Recientementeseha descritolaparticipacióndedistintossubtiposdel

receptor8 (8, y 82) en la regulación de la antinocicepciónen el ratón. El

antagonistaselectivodelos receptores8, el Id 174864 (Cotton y col., 1984),

no es capaz de discriminar ambossubtipos. El subtipo 8, se localizaria

fundamentalmenteenel cerebroy tendriacomoagonistaespecíficoalpéptido

DPDPEmientrasqueel subtipo82 seriade localizaciónespinaly la [D-Ala2]-

Deltorfina II seriasu agonístapreferencial(Mattia y col., 1992; Takemorí y

Portoghese,1993).Coneldesarrollodeantagonistasselectivosnopeptidicos

para los subtipos 8, y 82 (tales como el hidrocloruro de benzilidene-

naltrexonao BNTX y elnaltribéno NTB, respectivamente)seestáavanzando

en la caracterizaciónfarmacológicade los receptores8 (Sofuoglu y col.,
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1991).

Con anterioridady dadala capacidadde los agonistas8 paramodular

la antinocicepciónji (Porrecay col., 1992; Sánchez-Blázquezy Garzón,

1989) se habla consideradola hipótesis de la existenciade complejos

receptorialesformadosfundamentalmentepor receptoresji y 8 entrelos se

podríanestablecerinteracciones(Rothmany col., 1988).El modelopropuesto

definela existenciadereceptores6 comotales(6=, noasociadosalcomplejo)

y de receptores6 asociadosal complejo (8~,) (Xu y col., 1993).

En basea estudios de fijación los receptoresopioides XC se han

clasificadoen tres subtipos: XC,, 1(2 y 14. Los XC, fijan preferentemente

ketociclazocinas,los 1(2 quepresentanbaSaafinidad porestassustancias,y

los sitios K3, queencondicionesmuyrestrictivasparala fijación tipo XC, son

marcadosselectivamentepor la naloxonabenzofihidrazona(Yasuday col.,

1994). La nor-binaltorfimina es un antagonistaaltamenteselectivode los

receptoresopioidesXC (Portoghesey col., 1987).

Los receptoresopioides se encuentranacopladosnegativamenteal

sistemaenzimáticode la AC, inhibiendola formaciónintracelularde AMPc,

y tambiéncontrolanla aperturade canalesde calcio y potasio(Di Chiaray

North, 1992; Heschelerycol., 1987; Northycol., 1987). En esteproceso

participanlas proteínastransductorasG sensiblesa la toxina pertúsicaG5

y G0. Estudios recienteshan puesto de manifiesto, que al menosen las

célulashibridasNG 108-15,la activaciónde losreceptoresoploidesconduce

a la estimulaciónde la PLC (Jin y col., 1994). Con el descubrimientode

subtiposde receptoresopioidessehaplanteadolacuestióndesi los distintos

subtiposde un mismoreceptorutilizan el mismosistemade transducción.

El recienteclonajede los receptoresji (Cheny col., 1993; Mm y col.,

1994; Thompsony col., 1993; Wang y col., 1993), 8 (Abeody col., 1994;

Evansy col., 1992; Fukuda y col., 1993; Kieffer y col., 1992) y K (Li y

col., 1993; Yasuday col., 1993)facilitarálos estudiosmolecularesdirigidos

a profundizaren el conocimientode susdistintas propiedadesfuncionales,
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del sistemade transducciónque empleany en el desarrollode ligandos

específicosparacadauno de ellos. Existen evidenciasfarmacológicasque

sugieren que los receptoresopioides ji, 6 y XC donadostienen perfiles

farmacológicossimilaresa los subtiposji,, 82 y XC, (L.ai y col., 1994; Raynor

y col., 1994; Uhl y col., 1994; Yasuda y col., 1994). Los estudios

farmacológicosrealizadoscon los receptoresdonadoshan reveladoquelos

compuestoscon capacidadaltamenteadictiva talescomomorfina, fentanil y

metadona,presentanuna alta afinidad por el receptor ji donadopero muy

pocapor los receptoresóo XC (Raynory col., 1994).

Los receptoresopioides, que son miembros de la superfamniade

receptores acoplados a proteínas G, presentan siete dominios

transmembranaresy compartenun alto gradode semejanzaensu secuencia

aminoacidicacon aproximadamenteel 50% de susresiduosidénticos (Figura

8). 1~ 8

Fiqua 8. Diagrama de la estructura proteica de los receptores opioides. El extremo amino terminal es
extracelular mientras que el carboxilo terminal es intracelular. Estos extremos para cada uno de los
tres receptores se señalan con flechas que también indican el nombre del receptor. La membrana lipidica
se representa como un rectángulo vacio. También se señalan un posible sitio de palmitoilacián y un
puente disulfuro. 6, residuos idénticos entre los tres receptores; 9, residuos idénticos en dos de ellos
y; O, residuos únicos para cada receptor.

8
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El receptor6 seha donadoen la ratay en el ratón. SucDNA codiuica

paraunaproteínade372 aminoácidos,quepresentaun 97% de identidadde

secuenciaentrelos receptores6 de las dosespecies.Conservatambiénun

alto gradode homologíacon los receptoresde somatostatina.El receptorXC

setratadeunaproteínade380 aminoácidosquecomparteun61%deidentidad

aminoacidicacon el receptor6 de la rata y un 70% con el del ratón. Se le

relaciona con el ciclo de los fosfatidflinositoles y con la inhibición de la

actividadde los canalesde Ca2. La secuenciadel receptorji de laratatiene

398 aminoácidosy presentaentreun 57-68%dehomologíadesecuenciaconlos

receptores6 y XC del ratón, respectivamente.

Las regionesmás conservadasentre los tres receptoresson los

dominiostransmembranaresU, III y VII, elprimerbucleextracelulare, y los

buclesintracelularesi
2, i3 et. Lagransimilitud desecuenciasenestasáreas

sugiereque podríanestarimplicadasen la unión del ligando (II, III, VII y

e,), acoplamientoa las proteínasG (i2 e i3) y regulacióndel receptor, es

decir, a aquellas propiedadescomunesa los tres tipos de receptores

opioides. Estas similitudes justificarían el solapamientoen la unión de

ligandosentrelos tres receptoresy la interacciónconlas mismasproteínas

G.

Losdominiostransmembranares1, 1V-VI, los buclesextracelularese2

y e3, asícomolos extremosaminoy carbosilo terminalsonlos quepresentan

más divergenciasentre los tres receptores. En los extremosamino y

carboxilo terminallas diferenciassedan tanto en la secuenciaaminoacídica

comoenlongitud de la misma. Estosignificariaquetanto los extremosamino

terminal comolas regionesextracelularesparticipanen la discriminaciónde

los ligandos.Unacaracteristicade los receptoresopioideseslaexistenciade

sitios potencialesde glicosilación en los extremosaminoterminales.En los

receptores6 y 1< aparecendos sitios de glicosilación mientras que en el

receptorji sedancinco. Por tanto, dependiendodel gradode glicosilación

los receptoresopioidespuedenpresentardiferentespesosmoleculares.
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2.3. A~ones fisiológicas de los ovialdes. Partiduadón en los mecanismos

adautativos cae conducen a la toleranda-decendenda

En generalla respuestade unaneuronaa la acción de un opioide se

caracterizapor i) inhibición de la actividadbioeléctrica,y II) inhibición de

la liberacióndel neurotransmisoren el queesaneuronasehaespeciajizado.

Estudioselectrofisiológicoshan demostradoque los opioidesal reducir el

ritmo de descargade las neuronasreducenla cantidadde neurotransmisor

liberado. Los opioides, al actuar sobrelos receptoresji y 8, aumentanla

conductanciade potasio, por consiguientela membranase hiperpolariza

dificultándosela produccióny/o propagacióndel potencialdeacción,quees

el responsablede la liberación del neurotransmisorpresináptico(North,

1986). El receptor XC al activarsereduce la entradade cabo al interior

celular dificultando la liberación del neurotransmisor(Werz y McDonald,

1985).

Uno de los efectosmásrelevantesde los opioidesesla analgesia.Su

elevadapotenciay selectividadparareducirla sensibilidadnociceptivasin

alterarotrassensacioneslos hacenextremadamenteútiles en el tratamiento

del dolor de alta intensidad. En la transmisión de la sensacióndolorosa

participanvíasaferentesqueconducenlos estímulossensitivosperiféricos

hastala médulay/o centrossupenoressupraespinalesdel SNC, dondela

sensaciónnociceptivaseíntegra, y desdedondepartenvíasdescendentes

derespuestaquemodulanasuvezla informaciónnociceptiva(laestimulación

eléctricadeciertasregionesproduceanalgesia).Actualmenteseaceptaque

los tres tipos de receptoresopioides estánimplicadosen el control de la

sensacióndolorosa.Sin embargo,aún no estábien definida la importancia

relativadecadatipo dereceptorenlarespuestafrenteadiferentesestímulos

(térmicos,dep~ó....). A nivel supraespinalel receptorji esel principal

responsablede la analgesiaopioide, si bien el receptor8 puedemediarun

gradomoderadodeantinocicepción(Porrecay col., 1992; Sánchez-Blázquez

y Garzón, 1989). Los opioldes,ademásde participaren los mecanismosde

transmisióny controlde la sensaciónnociceptiva, seencuentranimplicados

en otrasaccionesrelacionadasconla regulaciónde laactividadmotora,con
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la termorregulación, con procesosemocionales,con la regulación de la

ingesta,de la presiónarterial, de la respiración, etc (Olsony col., 1991;

1992; 1993).

La administracióncontinuadade sustanciasopioidesen los mamíferos

conducea la apariciónde toleranciaa estassustanciasquesemanifiestapor

una disminución en la respuestaa dicha sustancia(por lo que hay que

aumentar la dosis para conseguir el mismo efecto) y se acompañade

dependenciafísica caracterizada por una acusada respuesta a los

antagonistasy por laaparicióndealteracionescomportamentales(síndrome

deabstinencia)trasla retiradade la sustancia.Los estudiosrealizadosen

órganosperiféricos, en especialen el plexo mientérico de cobaya, y en

célulasde origen neuronalen cultivo <Collier, 1980; Sharmay col., 1975)

han hecho posible establecerel mecanismopor el cual se desarrolla la

tolerancia-dependenciaa los optoides.

Existenevidenciasquesugierenquelasalteracionesenlos receptores

opioideso en la liberaciónde neurotransmisores(Bhargavay Gulati, 1990;

Werflng y col., 1989) podríanserlas responsablesde la apariciónde estos

fenómenos.Enestesentido,desdeel descubrimientodelospéplidosopioides

endógenosseleshaintentadoasignarun papelenlos procesosdetolerancia-

dependenciay de abstinenciadadoquela administracióncrónicademorfina

seasociaconcambiosen la síntesisy/o secrecióny el procesamientode las

prohormonas proopíomelanocorljna, proencefalina A y prodinorfina

(Bronsteiny col., 1990; Garcíade Yébenesy Pelletier, 1993; Gudehithluy

col., 1991; Rattanycol., 1992; Romualdiycol., 1993).

Sin embargolos cambiosquese producenmásallá del receptor, es

decir, en el sistemadetransduccióny en los segundosmensajerospodrían

también justificar la aparición de estos cambios adaptativos.. La

administracióncrónicadeopioidesdecélulashibridasNG 108-15y enel locus

coeruleusconduceaunahipertrofia del sistemaproductordeAMFc (Nestler,

1992; Sharmay col., 1975). Estahipertrofia del sistemaproductordeAMPc

seconsideraresponsablede la dependenciaopioidey podríaserla respuesta
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adaptativadelascélulasalasseñalesinhibitoriasquelos receptoresopioides

activadosenvíanalaAC. Apoyandoestahipótesisseencuentranlastrabajos

realizadoscon inhibidores de la PDE (teofílina, cafeína o IBMX), que

producenacumulaciónde AMPc al inhibir su metabolismo.Estoscompuestos

al ser administradosantes que el antagonistanaloxonason capacesde

producir un cuadrode retirada-síndromede cuasi-abstinenciasemejanteal

que seobservaen la dependenciamorfinica (Francisy col., 1986; Lérida y

col., 1989).

Es asímismoposiblequela hipertrofia del sistemaproductordeAMPc

podríainduzcacambiosen la expresióngénica, queseencuentraen gran

medidamoduladapor proteínasquinasasdependientesde AMPc (Nestler,

1992)- Estahipótesisjustificarla lasmodificacionesobservadasenlos niveles

deRNAm delasdistintasprohorinonasopioidestraslaadministracióncrónica

de morfina (Bronstein y col., 1990; Garcíade Yébenesy Pelletier, 1993;

Romualdíy col., 1993).

3. Antecedentesy objetivasdel trabajo

Las proteínastransductoraso proteínasG desempeñanun papel

esencialen la mediaciónde los efectosfisiológicos y farmacológicosde la

mayoríade los receptoresparahormonasy neurotransmisores.Transmiten

la informacióndesdelos receptores,situadosenel exterior de la membrana

celular, hastalos efectoresintracelularesya seanéstosenzimaso canales

iónicos.Losreceptoresopioidesji y 8 seencuentranacopladosnegativamente

al sistemaenzimnáticode la adenflatociclasapor lo que inhiben la formación

intracelularde AMPc. Los receptoresopíoidestambiéncontrolanla apertura

de canalesdecalcio y potasio(Di Chiaray North, 1992; Heschelery col.,

1987). En esteprocesomedianlas proteínastransductorasG sensiblesa la

toxina pertúsicaG1 y G0 (Laugwitz y col., 1993; Ueday col., 1988).

Enel laboratoriodeNeurofarmacologíadelInstituto Cajalelestudiodel

sistemaopioide es un objetivo prioritario, por ello el presentetrabajo se

diseñóconelobjeto deprofundizarenelconocimiento,i) de laadaptacióndel
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sistemaopioide endógenofrentea los tratamientoscrónicoscon opioidesy;

II) del sistemade transducciónasociadoa los receptoresoploidesp y 8. En

la realizacióndel trabajo se han empleadodos técnicasexperimentales,el

radioinmunoensayoparadeterminarnivelesdepéptidosopioídesendógenos,

y la cuantificaciónde la actividad GTPásicade alta afinidad asociadaa las

subunidadesa de las proteínas G, técnica que permite estudiar la

comunicaciónentrelos receptoresopíoidesy el sistemade transducción.

La exposicióncontinuadade un sistemacelulara un agonistaprovoca

fenómenosadaptativosen las célulasque afectantanto a los receptores

implicados (Law y col., 1g82; Vachon y col., 1987), como al sistemade

transducciónque éstos emplean (Ammer y Schuiz, 1993; Milligan, 1993;

Mílligan y Green, 1991). Estosfenómenosformanpartede los procesosque

conducena la apariciónde toleranciay dependencia.En estetrabajoseha

abordadoel estudiodel fenómenode la tolerancia-dependenciaa opioides

desdedosaproximacionesexperimentales.Por unaparte,sehanestudiado

los cambiosquela presenciacrónicademorfina y la posteriorretiradadel

opioide provocanen los nivelesde los dospéptidosopioldesendógenos[3-

endorfina(1-31) y su derivado N-acetiladoenel SNC de la ratay el ratón.

Y por otra, de qué modo el tratamientocrónicocon la morfina afectaa las

relacionesentrelos receptoresopioldesy las proteínastransductorasG en

elSNCdel ratón.Enla bibliografíaseencuentranampliamentedocumentados

los cambiosquese producenen los nivelesde [3-endorfina (1-31) y en la

expresióndelos sistemasopíoidesderivadosdela pro-opiomelanocortinaen

animalestolerante-dependientesa opioidesy con síndromede abstinencia

(Bronsteiny col., 1990; GarcíadeYébenesy Pelletier, 1993; Gudehithluy

col., 1991), sin embargo,los efectosque estassituacionesexperimentales

provocan sobre su derivado N-acetilado no habían sido estudiadosen

profundidad.

El establecimientodeun perfil dedistribuciónparala 13-endorfina(1-

31) y parala N-acetil-¡3-endorfina(1-31) en el SNC de la ratay del ratón,

las dos especiesque másse utilizan en la investigaciónde opioides,y los

cambiosque se producen en dicho perfil en situacionesde tolerancia-
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dependenciay deabstinenciaaopioidesesdegranimportanciaya queseha

propuestoa la N-acetil-[3-endorfina(1-31) comoun reguladordecarácterno

competitivosobreel receptoropioideji. Esteneuropéptidoquepresentabaja

afinidad por los receptoresopioides <Deakin y col., 1980) y carecede

actividad analgésicacuandose inyectai.c.v. en roedores(Smyth y col.,

1979) atenúala severidaddel síndromedeabstinenciaen el ratón <Garzóny

Sánchez-Blázquez,1992) y regulalos efectosantinociceptivosdediferentes

opioides, entre ellos la [3-endorfina (1-31), DAGO y morfina (Garzón y

Sánchez-Blázquez,1991; Sánchez-Blázquezy Garzón, 1992a; 1993a).

Las subunidadesG. sonenzimasqueunenehidrolizan GTP. Aunque

la tasade hidrólisis de GTP eslenta (Gilman, 1987),esposibledeterminar

la actividad GTPásica de membranas plasmáticas debido a la alta

concentraciónde proteínasG existenteen elias. Tambiénesposiblemedirla

estimulaciónde la hidrólisis deGTP mediadapor el receptor, ya quecuando

un agonistaseunea un receptorseestimulael intercambiodeGDP porGTP.

La técnicadedeterminacióndelaactividadGTPásicafuedescritaporprimera

vezeneritrocitosdepavoporCassely Selingeren 1976, en laactualidadel

métodosiguesiendoválido aunquesehanrealizadoalgunasmodificaciones

paramejorarel rendimiento.La medidadelaactividadGTPásicamediadapor

proteínasG selleva acabointroduciendoenel ensayoel trazadorradiactivo

c[32P]GTP quecompiteconel GTPsin marcary queconstituyeel sustratode

la reacción.En el mediodeincubación,ademásdelasmembranasa estudiar,

se encuentranpresentesun inhibidor de las nucleósidotrifosfatasasno

especificas,unsistemaregeneradordeATP (paradisminuir la transferencia

del 32Pi liberado al ADP), un inhibidor de la ATEasa de Na/K, MgCl
2

(necesanopara la actividad catalitica de las proteínas G) y NaCí

(imprescindibleparaatenuarlas interaccionesque se producenentre los

receptoresdesocupadosy lasproteínasG). Al producirsela hidrólisis, se

libera
32Pi quepuedemedirseporcontajeradiométricotrassuseparacióndel

r[32P]GTP no hidrolizado.
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Koski y Klee (1981) demostraronque los opioides, en un proceso

mediadopor receptor,estimulanla actividadGTPásicadebajaKm enla linea

celular de neuroblastomax glioma NG 108-15 y que dicha activación se

correlacionacon la inhibición de la enzimaadenilatociclasa.Por tanto, la

estimulaciónde la GTPasadebajaKm provocadaporagonistasenmembranas

reflejalosacontecimientosqueseproduceninmediatamenteacontinuaciónde

la activacióndel receptorpor la unión deun agonista.Trabajosposteriores

demostraronquelosopioidestambiénestimulanlaactividadGTPásicadebaja

Km (o de alta afinidad) en el SNC de la rata (Franklin y Hoss, 1984;

Fedynyshyny Lee,1989).Franklin y Hoss (1984)pusierondemanifiestoque

la GTPasade baja Km en el SNC de rata presentauna distribución

diferencial,posiblementeatribuiblea, i) la distribuciónno homogéneadelos

distintostipos/subtiposde G.enel cerebrode la rata (Orford y col., 1991)

y, II) la diferentetasade unión y liberaciónde nucleótidosde guaninapor

las distintas subunidadesG. (Carty y col., 1990; Linder y col., 1990).

En esteestudioseeligió el SNC deratón parallevar a caboel análisis

delsistemadetransducciónyaqueeslaespeciemásfrecuentementeutilizada

en la investigaciónde los efectoscentralesde los opioides. Se trata de un

trabajopioneroenelquesecaracterizalaactividadGTPásicadealtaafinidad

en el SNC de ratón. En la mayoríade los experimentosse ha utilizado la

sustanciagris periacueductal<PAG) dada su estrecharelación con los

centrosquemedianlaanalgesiaopioídesupraespinal(Herz y col., 1970), sin

embargo,como en el efecto antinociceptivode los opioides parecenestar

implicadastanto estructurassupraespinalescomo espinales(Takemori y

Porthoghese,1993)enalgunoscasostambiénsehanempleadopreparaciones

de médulaespinal. Se ha realizadoun estudioen paraleloen cultivos de

célulashibridas deneuroblastomax gliomaNG 108-15,en las quela mayoría

de los autoresdescribenun únicotipo dereceptoresopioides, el 8. En una

primeraetapaseprocedióacaracterizarlaactividadGTPásicadebajaKm en

diferentesáreasdel SNC del ratón, posteriormentesepudo establecerel

patróndeactivacióndediferentesagonistasopicidessobrelaGTPasaenesas

estructuras.
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Con el desarrollo de las técnicas de clonaje molecular se han

identificadomúltiplesfamiliasdereceptores,de proteinasG y deefectores-

La generaciónde antisuerosselectivosfrentea lasdistintassubunidadesa

de lasproteínasG o frentea los distintosreceptoresopioidesesunade las

aproximacionesexperimentalesmáscomúnmenteutilizadasenelestudiodelos

subtipos de proteínasG o de los receptoresque se encuentranen una

determinadapreparación(Berti-Matteray col., 1992; Canlony col., 1991;

Garzóny col., 1994c; Young y col., 1993). La administración“in vivo” de

antisueros se ha revelado como un método eficaz de estudio de la

antinocicepciónopioide y de las relacionesque se dan entreel sistemade

transduccióny losreceptores(Garzóny Sánchez-Blázquez,1994c;Sánchez-

Blázquezy Garzón1993b; Garzóny col., 1994a; 1994d; Sánchez-Blázquez

y col. ,1993). Esta técnica se enfrenta, sin embargo, a la dificultad de

generarantisuerosespecíficosdadala alta conservaciónde las secuencias

quecodifican paracadaunadelassubunidadesG. (Jonesy Reed,1987). La

administracióndeoligodesoxinucleótidosantisentidoquebloqueanla síntesis

delas subunidadesa delasproteínasG o delos receptoresopioidesseutiliza

paraestudiar,i) la funcionalidadde unreceptoren ausenciadeun subtipo

deproteínatransductorao, II) laantinocicepciónquepermaneceenausencia

de un determinadoreceptor, respectivamente.Los oligodesoxinucleótidos

han demostradosereficacestantosi seadministran“in vivo” (Raffay col.,

1994; Tsengy col., 1994) comosi seincorporanpor microinyecciónnuclear

a célulasen cultivos (Kleussy col., 1993).

Para establecerqué tipo de proteínasG, qué receptoresopioides

participanen la activaciónde la actividadGTPásicapor distintosagonistas

opioideso, quécambiosseproducenen la relaciónagoruista-receptorcuando

un determinadosubtipode proteínaG seencuentraausente,seprocedióa

estudiarla modificaciónde laactividadGTPásícadealta afinidadsensiblea

opioides en el SNC de ratón producida por i) antisuerosespecíficos

generadosfrentea lassubunidadesO.o, por II) antisuerosgeneradosfrente

a los receptoresopioldes p y 8. Para ello, antes de proceder a la

determinación de la actividad GTPásica según el método descrito

anteriormente,se preincubaronlos antisuerosselectivospurificadospor
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afinidad con los tejidossiguiendolos protocolosdescritosen la bibliografía

(McClueycol., 1992; McKenzieyMilhigan, 1990; McKenzieycol.,1988).Con

respectoalassubunidadesO.,, analizamosla participacióndelassubunidades

G12a y G,,,.a, que parecenser las más implicadas en la antinocicepción

supraespinala través del receptorp, del que la morfina es preferencial

(Raffay col., 1994; Sánchez-Blázquezy col., 1993). Fi estudiodelaeficacia

de los distintosagonistassobrelos receptoresopioidesserealizóenlos tipos

p y 8.

Atendiendoa estasconsideracionessefijaron los siguientesobjetivos:

1.- Determinar el perfil de distribución de los péptidos endógenos13-

endorfina(1-31) y su derivado«N-aceljjadoen el SNC de la ratay el ratón

y, estudiarla modificacióndeestepatrónde distribuciónen situacionesde

toleranciay dependenciaa opioidesy desíndromedeabstinencia.Seutilizó

la técnicadel radioinmunoensayoenel cualseempleóun antisuerogenerado

frentea la secuenciacompletade la j3-endorfinahumana(1-31).

2.- Establecerla distribución de la actividadGTPásicade alta afinidad en

distintasestructurasdel SNCderatón,paraacontinuaciónevaluarelefecto

de la administracióncrónicade morfina sobredichaactividadenzimática.

3.- Estudiarla sensibilidada los opioidesde laactividad GTPásicade alta

afinidadmediadaporlos receptoresopioidesp y 8 endistintasáreasdel SNC

de ratón y en la línea celular híbrida neuroblastomax glioma NG 108-15,

portadoraúnicamentedel tipo 8. En una primera etapase establecióla

respuestaproducidapor los agonistasopioides: morfina (preferentedel

receptorji), DAGO (selectivodelreceptorji), DPDPE (selectivodelreceptor

8), [D-Ala
2]-Deltorfina II (selectivodel receptor8), DADLE (agonista8/ii)

y [3-endorfina (1-31) (agonistaji/8). Posteriormenteseprocedióa analizar

lamodificacióndelaactividadenzimáticaGTPasasensiblea esosopioidespor

antisuerosgeneradosfrente a los receptoresopioides ji y 8.
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4.- Determinar la participación de las subunidadesG~2a y G211a en la

estimulaciónpor agonistasopioidesde la actividadGTPásicade bajaKm en

el SNC de ratón. Paraello, unavezestablecidoel patrónde estimulaciónde

la actividadGTPásicapor los distintosagonistasseestudióla modificación

de este patrón por la presenciade antisuerosgeneradosfrente a las

subunidadesG~2a y G.,,a.

5.- Evaluarla capacidaddeestimulaciónsobrela actividadGTPásicadebaja

Km del SNC de ratón de ciertosagentesreguladoresde la función opioide

como son el veneno peptidico mastoparány el neuropéptidoN-acetil--[3--

endorfina (1-31).
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1. Materiales

1.1. Animales

Se utilizaron ratonesmacho,variedadalbina, de la cepaSwissCD-l

(22-27g) (CharlesRiver, Barcelona)asi comoratasmacho,variedadalbina,

razaWistar (250-300g)procedentesdel animalariodelinstituto. Los animales

procedentesdel exterior permanecieronen nuestroestabularioduranteun

periodo de al menos4 diasantesde su utilización. Los animalesno habían

sido sometidos previamentea ningún ensayo y se mantuvieron a una

temperaturaambientede20±30C.Dispusieronde aguay comida“ad libitum”

(dieta estandar, Interfauna C . R . M.) y los ciclos de luz/oscuridad se

sucedieronregularmentecada12h (siendoel periodode luz de 7:00 a.m. a

7:00 p . m.). También se utilizaron conejos, variedad albina, raza New

Zealand (Biocentre, Barcelona), paragenerarlos antisuerosnecesarios.

Estosanimalessemantuvieronenlasmismascondicionesdeestabulaciónalas

descritasparalos ratonesy las ratas.

Tantola estabulacióncomo la utilización de los animalesse realizó

siguiendo la normativa vigente en la ComunidadEuropeasobreel uso y

experimentacióncon animalesde laboratorio.

1.2. Cultivoscelulares

Lascélulashibridasdelalíneacelularneuroblastoma-gliomaNG 108-15

proveniandel laboratoriodel prof. It Schulz (Instituto de Farmacología,

Toxicologíay Farmacia,UniversidaddeMunich, Alemania). Se crecierona

370 C en atmósferahumidificadaal 5% CO
2 enfrascos(Nunc) de75cm

2con 25

ml demediode cultivo queserenovabacada2/3 días. El medioempleadofue

“Dulbecco’smodifiedEagle’smedium”(DMEM) conteniendosuerofetalbovino

5%, HAT 2% (hipoxantina 100pM, aminopterina 1pM y tiniidina l6pM) y

suplementadoconpenicilina100 unidades/mi,estreptomicina100pg/ml, y L-

glutamina 1%.
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1.3. Reactivos

Los fármacosy productosquímicosutilizadosasícomola procedencia

de éstos se detalla a continuación. Los péptidossintéticos 13—endorfina

humana<1-31) (13-end), N-Acetil-13-endorfinahumana(1-31) (NAC), 13-

endorfina humana (1-27), 13-endorfinahumana(6-31), r—endorfina (13-

endorfina 1-17), metionina-encefalina,mastoparán,Cys2,Tyr’,Orn5,Pen7

amida (CTOP), [D-Ala2,N-MePhe4,Gly-o15]-encefalina (DAGO), (D-A]a2,D-

Leu5J-encefalina (DADLE), [D-Pen2~5)-encefalina (DPDPE), [D-Ala2J-

DeltorfinaII y la secuenciapeptidicaEEQGMLPEDLS(residuos115-125de la

subunidada
12) seadquirieron a PeninsulaLaboratories(SanCarlos, CA,

USA). Las secuenciaspeptídicasC-TGPAESKGEITPELL(residuos111-125

de la subunidada.,..), C-MELVPSARAELQSSPL.(residuos1-16 del receptor

opioide 8), MDSSTGPGNTSDCSDP(residuos1-16 del receptoropioide p) y

CTKYRQGSID (residuos208-216delreceptoropiolde ji) fueronsintetizados

porBíoSynthesis(Madrid). [‘
251J-Tyr2’ 13-endorfinahumana(I.M.162, 2000

Ci/mmol) procediódeAmersham(Buckingshamshire,UK). [t-32PJGTP (NEG-

004Z, 6000Ci/mmol) seobtuvo deDu PontdeNemours(Dreiech,Alemania).

La morfinabaseseobtuvodel Ministerio deSanidady Consumo.La morfina-

HCl seadquirióa Merck (Darmstadt,Alemania).Naloxona,arlacelA, marcol

52, aceitemineral, albúminade suerobovina (BEA), tiroglobulina bovina,

hidroclorurode 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodiimida, ésterde m-

maleimidobenzofl—N-hidroxisuccinimida (MBS), tween 20, tlmerosal,

ditiotreitol, 5’ -trifosfato de adenosina(ATP), fosfato decreatina,creatina

fosfoquinasa,ouabaina, 5’-trifosfato de guanosina(GTE), 5’(0,r,imino)

trifosfato de adenosína (App(NH)p], idazoxán, (-)-bicuculina se

adquirieron a Sigma (San Louis, MO, USA). [N,N-dialil-Tyr-(ácido a-

aniinoisobutirico)
2-Phe-Leu-OH](ICI 174864)seobtuvodeCRB (Cambridge,

UK). Nor-binaltorfimina (Nor-BNI), S(-)-sulpiride, hidrocloruro de

benzilideno-naltrexona(BNTX) y naltribén metanosulfonato(NTB) se

adquirierona RBI (Natick, MA, USA). Glicerol, dodecilsulfatosódico(SDS),

2’-mercaptoetanol,glicina, ácidoclorhidriico, ácidoacético,trietanolamina,

acetonitriloy demásproductosquímicos,seadquirieronaMerck (Darmstadt,

Alemania)-
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2. Métodos

2.1. Tolerancia y denendencia a la morfina

La implantaciónsubcutáneade morfina se utiliza comoprocedimiento

habitualparainducir toleranciay dependenciaalaadministracióncrónicade

estealcaloideen diferentesespeciesanimales(Maggioloy Huidobro, 1961).

2.1.1. Admlrilstradáncrónicademorfina

En el casodel ratón, la toleranciase indujo por la administración

subcutánea(s.c.) de una preparaciónde cesiónlenta de morfina (Christie

y col., 1984), que en estetrabajo la hemos denominadosuspensiónde

morfina. Ofrece a priori varias ventajas sobre la implantación de los

comprimidostradicionales.En primer lugar, su administraciónno requiere

anestesiani traumaquirúrgico. Por otra parte, la individualización de la

dosisconrespectoalpesodel animalresultamássencilla,y porúltimo, tanto

la manufacturacomo la administracióndel preparadoresultanmásfáciles.

Estemétodoademásproporcionaunosnivelesmuy constantesdel opiáceoen

plasmadurante al menos3 días (Blasig y col., 1973). La suspensiónde

morfinaseadministróenun volumende10 ml/Kg depeso,lo querepresenta

una dosis de morfina de 1 g/Kg, idénticaa la empleadapor Christie y col.

(1984) para el estudio de la tolerancia a la morfina en el ratón. La

composiciónde dichasuspensióndemorfina esde lg/10 ml de morfinabase,
42.5%aceitemineral, 7.5%arlacelA en soluciónsalinaal 0.9%. La mortalidad

inducidaen el ratónpor el tratamientoconla suspensiónde morfina esmuy

bajaencomparaciónconla que provocala implantaciónde los comprimidos.

Parainducir toleranciaen la rata, se implantarons.c. minibombas

osmóticasALZET (modelo 2001, ALZA Corporation), que contenian una

soluciónde10 pg/pl demorfina-HCI. La implantacióndeestasminibombasha

demostradoser un método eficaz en la inducción de tolerancia (Adamsy

Holtzman, 1990).Estasminibombastienenunacapacidaddeaproximadamente

200 g (235±17pl) y mantienenun flujo constantede liberación de 1 pl/h,
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durante7 días. De estemodono se producenoscilacionesen los nivelesde

morfinaen plasmay tejidos y seevitanlasaltasconcentracionesde morfina

quesedetectanentrelas 4 y 6h en el plasmadeanimalesimplantadosconel

comprimidotradicional,y quesonlasresponsablesdela mortalidad(Yoburn

y col., 1985). Las ventajasque presentala implantación de niinibombas

frente a la administraciónde la suspensiónde morfina esque no hay tener

ninguna precauciónespecialcon los animalestras la administracion del

opioide puesto que al ser éste liberado a flujo constante, el riesgo de

depresiónrespiratoria(quela morfina provocasi seadministraen grandes

cantidades)prácticamenteno existe.

La minibombaconstade un depósitode llenadorevestidode material

flexible e impermeableque se encuentrarodeadopor una capa de gel

osmótico.Todoello estáincluido enunamembranasemipermeabledeésterde

celulosa.Cuandola rriinibomballenasecolocaenunmediohúmedo,el agente

osmóticoembebeaguaa un ritmo controladopor la membranasemipermeable.

El agua genera una presión hidrostática sobre el revestimiento

comprimiéndoloy produciendo,portanto, la salidadesucontenidoa unflujo

constante.La minibombaosmóticatieneun reguladorde flujo queconstade

un capuchóndesmontable,una pestaitade cierre y un conductode acero

inoxidable- Parautilizarla correctamentehay quemanipularlacon ciudado

para no obturar los porosde su superficie, así comoasegurarsede que la

sustanciaa liberar sea estable y soluble a 370C en el vehiculo de la

disolución, El llenado de la minibomba se realiza con una jeringa y aguja

adecuadas,que penetranen el depósito, encajandoperfectamenteen el

orificio en el queseencuentrasituadoun reguladorde flujo, que hay que

retirar previamente.Es necesarioasegurarsede que las minibombasestán

completamentellenasde la solucióndeseaday dequeno hayburbujasdeaire

ensuinterior. Serequiereunperiodode4-6hparaquelaminibombaalcance

un flujo de liberaciónconstante.

Paraimplantar 5.c. las minibombas,los animalesfueronligeramente

anestesiadosconéter. A continuación,seles hizo una pequeñaincisión en

lapiel delazonaescapular,apartandoel tejidoconectivosubcutáneo,sehizo
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un pequeñobolsillo dondeseinsertóla minibambacon el reguladorde flujo

al extremoopuestode la incisión. Porúltimo secerró la incisión.

2.1.2. Deturminacléndel aradode toleranciay devendenda

Comoindicedela toleranciaala morfina, seevaluóelefectoanalgésico

producido por el opioide, a distintos tiempos tras la implantación de la

suspensiónoleosao las minibombasen un grupode animalesparaleloa los

gruposexperimentales.Seutilizó el testdel “tail-flick”, tantoenelcasodel

ratón comoen el dela rata,en el que sedeterminael tiempoquetardacada

animal en reaccionaral estímulo térmico. Se llevó siempreen paraleloun

grupo de animalescontrol a los que se les implantó Únicamenteplacebo

(suspensionesoleosaso miniibombassin morfina) y que sirvieron para

determinarla latenciabasal.

El test del “tail-flick” serealizósegúnla técnica descritapor Nott

(1968). Consisteenla aplicaciónde unestimulodetipo térmicoen lacoladel

animal, para lo cual seintroducen másde dastercios de su colaen una

cubetaconaguatermostatizadaa5200. La evaluacióndela respuestaaldolor

serealizamidiendoel tiempo(ensegundos)quetardaelanimalenreaccionar

al estimulodolorosoconun enérgicocoletazoo sacudidacorporal.El tiempo

decorteestablecidofuede10 segundosconel fin deno producirdañotisular

al animal. L.os resultadosseexpresancomola mediatE.8.M - del porcentaje

del máximo efectoposible(%MEP).

% MEP= 100 * (latenciadel test - latenciabasal)/(10-latenciabasal)

El grado de dependenciafisica a la morfina de los animales, se

determinóvalorandola aparicióne intensidaddel síndromede abstinencia.

La interrupción dela administracióndeun opioldeen animalestolerantesda

lugara laexpresióndela dependenciafísica, quesemanifiestaconunaserie

de signoscaracterísticosqueconstituyenl.o quesedenomina“síndromede

abstinencia” (Blasig y col., 1973; Francisy Comer, 1975; Lérida y col.,

1990). Para interrumpir la administración del opioide en los animales
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pertenecientesa losgruposexperimentalesseprocedióenel casodela rata,

a la retiradade lasminibambasa las 72h de su implantación;en el casodel

ratón no fue necesarioeste procedimiento porque está descrito que la

suspensióndemorfina seagotaalas 72h desuimplantación(Christie y col.,

1984).

Paradeterminarel desarrollode la dependenciafísicaa la morfinase

administró siempre a un grupo de animales tolerantes paralelo a los

experimentales,el antagonistaopioide naloxona,5 mg/Kg en el ratón y 1

mg/Kg en la rata por vía intraperitoneal (i.p.), 3 días despuésde la

implantaciónde la morfinay seprocedióa evaluarla aparicióndelos signos

caracteristicosdel sindromede abstinencia.Estossignoscomportamentales

incluyen saltos, estiramientos,sacudidas,diarrea, ptosis, castañeteode

dientesy quejido al manejo. De entreestossignos, el másestudiadoesla

ejecuciónrepetitiva de saltos(Lerida y col., 1989; Marquisy col., 1991) y

es por tanto el que nosotroselegimos. Paracuantificar este parámetro,

inmediatamentedespuésde laadministraciónde la naloxona,los animalesse

introdujeron en una caja de metacrilatode 28x28x40 cm de altura, y se

registró el númerodeellos quepresentaronestaconducta.Comola mayoro

menor incidencia de este signo se asociacon la intensidaddel síndrome,

tambiénse cuantificó el número de de saltosde cadaanimal. La conducta

saltatoriase determinódurantelos primeros 10 mm, periodoen el que se

producenmásdel 90%de los saltosquesepuedenllegar a contabilizaren30

mm.

2.2. Obtenddny caracterfracl6nde los antisuerosemulsados

A fin de elevar las posibilidadesde reconocimientode la secuencia

antigénicacuando está integrada en una proteína madre se emplearon

antisuerospoliclonales.Enestetrabajoseutilizaron, en losexperimentosde

actividad GTP-ásica,IgGs procedentesde antisuerospoliclonalesque se

purificaron por afinidad. Los antisuerossegeneraronfrentea secuencias

especificasde las subunidadesa de las proteínasG y de los receptores

opioidesóy ji. En la cuantificacióndelospéptidos13-endorfina1-31 (13-end)
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y N-Acetll-fr-endorfina <1-31) (NAC), se empleó un antisueropoliclonal

generadofrenteala secuenciacompletade la 13-endorfinahumana(1-31) en

el laboratorio del Prof. y. Hbllt (Max Planck, Instituto de Bioquímica y

Psiquiatría, Martinsried-Munich, Alemania), segúnla técnicadescritapor

Hblltycol (1978).

2.2.1. Técnicasde uroductián

La obtenciónde antisuerostotalmenteselectivosparalossubtiposde

Ga y paralos receptoresopioldesesmuy difícil. En estesentido,los tres

subtiposde G1apresentan87-93%de homologíaensus aminoácidos;las G0a

presentan72% dehomologíaconlas G~a, un 30%conlasG.ay 40%conlas Gea,

ademásde un 80% dehomologíaentreelias. La Gx.,,aexhibeuna homología

aproximadadel 67% con los demássubtipos y en tomo al 50% con las G±a

(Simon y col., 1991). En cuantoa los receptores,el receptorji de la rata

presentaunahomologíaenlasecuenciadeun 66%conel receptor8 del ratón

y deun 68%con el receptorK del ratón. Entrelos receptores6 de la ratay

el ratónlaidentidadenlasecuenciaalcanzael 97% (ReisineyBeU, 1993).Por

otro lado, las diferenciasentrelassecuenciasseencuentranmuy dispersas

en ellas, y en el casode los receptoresselocalizan principalmenteen los

extremosamino y carboxilo terminales-

Laspéptidosqueseescogieroncomoantígenostrasrealizarunanálisis

detalladode las secuenciasfueron:

a.,.: C—TGPAESKGEITPELL, fragmentointerno (111-125).

a.2: EEQGMLPEDLS,fragmentointerno (115-125).

8: C-MELVPSARAELQSSPL, extremo amino terminal (1-16) del

receptora del ratón.

p: Seeligieron dossecuenciasdistintasdel receptorji de la rata,una

en elextremoaminoterminaly otra interna. Fueron:MDSSTGPGNTSDCSDP
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(1-16), extremoN-terminal (al antisueroobtenidosele denominóMU/T); y

CTKYRQGSID <208-216), fragmentointerno (segundobucle extracelular)

probablementeimplicadoen la unióndelagonista(al antisueroobtenidosele

denominóMU/2EL).

Los números entre paréntesisse refieren a a los residuos de la

secuenciadeducidaa partir del c-DNA y desaitosen la bibliografía(Evana

y col., 1992; Cheny col., 1993; Fukuday col., 1993; ¿Jonesy Reed, 1987;

Kieffer y col., 1992; Itoh y col., 1986; Matsoukay col., 1988; Matsou]cay

col., 1990; Strathmanny col., 1989; Thompsony col., 1993; Wangy col.,

1993; YasudayBell, 1993).

Acaulamientade loe vévtidasa la uratainatranariortadora

Debido al bajo pesomolecularde lassecuenciasseleccionadasy a fin

de aumentarsu actividad antigénica se conjugaron con una molécula

transportadoradeelevadopesomolecular,la tiroglobulina bovina. Cuando

huboqueorientarel péptidoconrespectoa la moléculatransportadora,éste

se sintetizócon una moléculaadicionalde cisteinaenel extremoque iba a

quedarancladoa la tiroglobulina y se utilizó comopuentedeunión entreel

péptido y la molécula transportadorael éster de m-maleiniídobenzoil-N-

hidroxisuccinimida(MES). Cuandono fuenecesariala orientación,seutilizó

elbidroclorurodel-etil-3-(3-dimetilamino-propil) carbadilmidaparaacoplar

el péptido a la tiroglobulina (Harlow y Lene, 1988). Se utilizó MES para

conjugarlos péptidosa.,., MU/2EL y 8; y la carbodiimidaparalos péptidos

a,2 y MU/T.

1. Amplamlento de los péptldoe mediante MBS

El MESunepéptidosa proteínastransportadorasatravésdecisteinas

y gruposaminolibres. El procedimientopuederesumirseen los siguientes

pasos:

-) Bloqueode los gruposaminolibres conanbidridocitracónico.Los

péptidosy elanhídridocitracónicosedisuelvenenaguaa unaconcentración
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de 10 mg/mI, a continuaciónse mezclanal 50% (pH 8-9) y se incubanen

agitacióna temperaturaambientedurantelh. Tras la incubación,seañade

un 10% defosfato sódicolM (pH 7.2).

-) Adición del MES (a una concentraciónde 25 mg/ml en dimetil

formamida) ala solucióndel péptidohastaquesealcanceunaconcentración

de MES de 5 mg/ml. Se incuba en agitación durante lh a temperatura

ambiente.

-) Separacióndelpéptidodel MES nounidoporfiltración engelenuna

columnaGlO (Pliarmacia)preequilibradaconfosfatosódicolOOmM <pH 7.2).

-) Adición de la moléculatransportadora(disueltaen tampónfosfato

salino (PES)) en una proporción de 1 mol de péptido/SOaminoácidosde

transportador.La mezclaseincubaen agitacióndurante3h a temperatura

ambiente.

-) Diálisis con PES lOOmM paraeliminarel péptido no unido.

2. AcoplamIentodeloe pépUdosmediantecarbodilmida

La carbodiiniida une grupos carbosilo y grupos amino libres. El

protocolo seguido para acoplar los péptidos a la tiroglobulina fue el

siguiente:

-) Bloqueo de los grupos amino libres del péptido con anhídrido

citracónico. En el caso de que el péptido antigénicosea rico en grupos

carbosilos se puedenbloquear,como alternativa, los grupos amino de la

proteinatransportadora.Lospéptidosy elanhídridocitracónicosedisuelven

en aguaa unaconcentraciónde 10 mg/mI, a continuaciónse mezclanal 50%

(pH 8-9) y seincubanen agitacióna temperaturaambientedurantelh.

-) Separacióndel péptido y del citracónicano unidopor filtración en

gel en una columnaGlO equilibradacon agua.

-) Dilución del péptidocon aguahastaalcanzarunaconcentraciónde

ltng/ml.

-) Adición de la carbodii.midaa unaconcentraciónfinal de 10 mg/ml.

Seajustael pH a 8 y seincubadurante5 mm a.temperaturaambiente.

-) Adición de un mismo volumen de la molécula transportadora
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(disueltaen RES) enuna proporciónde 1 mol de péptido/SOaminoácidosde

transportador.La mezclaseincubadurante4h a temperaturaambiente.

-) Adición deacetatosádico(pH4.2) hastaalcanzarunaconcentración

final de lOOmM. De estemodo se parala reacción.Se incubadurantelb a

temperaturaambiente.

-) Diálisis conacetatosódico (pH 4.2) durante3h y despuésconPBS

parasepararel péptido no unido del conjugadopéptido-proteina.

Inmunizaciónde los animales

Antes de llevar a cabola inmunización,el péptidose mezclacon un

adyuvantepara fomentarla respuestainmunológica. El más utilizado esel

adyuvantecompletodeFreund,quecontienebacteriasinactivassuspendidas

en unaemulsiónoleosa.Al mezclarlocon la soluciónacuosadel antígenose

formaunaemuisiónagua/aceiteestable,queal inyectarseintradérmicamente

a los conejos,formaun depósitodel queel antígenoseva liberandolenta y

continuamente.La composicióndeladyuvantecompletodeFreundes: marcol

5285%,arlacelA 15% y bacteriassecasdelaespecieMvcobacteriumbutvricum

al 0.1%. El adyuvante incompleto de Freund carece de las bacterias

(Calbiochem-NovabiochemCorporation,La Jolla, CA, USA).

La inmunizaciónserealizósegúnla formadescritapor Dunbar(1987)

y el procesoquesesiguió en estetrabajosedetallaa continuación.Se hizo

una mezcla(dilución 1:1) con el péptido (disuelto en soluciónsalinaa una

concentraciónde 0.5-1 mg) y el adyuvantecompletode Freund. Con la

emulsiónresultanteserealizaroninyeccionesintradérmicas,de 100 pl cada

una, a ambosladoscte la columnavertebral. Ademásse hizo una inyección

subescapular,a unos1.3cmdeprofundidad,con300 pl delamezcla.En las

inyeccionessubsiguientesseutilizó el adyuvanteincompletode Freund.

A los cuarentadias de la primerainmunizaciónserealizóunasangría

de control en el conejo. Las sangríasse sucedieron(aproximadamenteuna

cadames) hastaque la titulación disminuyó. La sangreextraídase dejó a

temperaturaambientedurante 3/4h transcurridaslascuales,secentrifugó
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a lOOOxg a 40C (Sorvall RC5C, rotor 55-34). Se obtuvo un sueroque se

fraccionó y se liofilizó. La especificidad y reactividad cruzadade estos

sueros se caracterizaronposteriormentepor electroforesis seguida de

inmunotrasferencia.

Purificación de loe antisueros

La purificación de los antisuerosse realizó por cromatografíade

afinidad sobre proteína A (cartuchosde cromatografíade proteína A:

Memsep CAPA 100 01, Millipore), que es un ligando natural de las

inmunoglobulinas.La proteínaA esuna proteínade la paredbacterianade

StaDhvlococcusaureusqueseune a la región F~ de las inmunoglobulinasde

mamífero,especialmentea las inmunoglobulinasG (IgGs) -

El procesodepurificaciónfuemonitorizadoconundetectorultravioleta

ajustadoa 280 nm y consistióen los siguientespasos:

-) Dilución de los suerosen un tampónformado por Tris-HCl 50mW

NaCí 0.2M a pH 7.7.

-) Filtración de la soluciónproteica.

-) Equilibrado del cartucho de proteina A con el tampón descrito

anteriormente.

-) Inyecciónde la soluciónde proteínaen elcartucho.

-) Aclarado del cartucho con el tampón hasta que la absorbancia

alcancela línea de base.

-) Elución de la proteínaabsorbidaal cartuchocon glicina-HCl 0. 2M

a pH 2.5 hastaque la absorbanciarecuperala línea de base. El material

eluido se neutralizócon Tris-HCl 1M hastaalcanzarun pH de 7.5 y se

concentróy dializóenPES- Trasladiálisiselmaterialresultantesefraccionó

en alícuotasquesemantuvierona -700C hastael momentodesuutilización.
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2.2.2. Métodos de caracterización

El radioinmunoensayo(RIA) esuno de los métodosmásempleadosen

la cuantificación de antígenos (Ag) conocidos. Cuando es necesario

identificar y caracterizarlos Ag contenidosenunamezclaproteicacompleja

seutiliza la inmunotransferenciasobremembranas(“immunoblotting”). En

este método las mezclas proteicasse resuelven en geles de separación

analítica,y luegosetransfierena membranasparala identificaciónde losAg

individuales mediante antisueros específicos. Con el empleo de geles

SDS/poliacrilamidaseobtieneinformaciónacercadeltamañoy lasrelaciones

molecularesde los Ag estudiados.

Enestetrabajo,lainmunotransferenciaseutilizó paracaracterizarlos

antisuerosgeneradosfrenteasecuenciasespecíficasdelassubunidadesG12a

y G,,,ao delos receptoresoploidesji y 6; y el RIA seempleóparacuantificar

los nivelesde 13-end y NAC en el SNC de la ratay el ratón, unavez sehubo

caracterizadoel antisuerogeneradofrente a la secuenciacompletade la j3-

end (Hdlitycol., 1978).

Antisuerosfrentea lassubunidadesG,.«y~,.a delas irotelnasG y frente

a las receotoresaploMesu ir O

e Inmuntansterenda

Las muestrasse calentarona 100
0C durante 5 min en tampón de

solubilización(Tris-HCl 5OmM, SDS5%, glicerol 10% y 2’-mercaptoetanol5%,

pH 6.8). Se utilizaron de 40 a 60 pg de proteína para cadacalle de la

electroforesis, que se realizó en un gradiente de poliacrilanilda (7-18%

acrllamida/1.9% bis-acrilamida(peso/volumen)) (cubeta de electroforesis

HoeferSE 280); la corrienteempleadafue de15 mA (fuentedeelectroforesis

ISCO595). Comoestandaresseutilizaronfosforilasab (músculodeconejo),

catalasa(hígado bovino), alcohol deshidrogenasa(hígado de caballo) y

anliidrasacarbónica(eritrocito bovino).
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A continuación, las proteínasse transfirieron a membranasPVDF

(difluoruro de polivinilo) de0.2 pm (Eiorad) durante2h a 70 voltios (Mini

Trans-Blot ElectrophoreticTransfer Cell, Biorad). En este proceso se

empleótampóndetransferencia(Tiis-HCl 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.04%

y metanol 20%, pH 8.3). Se procedióal bloqueode los sitios de unión de

proteínasdesocupadoscon leche deslipidada(“Blotto”, BioRad) en TTES

(Tris-MCI 5OmM, Nací 500mM, tween20 0.05%a pH 7.7) durantelh a37C.

Traslavarla membrana,seañadióelantisueroprimario (dilución 1:3000)en

TTBS. Esteantisueroseincuboen agitaciónconla membranadurantetoda

la nochea 400 (DecaProbePR 150, Hoefer). Una vez retirado el primer

antisuero, la membranase lavó con TTBS. Como segundoantisuerose

emplearonIgGs de cabra anti-conejoconjugadascon fosfatasaalcalina

(dilución 1:3000) (Promega,ffS373B) en TTBS, queseincubarondurante

2/3h a temperaturaambiente.Unavez retiradoestesegundoantisuero, la

membranaselavó conTTBS. Comosustratoparael reveladode la membrana

seempleóunamezclade NBT (“Nitroblue tetrazolium”) y BOtE (5-bromo-4-

cloro-3-indolil fosfato) en dimetilformamida (“Western Elue’, Promega,

#6384E).

Los antisuerosanti-G12ay antí—G11~ainmunoreaccionancon proteínas

de 39-41ltDa en estructurasneuralesde SNC de ratón (Sánchez-Blázquez

y col., 1993). El antisuerofrenteal receptoropioide8 detecta unaproteína

de 39 kDaen SNCde ratón (Garzóny col., 1994a)y dosproteínas,una de

39 ltDa y otra de 43/45 ltDa (probablementese correspondacon una

glicosilacióndel receptor),enlascélulasNG 108-15(Garzóny col., 1994b).

El antisuerofrente al receptoropioide ji MU/T detectaencerebrode

ratóntresbandasproteicas• de43 ltDa, 51 lOa y 58kfla, siendolade51 lOa

la predominante. También detecta bandas correspondientesa pesos

molecularesmayores,100 ltDa y 114 kDa, que podríanserformasdiméricas

ya que desaparecentras la sonicaciónde las muestrassolubilizadas.Si las

membranasse tratancon una enzimadesgilcosidantese obtieneuna única

bandade43 ltDa semejantea la descritaen la bibliografía (Cho y col., 1986;

Lui-Chenycol., 1993; Epplerycol., 1993). Dehecho,sehandescritocinco
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sitios posiblesde glicosilación en el extremoN-terminal del receptor ji en

distintasespecies(Lui-Cheny col., 1993).En membranasdecélulasNG 108-

15. en lasquesehandescritosólo receptores8, el antisueroMU/T detecta

únicamenteuna tenuebandaen torno a los 43 RDa (Garzón y col., 1995).

Como las proteínasglicosiladaspresentanalteracionesen su movilidad en

SDS-PAGE,al utilizar el antisueroMU/2EL en las inmunotransferencias,la

bandade mayorseñaldetectadaencerebroderatónesla correspondientea

un pesomolecularde58 ltDa (Garzóny Sánchez-Blázquez,1995), similar a

la descrita por otros autores (Gioannini y col., 1993). Las

inmunotransferenciasqueilustran estosresultadossemuestranen la Figura

g.
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Antisuero frente a la 8—endorflna (1—311

El antisuero(As) queseutilizó enestetrabajo fuegeneradocontrala

secuenciacompletade la p—endorfinahumana(1-31). Previamentea la

utilización deesteantisueroenel radioinmunoanálisis,fuenecesariorealizar

una serie deensayosquenos informaransobresuscaracterísticasy quea

continuaciónsedetallan.

1. TitulacIón

Se llevó a cabo para conocerla dilución del As que era capaz de

reconoceral 50% de una cantidadprefijada de su correspondienteAg, en

nuestro caso, j3-end. Se prepararondilucionescrecientesdel As, desde

1: jQ4 hasta1:stO’, queseincubarondurante18-24hcon5000-10000cpm de

(3-end marcadaradiactivamente(‘25I-Tyr27-~3--end) en el tampón RIA. A

continuación,y para separarel complejo Ag’-As del Ag libre, se añadió

carbónactivo, secentrifugaronlos viales a llOOOxg durante10 miii y se

recogieron los sobrenadantes(contienen los complejos Ag-As) que se.

midieronenun contador LKB Wailac (1282CompugammaCS). Seobtuvo la

curva de la Figura 10 en la queserepresentan:en ordenadas,el tantopor

cientode la formacióndel complejoAs-Ag marcado(% As-Ag’), y enabcisas,

las diluciones crecientesdel As. El 50% de unión del antisueroa la ¡3-end

marcadaseconsiguióentornoa la dilución 1: i0~, quefuela queseutilizó en

los ensayossiguientes.

2. SensiNlidad

Se llevó a caboparaconocerla cantidadde Ag frio que es capazde

prevenir en un 50% la unión de la j3-end marcadaal As. Se utilizaron las

siguientesconcentracionesde 13-endy NAC: 1, 3, 10, 30 y 100 fmoles/tubo,

y se procediósegúnel protocolodel EtA que se detafl.amásadelante.Los

resultadosserepresentanen la Figura11; amedidaqueaumentala cantidad

deAg frío seobservaunapaulatinadisminucióndela unióncomplejoAs-Ag.

14 y 12 fmoiles fueronlascantidadesde <3-end y NAC, respectivamente,que
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redujeronla unión de la ¡3-endmarcadaal As en un 50%.

3. Selectividad

Dadoqueexistenmuchospéptidosopioidesendógenoscuyasecuencia

es semejanteen algunos de sus aminoácidos con la de la [3-end,

principalmenteenelextremoaminoterminal (comoesel casodelotro péptido

que nosocupa: NAC), esnecesarioestudiarla selectividaddel As frentea

dichospéptidos,ya queinterferiríanenlacuantificacióndelcontenidode 3-

end en el RÍA. Los péptidosempleadosparaevaluarla selectividaddel As

fueron:

0—Endorfina(1—31):
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-

Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-

Ala-lle-lle-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-

Glu

NAcetil~Endorfuna (1-31):

Ac-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser--Glu-Lys-Ser-

Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-

Ala-lle-Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-

Glu

j3—Endorfina (1—27):

Tyr-Gly-Gly’-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-

Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-

Ala-Ile--Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr

f3—Endorfina (6—31):

Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-Pro--Leu-Val-

Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-fle-lle-Lys-Asn-

Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu

‘u—Endorfuna:

Tyr-Gly-Gly’-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-

Gln-Thr--Pro-Leu-Val-Thr-Leu
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Metionina-Encefalina:

T yr-GIy-Gly-Phe-Met

Cadaunodeellosseempleóalassiguientesconcentraciones:1, 3, 10,

30 y 100 fmoles/tubo, y seprocediósegúnla técnicageneraldel RIA. En la

Figura 12, se representanlos resultadosparacada uno de los péptidos

ensayados. El As presentó una elevada selectividad tanto para 13-end como

para NAC; mientras que del resto de los péptidos se requerían

concentracionesmuchomayores(hasta3 logaritmos)paraquecomenzarana

serreconocidospor el As. En estesentido, la bibliografía describequela

obtenciónde As altamenteespecíficosfrente lasformaN-acetiiadasde la 13-

endesdifícil (Webery col., 1982).

2.3. Detenninacióndel contenido de B-endorffna (1-31) y N—nljl-B-ET
1 w
123 483 m
514 483 l
S
BT


endorflna(1-31) enestructurasdel SNC e hicáfisis dela ratay del ratón

El método más sensible de detección de péptidos es el

radioinmunoensayo(RÍA) quesepuedeconsiderarun ensayodefijación en

el que el receptor es un péptido activo. Esta técnica presentacomo

inconvenientela aparicióndefenómenosdereactividadcruzadaconpéptidos

relacionadosy/o con precursoresy metabolitos: el As sólo reconoceel

determinante antigénico de la molécula del péptido contra la que fue

generado,peropuedeocurrir queenla muestraexistanotrasmoléculasque

presentanel mismo determinante.Además, en esta técnica se emplean

antisueros policlonales; los antisueros contienen una población de

anticuerposquereaccionanconpartesdistintasdel Ag, suespecificidades,

por tanto, la sumade lasaccionesde los diversosanticuerposqueintegran

su población. De hechocomo se ha descritoen el apanado2.2.2. de este

capítulo,el As empleadoen estetrabajo reconocía las dosformas(1-31) del

péptido [3-end. Portanto, seprocedióa separarlos péptidosde la muestra

porcromatografíaliquida dealtapresión (HPLC) y acontinuación,unavez

aislados,se cuantificaronindependientementepor RIA.
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frente a p—endorfina (1-31). Se muestran los
resultados para la ~-endorfina(1-31) <~-end) en
el panel A y, para la N-acetil-B-endorfina (1-
31) (liC) en el panel E. Se representa en
ordenadas, el tanto por ciento de formación del
complejo antisuero—antigeno marcado y en
abUsas, las concentracioDes crecientes de cada
uno de los péptidos empleados (en fentomoles por
tubo). La dilución de antisuero empleada fue de
1:10’.
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2.3.1. Eztraaián de los péptida.. PreparacIón de las mu~tras

Seprepararoncuatrogruposexperimentales:control, tolerante24h,

tolerante72h (habíanestadoimplantadosconmorfina durante24h o 72h) y

abstinente(habian estadoimplantadoscon morfina durante72h y se les

sacrificó 24h despuésde la retiradade la munibombao del agotamientode la

suspensiónoleosaqueconteníanla morfina).

Los animales se sacrificaron por decapitacióny rápidamente se

obtuvieron y congelaron(sobrenieve carbónicaa ~70oe). las siguientes

estructuras: septum, estriado, tálamo, hipotálamo, sustancia gris

periacueductal(PAG), resto del mesencéfalo,bulbo-médulaoblongatae

hipófisis (separadacomoadenohipófisisy lóbulo neurointermedioen larata).

Unavez pesadaslas estructuras,seresuspendieronen 5-10 volumenesde

ácidoclorhídrico 0. iN, y sepusieronenun bañoaebuilición durante10 ruin,

conel fin de inactivarlaspeptídasasendógenas.Con esteprocedimientose

minimiza la degradaciónde la 13—endpresenteen las muestraspor lo que se

consiguerecuperarmayorcantidadde péptido.

A continuación,las estructurassehomogeneizaronen frío, con un

homogeneizadordeteflón, pararomperlascélulasy facilitar la salidade los

péptidos. Los homogeneizadossecentrifugarondurante10 miii a l2000xg

(Sorvall RC5C, rotor 55-34) y se recogieron los sobrenadantesque se

fraccionaron y se liofilizaron. Los volumenesde fraccionamientofueron

distintos para cada estructura, según su contenido endógeno, para

adaptarlosasíalacurvadecalibradodelRÍA. Los liofilizados seconservaron

a -20C hastael momentode su fraccionamientopor HPLC.
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2.3.2. SeDaraclán de 8-endorfina (1-31) y de N-acetil-B-endarfina (1-31)

.

tltfllzación de la croinatoarafla llauida de alta presión

HPLCcon deteccidn ullravioleta. Generalidades

La técnicade la cromatografíaliquida dealta presión (HPLC) defase

reversasebasaen el usode partículasde sf]ice de muy pequeñotamaño,

revestidasdecadenaspolicarbonadas,queestánfirmementeempaquetadas

en columnasdeaceroquesoportanaltaspresiones.La interacciónconeste

soportepermitequelasmoléculasdelas distintassustanciaspresentesen la

muestra eluyan de la columnade diferentemaneraal pasarla fase liquida

móvil, siendo posible la separación de sustancias que difieren sólo

ligeramenteen las propiedadesde interacciónconel soporte.

La cromatografíade fase reversaes el método de separaciónmás

utilizado en la separaciónde péptidos.Los péptidosde diferentepolaridad

eluyensecuencialmente,enfuncióndesuhidrofobicidad, con gradientesde

fasemóvil o incrementandola concentraciónde solventeorgánico- En este

tipo de cromatografia, se produce una atracciónprimaria entre la fase

estacionaria,apolar,y la regiónno polardelsoluto. El ordendeeluciónes,

por tanto, dehidrofilico a hidrofóbico (depolara no polar). Variacionesde

pl-! o deconcentracióny tipo de salesen la fasemóvil, cambianla polaridad

de los péptidosy, por tanto, su retenciónen columnasde fasereversa.La

faseestacionariamás común son columnaspolicarbonadasC1, que son lo

suficientementehidrofóbicascomopararetenerpéptidospequeñospero que

tambiénretienenlos grandes.Laeluciónengradienteseempleaparareducir

el tiempo de análisisaumentandola fuerza del solventecon el tiempo. Se

utiliza parasepararmezclascomplejas,convarios componentesdepolaridad

diferente. Los gradientespuedenser binarios, ternarios o cuaternarios

segúnelnúmerodesolventesempleadosenlaseparación;puedenserlineales

o no, segúnla curva quelos defina; tambiénsepuedenempleargradientes

de flujo o incluso, combinarlos dos. Con el fin de no dallar la columna, la

muestraa cromatografiar debeestarlibre de partículasen suspensióny su

pH dentrodelos límitesdeestabilidaddel soporte,siendoademásaconsejable
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la utilización de una precolumnaque protejael buen funcionamientode la

columna.

Los métodosdedetecciónde lassustanciascromatografiadassebasan

enlaspropiedadesfísico-químicasdelasmoléculas.Ladetecciónultravioleta

seempleaen la detecciónde compuestosaromáticos(absorbena 280 nm),

ácidosy amidas(absorbena 210 nm) y péptidos(absorbena 214 nm) - En

general, se consigue una detecciónmuy sensiblede la mayoría de los

péptidos, a una longitud de onda entre 200 y 220 nm. Sin embargo, los

péptidosquepresentanaminoácidosaromáticos,puedendetectarsea280nm,

con este método se pierde sensibilidadpero seeliminan los problemasde

absorciónde la fasemóvil.

Preparación de las muestras

Los liofilizados se resuspendieronen 100 pl de aguadestiladay se

ultracentrifugarona lOOOOOxg (BeckmanTL 100, rotor TL 100-1) durante30

mm, con el fin de eliminar cualquier posiblepartículaen suspensión.Los

sobrenadantesobtenidosseinyectaronenel sistemacromatográficoel mismo

día de su generacion.

Condiciones cromatográficas

Laseparaciónde los péptidos13-endy NAC sellevó a cabopor HPLC,

con detección ultravioleta, empleandocolumnascromatográficasde fase

reversa. El sistemacromatográficoqueseutilizó constabadedosbombasde

alta presión (Perkin-Elmer,series10 “liquid chromatograph”),controlador

de gradiente (Perkin-Elmer, series 20 “LC controller”), precolumna

(Spherisorb10 ODS-2,500x4.6—, tamañodepartícula10 pm), columnade

fasereversa(Spherisorb5 ODS-2,250x4.6 —, tamañodepartícula5 pm),

detectorultravioleta (Perkin—Elmer,LC-75 ~spectrophotometric detector”),

y un integrador (Perkin-Eimer, “chromatographicintelligent-terminal”).
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La separacióncromatográficaserealizocon un gradientelineal de 20

min y seutilizó comofasemóvil tampónácidoacético0. 1M ajustadoa pH 5.0

con tnetxlamina (solvente A) y acetonitrilo (solventeB). Las condiciones

iniciales fueron A:B= 65:32 y las finales A:B= 62:37. Previamentea su

utilización, la fase móvil se desgasificó, con el fin de evitar el efecto

desestabilizadorde las burbujas de aire sobrela presión de las bombas

cromatográficasy la presióndel detector.

Los tiemposde retenciónde los dospéptidossedeterminaroncon un

detector ultravioleta ajustadoa 280 nm tras la inyección de cantidades

conocidas (5-10 pg) de los péptidos sintéticos i3-end y NAO. El flujo

empleadofue de 1.5 rril/min. Bajo estascondicionescromatográficas,los

tiemposde retención fueron: 9 mm para0-endy 14 ruin paraNAC. Dichos

tiemposde retenciónseconfirmaronvariasvecesa lo largo dela jornadade

trabajo para verificar que no sufrian alteraciones. En la Ngura 13 se

presentanvarios cromatogramasque muestranla separaciónde los dos

péptidos.Lacantidaddemuestrainyectadafuede80-100pl. Encadaunade

elias, se recogieron las fracciones correspondientes a los dos péptidos que

seliofilizaron paraeliminar los solventesque interfieren en el RÍA. Para

calcularel porcentajederecuperacióndecadapéptido, endiversosmomentos

del procesode preparaciónde las muestras(durantela extracciónde los

péptidosy antesde la inyecciónen el sistemacromatográfico)seañadieron

cantidadesconocidasde ~—endy NAC a unaestructuraque nos sirvió de

control negativo: el cerebelo-

2.3.3. Radiolnzrninoer¡sayo. Metodolcofacreneral

El radioinmunoensayo (RIA) es un método de cuantificación de

moléculasbiológicasconcapacidadantigénicao susceptiblesdeadquirirlapor

conjugacióna otras más voluminosas.El métodose basaen una reacción

antigeno—antisuero(Ag—As), enlaqueelantisuero(As) seuneasuantígeno

(Ag) especifico. Comola unión Ag-As tiene lugar a través del establecimiento

de puentesno covalentes,la reacciónAg-As es reversibley sigue, por

tanto, la ley deaccióndemasas.Sin embargo,antisuerosde elevadaafinidad
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tiendena estabilizarel complejoAg-As haciendomuydifícil su disociación.

El Ag seencuentradedosformas: marcadoradiactivamente(Ag caliente)y

sin marcar (Ag frío); los doscompitenpor unirseal As, de maneraquese

formandostiposdecomplejos:complejomarcadoy complejosin marcar.Una

vezalcanzadoelequilibrio, ennuestrocasounaveztranscurridas18-24hde

incubación,los complejos formados se separan del Ag libre por absorción de

ésteal carbonoactivo, que seelimina despuéspor centrifugación.

Como en el ensayola concentraciónde As y Ag son constantes,la

cantidaddecomplejomarcadoesel índicedel contenidode Ag frío existente

enla muestraproblema.Portanto, cuantomayorcantidaddeAg contengala

muestra,menoscantidadde complejomarcadoseformaráen el equilibrio.

Estacantidadse determinapor contaje radiométrico de una alicuota del

sobrenadanteque resultaal separarpor centrifugaciónel carbonoactivo

unido al Ag no acopladoal As. En todoslos ensayosdeRIA seprocesaen

paralelounacurvadecalibración,en la quelamuestraproblemasesustituye

por cantidadesconocidasdeAg frio, quenospermiteconocerla cantidadde

éstepresenteen el materialbiológico en estudio.

Este RÍA. se utilizó para determinarel contenidode 13-endy de su

derivado acetilado en las estructurasde rata y ratón ya mencionadas,

obtenidasy procesadassegúnseindicó enapartadosanteriores.Se empleó

como trazadormarcado‘251-Tyr”-13-endorfinay sesiguió el procedimiento

descritoporHdllt y col (1979).Unavezreconstituidaslasmuestrasproblema

en los volumenesadecuadosdetampónde RÍA, seincubóla siguientemezcla

de reaccióndurante18-24ha 40C:

-300 pl de tampónRIA de incubación,

-50 pl de muestraproblemao del Ay frío en el casode la curva de

calibración,
-50 pl de 13-endmarcadaradiactivamentey,

-100 pl del As en la dilución que seuníaal 50% con la $3-endmarcada

(dilución final 1:10~);
de modo que el volumen final de reacciónfue de 500 pl.
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El tampónRIA de incubaciónestáformadopor: tampónfosfatosódico

0.02M (pH 7.5), NaCí 0.15M, ESA 0.01%, gelatina0.1%, tritón—X—100 0.1%

(Panreac)y timerosal0.01%. Cadamuestraproblemao punto de la curvade

calibradoserealizópor duplicado.

Lacurvaestandarseconstruyóconlassiguientescantidadesde %3-end

fría: 1,3,30 y 100 fmoles/tubo. La curvasecompletócon unostubosde:

-cuentastotales, llevabanúnicamente~-end marcaday el tampónde

incubación.Se procesaroncon aguadestiladaen vez de con carbón

activo y nos indicabanla radiactividadtotal presenteen el ensayo,

-blancos, llevaban una cantidad muy alta de ~-end fría,

aproximadamentede inmol/tubo, deestemodola j3-endmarcadaqueda

desplazadacompletamente.Se procesaroncon carbónactivo y nos

indicabanla radiactividadresidualdel ensayoy,

—ceros,no llevabanI3—endfría y seprocesaronconcarbónactivo. Nos

permitíanconocerel % deunión del Ac al Ag.

Transcurridoel tiempode incubación,18-24ha 400 seañadióa todos

los tubos 500 pl de tampón de revelado. En los tubos que anteriormente

denominamoscuentastotales,el tampóndereveladosesustituyóporel mismo

volumendeaguadestilada.El tampónde reveladoesidénticoal tampónEtA

pero carecede tritón-X-100 y está suplementadocon carbón activo 1.5%

(Norit A, Serva) y ESA 0.75%.A continuación,los tubosse agitarony se

centrifugarona llOOOxg durante10 min. Se recogióuna alícuotade cada

sobrenadantey seprocedióa su contajeradiométrico.
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2.4. DetermInación de la actividad GTP—Aslca en el SNCdel ratón y en las

células hibridas NG 108-15

La determinaciónde una actividadnucleátidotrifosfatasa (NTPasa)

específicapara el GTI> en un sistema multifuncional como la membrana

plasmáticarequiereun ensayoen el quesehayansuprimido al máximo las

actividadesnucleátidotrifosfatasasno especificas.Porello, seutiliza una

concentraciónbajade GTP (3OnM-3pM) y un inhibidor de gran númerode

ATPasaS,el análogono metabolizabledel ATP AppNHp.

La membranascontienenactividadesnucleósidoquinasay adenilato

qninasaque, en presenciade ADP, redistribuyenla radiactividadtanto a

nucleótidosde adeninacomo de guanina.Paraevitarlo, se introduceen el

ensayoun sistemaregeneradorde ATP formadopor la fosfato decreatinay

la creatina fosfoquinasa. La adicción de ATP mejora el rendimientodel

sistemaregeneradordeATP (Cassely Selinger,1976). Al inhibir la ATPasa

deN&/K empleandoouabainatambiénseevita la hidrólisis no específicade

GTP porATEasas.En elensayotambiénseincluyenMgCl2 y NaCí,el primero

es necesariopara que se produzcala disociaciónde la subunidada del

complejo lir, y el NaCí para disminuir la interacción de los receptores

desocupadoscon las proteínasG (Carty y col., 1990, Koski y col., 1982,

Costa y col., 1990). De hecho, es bastante probable que la actividad

GTpásica basalse deba a esa interacción. En ausenciadel ión sodio, la

actividadbasalestangrandequeimpideestudiarlaestimulaciónde laenzima

por agomstas.

2.4.1 Prevaraciónde las sina~tosomas

Los ratonessesacnficaronpordecapitacióny el cerebroy la médula

espinalse extrajeronrápidamente.El cerebrose diseccionóen diferentes

estructurassobre una placa de Petri a 4C. Estasestructurasfueron:

cortezacerebral,estriado,tálamo,hipotálamo,sustanciagris pe2riacueductal

(PAG), restodelmesencéfalo y bulbo-médulaobl.ongata.En].osexperimentos

realizados para caracterizar la actividad GTPásicadel SNC de ratón se
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utilizaron sinaptosomasde cerebrototal.

El tejido procedentede al menos 5 animalesse reunió, se lavó en

tampónTris/HCl 25mM, EGTA lniM (pH 7.4) a 40C y sehomogeneizóen frio

conunhomogeneizadorPolytronPT-10-35.En algunasocasioneséstetampón

fue suplementado con sacarosa 0.32M. El precipitado generado

(correspondientea la fracción nuclear) trasuna centrifugaciónde 10 ruin a

lOOOxg (SorvallRC5C, rotor SS—34)seresuspendióenel mismovolumen de

tampóny sedesechótrasotracentrifugacióna lOOOxg. A continuación,los

dos sobrenadantesresultantessereunierony secentrifugarona 22500xg

durante20 ruin. El precipitadoasí obtenido, seresuspendióde nuevoenel

tampóny sesometióa otracentrifugaciónadicionala 22500xgdurante20 mm.

El nuevoprecipitado,correspondienteala fracciónP
2 ricaensinaptosomas,

seconservóy el sobrenadantese ultracentrifugóa 200000xg(BeckmanL8-

80M, rotor 70 Ti) durantelh. Esteúltimo precipitadosedenoniinóP3-

Segúnel tampónen el que hubieransido preparadoslos precipitados

sedenominaron:P2sin,P2con,P3sinoP,con. Conestadenominaciónsehace

referenciaa la presencia(con) o no (sin) desacarosaduranteel procesode

generaciónde los precipitados. En todos los experimentos,excepto en

aquellosrealizadosparacaracterizarlaactividadGTPásicadel SNC deratón

se utilizaron fracciones P2. La razón fue la siguiente: aunque en las

fraccionesP3 sedetectaactividadGTPásicade bajaKm, éstano semodifica

ni poragonistasni por antagonistas(Ott y col., 1989). Los precipitadosse

resuspendieronen Tris/HCl 25mM, EGTA lmM (pH7.4) aunaconcentración

mediade proteína3-7pg/pl y secongelaronenfraccionesa -70
0C hastaque

seutilizaron.

2.4.2. Prenaraciándemembranasa narur decélulashibridas NG 108-15en

cultiva

Lascélulas,enPBS, se desprendieronde los frascosporagitacióny

seprecipitaronporcentrifugacióna SOOxg (BeckmanGE>) durante5 mm. Las

célulasseresuspendieronen tampónTris/HOl 25mM, EGTA lmM, sacarosa
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0.32M (pH 7.4) a CC, hastaalcanzarunaconcentraciónde 10’ células/ml.

y sehomogeneizóen frío con un homogeneizadorteflón/vidrio. La fracción

P2consepreparócomoen el casode los sinaptosomas.

2.4.3. Des~icd6ndel método

La determinaciónde la actividadGTPásicaasociadaa proteinasG se

llevó a cabomonitorizandola liberación de “Pi a partir de [t-
32E>JGTP.El

ensayoparadeterminarlaactividadGTPásicaesunamodificacióndelmétodo

deCassely Selinger(1976). El mediode incubaciónconsisteen: GTP 3pM,

[r-32P]GTP 0.4nM (4x105 c.p.m.), EDTA 0.lmM, ditiotreitol 2mM, NaCí

100m1tl, MgCl
2 5mM, App(NH)p 0.25mM, ouabalnalmM, ATP lmM, fosfatode

creatinalOmM, 2.5 unidadesde creatinafosfoquinasa,Tris-HCI lOmM (pH

7.4) y 1-5 pg de fracción proteica,todo ello enun volumenfinal de 100 pl.

A fin de protegerlos péptidosendógenos(como la 13-end o su derivado

acetilado) de la degradaciónde proteasasinespecíficasseincluyeron en la

mezclade incubaciónESA 0.1%y bacitracina0.01%. En ensayosde fijación

estosagenteshabian demostradosereficacesen la proteccciónde estos

péptidos(Garzóny Sánchez-Blázquez,1991).

En general, la reacciónseinició con la adición de la suspensiónde

membranasal medio de incubaciónprecalentadoy sellevó a cabodurante

10/20 ruin a 370 C. Sin embargo,comosedescribiráen el próximo apartado,

el protocoloexperimentalsufrió variacionesen función del estudioquese

estuvieraabordando.Tras la incubación,las muestrasseenfriaron en un

baño de hielo (en esas condiciones la hidrólisis de [t-
32P]GTP es

inapreciable). A continuación, para inhibir por completo la actividad

enzimáticay parasepararel “Pi del [t-32P]GTP no hidrolizado, seañadieron

900 pl de una suspensiónde carbónactivo al 5% (peso/volumen)(Norit A,

Serva) en ácido fosfórico 2OmM (pH 2.3) a 40C. Despuésde realizar una

centrifugación a llOOOxg durante 15 mm se recogieron 500 pl del

sobrenadante(dondese encuentrael “Pi) a los queseañadieron2 ml de

liquido de centelleo(ECOLUME, ION). Por último seprocedióa su contaje

radiométricoen un contadorde centelleo(Beckman, LS-5801).
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En estascondicionesexperimentales,la hidrólisis de GTP fue de

aproximadamenteun20%. Lahidrólisisdependientedelcomponenteenzimático

de alta afinidad constituyeel 30-50%de la hidrólisis total. La liberación de

“Pi por este componentese reduce por competición al incrementar la

concentraciónde sustratono marcado(GTP). En presenciadeun excesode

GTE> frío el “Pi liberadose debeesencialmenteala actividaddeNTPasasde

bajaafinidad. Estahidrólisis debajaafinidad no estámediadapor proteínas

G y seincrementaenrelacióndirectaalaumentodela concentracióndeGTP.

Los blancos(sin proteína)presentaronunaradioactividadresidualdel 1-2%.

La actividad GTPásica de baja Km (de alta afinidad) se obtuvo

sustrayendola observadaen presenciadeunaconcentraciónaltade GTP(1

mM) delahidrólisistotal observada(enc.p.m.) aunaconcentraciónbajade

GTE> (30 nM 03-30pH, dependiendodel experimento).Estecálculopermite

eliminar el componentehidrolitico debido a las nucleósidotrifosfatasas

inespecificas- A lo largode estetrabajosealudirá al componenteespecífico

comoactividadGTPásicade alta afinidad o de bajaKm. indistintamente.

Los resultadosse expresansegúnel ensayo, en pmoles de GTE>

hidrolizados/mgdeproteína/minuto,como% [t-32P]GTP hidrolizado, o como

% actividad basal. Todos los experimentosse realizaronpor triplicado. El

análisis de los datos para calcular la constantede afinidad (Km) y la

velocidad máxima de la reacción (~fmax) se llevó a cabo mediante la

representaciónde Uneweaver—Burken la queserelacionala inversade la

velocidadde la reacción f(1/pmol) .mg.min] en ordenadascon la inversade

la concentraciónde sustrato (1/GTP) en abcisas. Las concentracionesde

GTPempleadasfuerono.07,0.08, 0.1, 0.16, 0.25, 1, lOylOOpM. Losdatos

seajustarona unarectaen la quela Km vienedadapor la inversacambiada

de signodelainterseccióndelarectaconel eje deabcisas,ylaVmaxse

determinacomo la inversa de la intersecciónde la recta con el eje de

ordenadas.Del mismomodo, la pendientede la rectasecorrespondeconla

relación Km/Vmax. Los resultados se expresan en (1/pmoles

hidrolizados).mg proteína.minutoparala 1/V y en pM de GTP parala Km.

Los datosseestudiaron,por tanto, por análisis de regresiónlineal y las
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constantescinéticasseobtuvieronempleandolaecuacióndeMichaelis-Menten

(Tallairida y Murray, 1981).

2.4.4. Protocolosexuerimnentalesemoleados

Protacxalo¡nidal

En la caracterizaciónde la actividadGTPásicadel SNC de ratón y en

el estudio comparativoen estructurasdel SNC de ratonescontroles y

tolerantesse añadió la suspensiónde membranasal medio de incubación

precalentadoa 3700 y la mezclase dejó en incubacióna esatemperatura

durante10 mm (Cassely Selinger, 1976; ¡CosIcí y col., 1982; Ott y col.,

1989; Selley y Bidlack, 1992). La actividad GTPásicade baja afinidad se

determinó en presenciade GTE> 1 mM. La actividad total se obtuvo en

presenciade 30 nM de sustrato.

Protocolodepreincubacidaenfrío

En las condicionesexperimentalesdescritasseensayaronlos efectos

de los agonistasopioides morfina, DAGO y DADLE sobre la actividad

GTPásica de baja Km en el PAG de ratón. Para conseguir efectos

estimulatoriosen torno al 25% sobre la actividad GTPásicabasal (55-60

pmoles/mg/min), por otra parte bastante limitados, se necesitaron

concentracionesmicromolaresde los agonistasa fin de producir una alta

ocupacióndel receptor opioide. El péptido endógeno13-endse presentó

incluso más débil en este efecto (únicamenteun 10% de incrementocon

respecto a los valores basales). Las concentracionesde los opioides

empleadasasí como los efectos que éstas provocaroncoinciden con las

descritasen la bibliografía (Barchfeldy Hedzihradsky,1984; Clark y col.,

1986; FedynyshynyLee,1989; FraniklinyHoss, 1984).

Seintentó mejorarel rendimientode la reacciónaumentandoel tiempo

de incubación a 370. Dado que estas enzimas son termosensibles,la

hidrólisis de GTE> cesaprácticamenteluegode 20-25min de incubación.En
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esascondicionesexperimentalesla respuestade las membranasa una

concentraciónmicromolar de DADLE (10 pM) mejoró con respectoa la

obtenidaen el protocoloanterior (alrededordel 40%sobrela actividadbasal)

pero únicamentecuando la concentracionesde sustratopresentesen el

ensayoeranmuy altas(3-10pM de GTE>) (verapartado3.3. deresultados).

Con objeto de obteneractivación de la actividad GTPásicade alta

afinidada concentracionesselectivasdelos diferentessubtiposdel receptor

opioide, en el rango nanomolar, seexploró el resultadode equilibrar los

agonistasconel tejido antesde iniciar la reacciónenzimática.Paraevitar el

deterioro enzimático que se produce con la temperaturase realizaron

incubacionesenfrío (a 400)a distintostiempos,desdelh hasta3h. A partir

de2h depreincubaciónconcentracionesen el rangonanomolar,modificaron

la respuestade la actividadGTPásicadel PAG de ratón, por lo queesefue

el periodo seleccionadoen nuestrosexperimentos.En este sentido, un

trabajo previo de nuestro grupo ha demostradoque a 3.os 90 min de

incubación a 400 se alcanzael equilibrio de unión de los opioidescon el

receptorp del SNC del ratón (Garzón y Sánchez-Blázquez,1987). A esa

temperaturala enzima no se deteriora y el. ligando (a concentraciones

nanomolares)tienetiempodeequilibrarseconsusreceptoresmásespecíficos

porlo queahoraesposiblequeesasconcentracionesinduzcanlaestimulación

de la actividadGTPásica.

Por tanto, en los experimentosen los que seensayóel efectode una

sustancia(agonista,antagonistao mastoparán)sobrela actividadGTPásica

dealtaafinidad, serealizóunapreincubaciónconlasmembranasen Tris-HOl

lOmH, ECTA 0.5mM (pH 7.4) durante2h a 400 con el objeto de equilibrar

estassustanciasconsus receptoreso proteínasdiana. A continuaciónesta

suspensiónde membranas(20 pl) se llevó al medio de incubación (80pl)

previamenteprecalentadoa 3700 y que conteníatodos los componentes

necesariosparala reacciónaexcepciónlógicamentedela sustanciaaensayar

y las membranas. La concentración de proteínas y sustanciasen la

suspensiónerala apropiadaparaobtenerla concentraciónfinal deseadaen

la incubación(100pl). La reacciónse realizódurante20 ruin a 3700.
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Protocolas de trabajo con antisueros

1. Tratamientos 9n viÚo’

En la mayoríade los experimentos,sesiguió el protocolo descrito en

la literatura. Este método constade dos pasos: fl una preincubacióndel

mediode incubaciónjuntoconlasmembranas,los antisuerosy el GTE>, enun

volumen final de 80p1 durantelb a 370C; y Ji) una incubaciónde 20 mm a

3700 de la mezclaanteriorala quesele añadenel [t-32P]GTP y la sustancia

a estudiar (en un volumen de 20p1); el volumen final de la reacciónesde

lOOpl (McClue y col., 1992; McKenziey col., 1988; McKenzie y Miliigan,

1990). A esteprotocolopasamosa denominarloProtocolo1.

Esteprotocolohubo de sermodificado, concretamenteal estudiarla

contribuciónde la subunidadG,..adel PAG a laactividadGTPásicasensible

a opioides- Se comenzóincubandolas membranascon el antisueroen una

concentraciónsalina y en presenciade ESA, durante3h a temperatura

ambiente.En esascondicioneslos agonistasopioidesprodujeronuna pobre

estimulaciónGTPásicay, portanto, la posibleinhibición del procesoporel

antisuerono pudo determinarse.Subsecuentemente,sesustituyóel primer

pasodel protocolo que denominamosprotocolo 1 (1h a 370 C) por una

preincubaciónen frío (400) a distintos tiempos, desde 2h hasta12h. Sin

embargo, no se observó regulación de la actividad enziniática por los

agonistasopioldesy obviamentefueimposibledeterminarsumodulación.Se

puedeconcluir, por tanto, que una preincubaciónde las proteínasen

presencia de GTE> a baja temperatura no favorece ni el proceso de

estimulaciónporlosagonistasni elaccesodelosantisuerosalassubunidades

a de las proteínasG.

En presencia de una concentraciónalta de GTE> (en el rango

miaomolar) aunquelaactividad GTPásicaes prácticamenteinexistente, sin

embargoesposiblequelos receptoresopioidessedesacoplendelasproteínas

O y pasena un estadodebajaafinidadparael agonistalo queresultaenuna

pobreunión del ligando por su receptor. En presenciade GTE> y a 3700, las
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proteinasG sedisocian,aumentala actividadGTE>ásica,y el antisuerotiene

más posibilidadesde reconocerlas subunidadesGa. Como no todas las

proteínasG presentanla misma afinidad (Km) por el GTE>, aquellasque

requieranmayorcantidadde GTE>, como la G,.,a (Caseyy col., 1990), no

podrán manifestarsesi se empleael protocolo1, a menosque seempleen

concentracionesmás altas del nucleótido. Hay que considerar que la

concentraciónde GTE> disminuirárápidamentea 37C al carecerla mezclade

incubación del sistemaregeneradorde GTE>. Por ello, en experimentos

dirigidos a estudiarla modulaciónde la actividadGTPásicade lasubunidad

G,,.a, seutilizó un protocolomuy parecidoal 1, peroen el primer pasose

sustituyó el GTE> por la sustanciaa estudiarlo que facilita una elevada

ocupacióndel receptorpor el agonistaen el ensayo. El GTE>, por tanto,

acompañaa lasproteinassóloen la última partedel experimento,durantela

incubación de 20 mm a 3700 y su concentracióndurante el ensayode

actividadGTPásicaserásuficientecomoparaquetodaslassubunidadesade

las proteínasG puedanmanifestarse.A este protocolo le denominamos

Protocolo2.

2. Tratamientos 9n vivo”

Seemplearonratonesligeramenteanestesiadoscon étera los que se

administrópor vía intracerebroventricular4 pl de antísuerospurificados

anti-G12ay anti-G.,,aa una dilución equivalentede 1:1000. Los animales

fueron sacrificadosa las 24h de la inyección, se aislaronlos PAG y se

prepararonlas fraccionesP3 queseutilizaron parala determinaciónde la

actividad GTPásica. El protocolo que se siguió para ello fue el de

preuncubaciónen frío, seguido de una incubación de 20 miii a 3700 El

componentedebajaafinidad (definido en presenciade GTE> 1 mM) sesustrajo

de la hidrólisis detectadacon unaconcentraciónde GTP de 3 pH.

2.5. Determtnacl6n de vroteínas

Se siguió una modificación del métodooriginal Folin-Phenoldescrito

por Lowry y col (1951). Dicho métodosebasaen la formación deun complejo
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cobre-proteínaen un medioalcalino quereduceal reactivofosfomolibdico-

fosfotungsténico (reactivo de Folin) formandoun compuestocoloreadoque

se mide foto métricamente.

Para la realización de este ensayo, se necesita una curva patrón de

proteína(desdeShasta100 pg deproteína/tubo)quesepreparaapartir de

una solución de ESA de concentración0.5 mg/ml. Se toma un volumende 1

ml del homogeneizadoproblemay de lassolucionesconocidasdeESA, seles

añade100 pl dedesoxicolatosódico0.15%(parafavorecerla extraccióndelas

proteínas), se esperan 10 mm y luego se añaden 100 pl de ácido

tricloroacético 72 % (para precipitar las proteínas). A continuaciónse

centrifuganlasmuestrasa llOOOxg durante10 miii al cabode los cualesse

elimina el sobrenadante. A continuación, se resuspenden los precipitados en

200 pl de NaOH0.8N, 200 pl de CTC (un reactivo compuesto por tartrato

sódico0.2%, sulfatocúprico0.1%ycarbonatosódico10%) y 400 pl deSDS5%.

Seagitany seesperan10 niin. Luegoseañaden400 pl dereactivode Folun

0.5 N y se mide la absorci6n de cada muestra a 750 nm en un

espectrofotómetro(PharmaciaLKB, NovaspecII) una vez transcurridos45

mm. Con los datosobtenidosseconstruyeunacurva de calibradosobrela

quesedeterminalacantidaddeproteínacontenidaenlasmuestrasproblema.

Estamodificacióndel métodode Lowry descritaporPeterson(1983),

permiteuna valoraciónde proteínas(solublesy de membrana)muy fiable,

inclusoensolucionesmuydiluidas. Conla precipitaciónseconsigueademás,

concentrarla proteínay eliminar la mayoríadesustanciasqueinterfierenen

la formación del complejocoloreado.

2.6. Análisis estadlstia

,

Lasdiferenciassignificativassedeterminaronporanálisisdevarianza

seguidodel test de Newman—Keuis.El nivel de significaciónempleadofue

p<0.05 - Se empleó el programa estadistico “E>harmacologíc Calculation

System” (Tallarida y Murray, 1981).
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1. Evolución temocralde la toleranciay denendenclaa la adminisfraclón

crónica demorfina

L.a administracióncrónicade morfinaserealizó,segúnsedetallaenel

apartado 2.1.1. de Materiales y Métodos, mediante la administración

subcutáneadeuna suspensiónde morfinaenel ratón y, porla implantación

subcutáneademinibombasosmóticasconteniendounasolucióndemorfinaen

la rata.

El desarrollo de la tolerancia se siguió a distintos tiempos tras la

implantaciónde la morfina a travésde las cambiassufridosen la actividad

analgésicadel optoide en el test del “tail-f]ic}c” can estimulo térmico

nociceptivo. Los resultados están representadosen la Figura 14. La

actividadantinociceptivaseexpresacomolamedia±E- S . M. delporcentajedel

máximo efecto posible (MEP); % MEP= 100 * (latencia del test - latencia

basal)/(1O-latenciabasal)- El gradodeanalgesiainducidoporla morfinaen

el ratón durante las 2h siguientes a su administración fue el máximo

detectableen estetest; en la ratadebidoa la lentaliberación de la morfina

por las minibombasse necesitaron6h para alcanzarel máximo grado de

analgesia.La respuestaalcanzóduranteestosintervalosel tiempomáximo de

arte establecido(10 segundos).El gradode analgesiafue disminuyendo

paulativamente(tolerancia)hastaalcanzar,48hdespuésdelaadministración

de morfina, valoressemejantesa la respuestaobservadaen el grupo de

animalesplacebo.

Enanimalestolerantesla interrupciónde laadministracióndelopioide

dalugar a la expresiónde la dependenciafisica, quesemanifiestaconuna

seriedesignoscaracteristicosqueconstituyenlo quesedenomina“sindrome

de abstinenciatt. Entre ellos, el más estudiadopor su incidencia y fácil

cuantificaciónobjetiva es la ejecuciónrepetitiva de saltos. Por tanto, el

gradode dependenciaa la morfina de los animalessedeterminévalorandola

aparición e intensidad de este signo. Para determinarel desarrollo de

dependenciaa morfina sepreparóun grupode animalestolerantesdistinto

al que se utilizó para realizar las determinacionesbioquímicas. A estos
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animalesse los administréel antagonistaopioide nalaxona(5 mg/Kg. en el

ratón y 1 mg/Kg en la rata, i.p.) 3 días despuésde la implantaciónde la

morfina y se procedió a evaluar la conductasaltatoria de los animales.

Despuésde la administraciónde la naloxona,los animalesseintrodujeronen

unacajademetacrilatotransparenteregistrándoseel porcentajedeanimales

que presentabala conducta saltatoria, así como la intensidadde dicha

conductadurantelos 10 mm siguientes. En la Tabla 3 se presentanlos

resultadosobtenidosalprecipitarelsíndromedeabstinenciaenel ratón y en

la rata. En los gruposde animalestratadoscon placeboy en los tolerante-

dependientesala morfinaseindicanla presenciadel signo e intensidadde

la conductasaltatona.

La mortalidadinducida en el ratón por el tratamientocrónico conla

suspensiónde morfina fue muy baja. La intensidad del síndrome de

abstinenciaque se obtuvo tras la administraciónde naloxona, reveló la

apariciónde nivelesaltos de dependencia(ver Tabla 3). Esto confirma la

validezdel métodoparael estudiodela tolerancia-dependenciaala morfina.

Es una metodologíasencilla y reproducibleque garantizala presenciade

elevadosniveles de morfina en plasma y tejido cerebral, (Maggiolo y

Huidobro, 1961; Yoburn y col., 1985). Con la utilización de minibambasde

liberaciónlenta, sedesarrollaungradodetolerancia-dependenciaenla rata

comparable al obtenido con otros métodos de administración crónica

(implantacióndeloscomprimidostradicionaleso administracióndesuspensión

de morfina) (Adamsy Holtzman, 1990).
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FIGURA 14. Curso temporal del desarrollo de la tolerancia al efecto analgésico de la morfina en el ratón
(A) y en la rata (B). Todos los animales fueron implantados con ¡orlina s.c., a las Ob. La analgesia
se evaluó en el test del tail—flick’, a distintos tiempos tras la implantación; los valores se expresan
como la media±E.S.M. del % del máximo efecto posible <% MEP)~ de grupos de 10 animales cada uno.
¡Diferencias significativas respecto a los animales controles. Análisis de varianza seguido del test
de New¡an-Keuls, p<0.05.

TABLA 3

EXPRESION DEL SíNDROMEDE
ABSTINENCIA EN EL RATON.

Tratamiento 1 animales N~ saltos

Placebo Mx ~ n.d.

Morfina Salino ~-- n.d.

Morfina Ni 95 30±2

EXPRES[ON DEL SíNDROMEDE

ABSTINENCIA EN LA RATA.

Tratamiento ~animales N~ saltos

Placebo Nr n.d.

Morfina Salino n.d.

Morfina Nr 90 13±4

n.d no detectable

Expresión del síndrome de abstinencia en el ratón yen la rata, 72h después de la implantación de la
morfina se precipitó el síndrome de abstinencia con naloxona (Nr), i.p. 5 mg/Kg en el ratón y 1 mg/Kg
en la rata. Se representa el porcentaje de animales que presentó la conducta saltatoria así como el
número de reces que se produce, en grupos de 20 animales. La respuesta se eralud durante Los 10 minutos
siguientes a la administración de la Ni.
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2. Contenido de B-endorflna <1-311 y de N-acettl-B-endorflna<1-31) en

estructurasdel SNC e hfrtfisfa: Efectode la tolerancia-dependencia

La toleranciay la dependenciaseconsideranrespuestasfisiológicas

adaptativasa la inhibicióncrónicadela funciónneuralinducidaporopioides

exógenos.En esteapartadodel trabajoseha estudiadola influenciade la

toleranciay dependenciaa morfina sobreelsistemaopioldeendógenode la

rata y el ratón. Paraello se determinaronlos niveles de los péptidos j3-

endorfina(1-31) (~-end)ydeN-aceUl-~--endorfina(1-31) (NAC) en cuatro

gruposexperimentalesquesedenominaron:control, tolerante24h, tolerante

72h (implantadoscon morfina durante24h o 72h) y abstinente(implantados

con morfina durante72h y sacrificados24h despuésde la retirada de las

minibombaso del agotamientode lassuspensionesoleosas(72h)) -

2.1. Rata

Los niveles más elevadosde (3-end se encontraronen la hipófisis,

seguidaen orden decrecientepor, tálamo, septum, estriado, hipotálamo,

sustanciagris periacueductal(PAG), bulboy restodemesencéfalo- La NAC

tambiénpresentólos mayoresnivelesen la hipófisis y fueronseguidospor

los de tálamo, hipotálamo, PAG, septum, bulbo, estilado y resto de

mesencéfalo.

Los efectossobrelos niveles de ambospéptidosde la administración

crónicademorfina y de laabstinenciaalopioidesemuestranenla Figura15.

La morfinacrónicadisminuyósignificativamenteelcontenidode W-endy NAC

entodaslasestructurasestudiadasaexcepcióndel septumdondelosniveles

de NAC no sealteraron.Al intervaloestudiado,trasla retiradadel opiolde

no se observó reversión de los efectos de la morfina. En general se

detectarondisminucionesen el contenido, aunque en algunasregiones

también pudieronobservarsecambiosen la relación 13—end/NAC. En este

sentido, en el septumy enel estriado, regionesqueestánimplicadasen la

expresiónde la dependenciafísica <Sweepy col., 1989), seobservóuna

proporción4 vecesmenorala del grupocontrol, proporciónqueserecuperó
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enanimalesabstinentes.

En la Figura 17 serepresentanlos datosreferentesa la hipófisis, en

el lóbulo anteriorde animalestolerantes,seobservaronincrementosde los

dospéptidosde caráctersignificativo aunquea distintosintervalostrasla

implantación de la morfina (24h para 13-end y 72h para NAC). Tras la

desapariciónde la morfina se reestablecieronlos valores de animales

controlesparala NAC pero no parala ~-end. En el lóbulo neurointermedio,

sin embargo,la presenciade morfina no alteró el contenidode 13-endpero

disminuyósignificativamenteeldeNAC. Enanimalesabstinentes,losniveles

deambospéptidossevieron incrementadoscon respectoal grupocontrol.

2.2. Ratón

En el cerebro de ratón, respecto al contenido de 13-end, las

estructurasseordenarondemayoramenor:hipófisis, PAG, tálamo,bulbo,

hipotálamo,septum,estriadoy resto de mesencéfalo.Parala NAC el orden

fue: hipófisis, tálamo,hipotálamo,septum,bulbo, PAG, estriadoy restode

mesencéfalo.Distribución muy parecidaa la observadaen el cerebrode la

rata.

Los efectossobrelos nivelesdeambospéptidosde la morfinacrónica

y de la abstinenciasemuestranen la Figura 16. En hipotálamoy restodel

mesencéfaloseprodujo un incrementosignificativo en los nivelesdelos dos

péptidosa las 24h de la implantación.Esteefectotambiénseobservópara

NAC enelestriado,estructuraen la queelcontenidode 13-endnosemodificó

a lo largo de la tolerancia. En ei bulbo, la presenciacrónica de morfina

disminuyólacantidaddeambaspéptidos(siguiendoun patrónmuy parecido

al encontradoenla rata)mientrasqueenel septumsucediólo contrario. En

el PAG, sin embargo, los niveles de [3-end aumentarony los de NAC

disminuyeron. En el tálamo,sólo se observaroncambiosen el contenidode

13—end.
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La abstinenciano modificó el efectoejercidopor la morfinacrónicaen

hipotálamo, bulbo y tálamo. En PAG, el contenidode (3-endrecuperélos

valoresdel grupocontrol, perolosdeNAC continuaronelevados.En el resto

del mesencéfalo y el estriado, la retirada del optoide incrementó

significativamentelosnivelesde losdospéptidos,aunqueel aumentode NAC

fue mayor. En el septumseprodujouna disminucióndefrend y NAC, en el

casode ésteúltimo péptidoserecuperanlos nivelesde animalescontrol.

En la Figura 17 se presentanlos datos de la hipófisis. Tanto la

administracióncrónica de morfina como la abstinenciaincrementaronlos

niveles de [3-end pero no modificaron los de NAC, salvo en los animales

sacrificados 24h tras la implantación en los que se detectóuna acusada

disminuciónenel contenidode éstepéptido.
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3. Actividad GTPAsIcade alta afinidad

3.1. Caracterizadónde la actividadGTPásfcadel 31W de ratón

3.1.1. Evoluciónen el tiempodeIncubación

Como se observaen la Figura 18. la aparición de “Pi se relaciona

linealmenteconel tiempohastaaproximadamentelos 20 minutosdeincubación

a37C - Paralosexperimentosdescritosenestetrabajoseeligieron10/20mm

comotiemposde incubación. La hidrólisis debidaa la actividadOTEásicade

alta Km sedeterminóenfraccionesE2 decerebrototal deratónenpresencia

de 1 mM de GTE y se sustrajode la determinadaen presenciade 30 nM de

GTE.

3.1-2. Influenciade la cantidaddevrotelna

La hidrólisis de [r-
32E]GTP debidaa la actividadGTPásicadealta Km

sedeterminóen fraccionesE
2 y E3 con y sin sacarosade cerebrototal de

ratón en presenciade 1 mM de GTE y se sustrajo de la determinadaen

presenciade 30 nM de GTE. Como seobservaen la Figura ig, la relación

entrela cantidadde proteinaenel ensayoy la hidrólisis de GTE durante10

mm a 37C dependede la preparacióndemembranautilizada. La linealidad

se mantieneen todos los casoscuandola cantidadde proteínaempleadaes

menoro igual a 5 pg. Sin embargo,en la Figura 19 tambiénseapreciaquea

igualdad de cantidad de proteína se produceuna mayor hidrólisis si se

utilizan fraccionespreparadascon sacarosa-
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3.1.3. Curvasde diluctón del rr-32P1GTP

Se realizaroncurvas de dilución de GTE sin marcaren fraccionesE
2

y E3 con y sin sacarosade cerebrototal de ratón. Como seobservaen la

Figura 20, la hidrólisis de [t—”EIGTP se redujo en presenciade GTE frío
incluso a concentracionesmuy bajas (nótese que la escala del eje de

ordenadaspara la preparaciónE3sin es diferente)- Esto indica que la

actividadGTPásica(GTPasa)de baja Km esla principal responsablede la

hidrólisis de OTE en las distintas preparacionesde membranade cerebro

total de ratón- Enestesentido, trabajosprevios muestranquela actividad

GTEásicaestáformadapor doscomponentes,uno dealtaafinidad (saturable

conconcentracionesnanomoiaresdeGTE) y unodebajaafinidadqueaumenta

linealmenteenrelacióndirectaalaumentodelaconcentracióndeGTE (Casael

ySelinger, 1976).

El diagramadeLineweaver-BurkdelaactividadGTPásicaescurvilineo

indicandoqueal menosdosenzimasconafinidadesdistintasporel sustrato,

e.IGTE, participanensuhidrólisis(Aktoriesyjakobs, 1981).Portanto, la

hidrólisis de [z-
32E]GTE en membranasde cerebrode ratón se debea la

actuaci6nde al menosdoscomponentes,uno dealta y otro de bajaafinidad-

La liberación de “PI por la GTPasade alta afinidad es saturabley puede

estimarseen60-80% dela hidrólisis total.

ConestosresultadosseconstruyerondiagramasdeLineweaver-Burk,

que se muestranen la Figura 21, para el componenteGTEásicode alta

afinidad en cada una de las preparacionesde cerebro total de ratón

estudiadas:P,sin• E
2con,P3siny E3con- A partir deellos secalcularonlas

Rius aparentes(comoseindicó enelapanado2.4.3. deMaterialesy Métodos)

y quea continuaciónsedetallan.Entreparéntesisaparecenlos limites del

intervalo de confianzaal 95%.
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P2sin Km=0.367 (0fl31—0406)

P2con Km= 0.183 (0A52—0.214)

P,sin Km= 0538 (0.497—0.558)

P,con Km= 0.121 (0.088—0J54)

La actividad GTPásicade lasfraccionesE2 estáasociadaa las proteína

O de la membranaplasmática,mientrasquela observableen lasfraccionesE3

es consecuenciade las proteínasO asociadasa los microsomaspor ello,

independientementede sus característicascinéticas, no es reguladapor

receptores(Ott y col., 1989). Estaesla razónpor la queenestetrabajose

hayanempleadofraccionesdemembranaEz, y dadoqueaquellaspreparadas

con sacarosapresentaronuna mayor afinidad por el GTE, siempre se

obtuvieronen presenciadel azúcar.

La hidrólisis debidaalaactividadOTEásicadealta Km sedeterminóen

presenciade 1 mM deGTE y sesustrajodela determinadaenpresenciade las

distintasconcentracionesdeGTE. La reacciónsellevó a cabodurante10 mm

a 37
0C (condicionesexperimentalesdefinidascomo protocolo inicial en el

apartado2.4.4. de Materialesy Métodos).

3 • 2. Estudio de la admInIstraciónaónica de morfina sobre la actividad

GTFáslcade diferentesáreasdel SNC del ratón

La hidrólisis debidaa la actividad GTPásicade alta Km en todos los

experimentosque se detallana continuaciónse determinóen fraccionesE
2

consacarosapreparadasa partir de distintas áreasdel SNC de ratón. La

concentraciónfinal de GTE en el medio de incubación fue de 30 nM. La

OTEasadealta Km sedefinió trasrestarlahidrólisis observadaen presencia

de 1 mM de GTE. Se realizóunaincubaciónde 10 mm a 37
0C (definidacomo

protocoloinicial en el apartado2.4.4. de Materialesy Métodos)-
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3..2A. Distribudón de la actividadGTPásIcadealta afinidadenel SNC del

ratón

LaactividadOTEásicadebajaKm presentóunadistribucióndiferencial

enlasdistintaszonasdel SNC deratón (Tabla4). El hipotálamo,el restodel

mesencéfalo(menoslasustanciagris periacueductal)y elestriadoexhibieron

una actividad OTEásica de baja Km significativamente mayor que la

presentadapor el bulbo. Los valores basalesoscilaron entre los 6

pmoles/mg/mindel bulbo y los 12 pmoles/mg/mindel restodel mesencéfalo

(resto) -

La distribución dela GTEasadebajaKm sensibleala morfinatampoco

esuniforme. Despuésde3 díasdeexposicióncrónicaa la morfina, el bulbo,

la sustanciagris periacueductal(FAO), el restoy el hipotálamopresentaron

unaactividadOTPásicasignificativamentemenoraladelestriadoo tálamo.

Laactividadespecificadela OTPasadealtaafinidadmostródiferencia

significativasentreel grupocontrol y el tolerante-dependientede distinto

signo, así, enel tálamodeanimalescrónicamenteimplantadosconmorfina la

hidrólisis de GTEaumentamientrasque en el EAG lo queseobservaesuna

disminución.Existeunatendenciaala reduccióndeestaactividadenzimática

enel restoy enla médulaespinaldeanimalestolerante-dependientes.Porel

contrario,estetratamientonoprodujoningúncambioencorteza,hipotálamo,

estriadoy bulbo <Tabla4). Estasdiferenciasseencuentranilustradasen la

Figura 22.
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TABLA 4. EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE MORFINA SOBRE LA
ACTIVIDAD GTPásica DE ALTA AFINIDAD EN DISTINTAS ESTRUCTURASDEL SNC DE
RATON.

IIIDROLISIS DE GTP
(pmoles/mg/min)

ESTRIJCTIJRAS CONTROLES TOLERANTES

Corteza 10,2 ±0.9 10.3 ±1.2

Tálamo 10.4 ±0.9 15.1 ±1.1*

Hipotálamo 9.6 ±0.8 10.5 ±1.1

Estriado 14.4 ±1.4 13.9 ±1.1

10.1 ±0.8 6.4 ±0.8*

Resto 11.4 ±0.8 9.2 ±0.6

Bulbo 6.03 ±0.4 6.9 ±0.7

Médula Espinal 9.9 ±1.1 7.2 ±0.7

Actividad Cipásica de alta afinidad en distintas estructuras del SNC de ratones tolerante-dependientes

a morfina y controles. La tolerancia-dependencia a morfina se indujo por la liberación sostenida del

alcaloide a partir de una suspensión de morfina conteniendo 75 mg de morfina base implantada

subcutáneamente. Los animales se sacrificaron al tercer día de la implantación. Los resultados están

expresados en picomoles de GV hidrolizados por miligramo de proteína y minute; cada valor representa

la media±ESMde al menos 6 determinaciones. * Diferencias significativas entre animales tolerante—

dependientes y controles. Análisis de varianza seguido del test de Newman—Keuls, p<0.05. <PAG=sustancia

gris periacueductal, Restozresto del mesencéfalo).
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t2..2 - Caracterlstlcasdnéticasde la actividadGTPásicadaaltaafinidaden

el SNC deratón

SerealizarondiagramasdeLineweaver-BurkdelcomponenteOTEásico

dealta afinidad de lasáreasneuralesestudiadasenanimalescontrolesy en

animalestolerante-dependientesa morfina- SecalcularonlasKms aparentes

por análisis de regresiónlineal, como se indicó en el apartado2.4.3 - de

Materialesy Métodos- En controleslos valoresde las Kmsoscilaronentrelos

minimosdehipotálamo,restoycorteza(0J93pM,0.200pMyO2O8pM)ylos

máximos del estriadoy médula espinal (0200 pM y 0.308 pM). Tras el

tratamientocon morfina crónica se produjeron cambioscon respectoa la

situacióncontrol- Las Kms deestriado,FAO y médulaespinaldisminuyeron,

mientrasque las de hipotálamoy restoaumentaron.Los resultadosestán

recogidosen la Tabla5.

3.3. Efectoestimuladorde los onicidessobrela actividadGTPASIca

Reynolds(1969)y Jacquety Lajtha (1973)pusierondemanifiestoque

laestimulacióneléctricaennúcleosdelasustanciagris periacueductal(FAO)

o la inyección i.c.v. de opioides produceanalgesiasupraespinal.Estos

autoressugirieronquelos opioldesestimulanciertasvíasinhibitorias de la

transmisiónnociceptivaensucaminohaciael tálamoy lacortezacerebral- El

FAO también juega un papel importante en los mecanismosadaptativos

relacionadosconla tolerancia-dependenciaalosopioides(Haz y col. ,1970)-

Se ha observadoque i) la inyección deantagonistasopioidesen el FAO de

ratasdependientesa morfinaprovocala apariciónde signoscaracterísticos

del síndromedeabstinencia(Koob y Bloom, 1988) y que;II) laadntinistracfón

detoxina pertúsicai - c• y. del ratón disminuyela analgesiaprovocadapor

distintosopioides(Sánchez-Blázquezy Garzón, 1988)y atenúalossignosdel

síndromede abstinenciaque aparecentrasadministrarnaloxonaa animales

dependientesa morfina (Parolaroy coL, 1990). En el efectoantinoacept’.vo

delosoploidesparticipanestructurassupraespinalesy espinales(Takemori

y Eorthoqhese,1993; Kiefel y ccl., 1993). La administracióncrónica de

morfina en estas localizacionesprovoca la aparición de fenómenosde
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toleranciacircunscritosal nivel de administración,por ello, sehasugerido

quelos mecanismosimplicadosen la analgesiasonindependientesdelos que

participanen la toleranciaespinaly supraespinal(Siuciaky Advokat, 1987;

Takahashiy col-, 1991).

El estudiode la actividad GTPAsi.cade bajaKm y su regulaciónpor

opioides se estudió principalmenteen dos áreasdel SNC estrechamente

implicadasen los efectosanalgésicosde estassustancias,el PAG a nivel

supraespinaly laméduiaespinal(ME) - Tambiénseutilizaroncélulashibridas

deneuroblastomagliomaNG 108-15en las queseha descritounapoblación

homogéneade receptoresopioidestipo a. La actividad OTEásicade alta

afinidaden lascélulasNO 108-15fue caracterizadapor primeravezen 1981

por lCoski y Klee, desdeentonces,en la mayorpartede los trabajosen los

quesehaabordadoelestudiodeestaactividadenzimáticaenrejaciónconlos

opioidessehanempleadomembranasprocedentesde estascélulas(Xoski y

ccl., 1982; SelleyyBidiack, 1992; Vachonycol., 1986).

En los experimentosque se detallan a continuaciónse trabajó con

fraccionesdemembranaE~ preparadasconsacarosay seutilizó el protocolo

de preincubaciónen frío (2ha 40C) seguidodeunaincubaciónde20 mm a
370~ - Se utilizaron estasfraccionesporque, como ya seha seftaladocon

anterioridad, en las fracciones PS. al carecer de receptores para

nenrotransmisores,no esposibleobservarestimulaciónpor agonistas(Ott

y col., 1989). En estascondicionesexperimentales,la actividadbasalde la

OTEasade alta afinidad (calculadacomola diferenciaentrela hidrólisis de

GTE determinadaenpresenciade3 pM de GTE y la determinadacon 1 mM de

GTE) osciló a lo largodel estudioentre70 y 125 pmoles/mg/mninen el FAO,

entre50 y 90 pmoles/mg/minen la ME, y entre60 y 90 pmoles/mg/minen las

células NO 108-15. Los valores basalesde la actividad OTEásicade alta

afinidad en cerebrosonmuchomayoresquelos observadosenotros tejidos

(Aktozies y Jakobs,1981; Cassely Sellinger, 1976).
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TABLA 5. EFECTO DE LA ADMINISTRACION
CONSTANTEDE AFINIDAD DE LA ACTIVIDAD
DISTINTAS ESTRUCTURASDEL SNC DE RATON.

CRONICA DE MORFINA SOBRE
GTPásica DE ALTA AFINIDAD

Km

[vmJ

ESTRUCTURAS CONTROLES TOLERANTES

Corteza 0.208 ±0.014 0.234 ±0,016

Tálamo 0.220 ±0.015 0.188 ±0.013

Hipotálamo 0.193 ±0.013 0.357 ±0.024*

Estriado 0.308 ±0.020 0.193 ±0.013*

?AG 0.271 ±0.018 0.192 ±0.013*

Resto 0.195 ±0.013 0.281 ±0.020’

Bulbo 0.239 ±0.016 0.236 ±0.011

Cerebelo 0.205 ±0.015 0.252 ±0.016

Médula espinal 0,299 ±0.020 0.201 ±0.014*

Constantes de afinidad (1(m) de la actividad GTPásica de alta afinidad en distintas estructuras del SMC

de ratones toletante-dependientes a morfina y controles. La tolerancia—dependencia a morfina se indujo

por el procedimiento descrito en la Tabla 4 y en el capitulo de Materiales y Métodos. Los animales se

sacrificaron al tercer día de la implantación. Los resultados están expresados en concentración

¡icromolar de GTP; cada valor representa la media±ESMde al menos 3 determinaciones, cada una de ellas

de al menos 6 puntos. * Diferencias significativas entre animales tolerante—dependientes y controles.

Análisis de varianza seguido del test de Nevman-Keuls, p<0.O5. (PAGtsustancia gris periacueductal,

Resto:resto del ¡esencéfalo).
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En la Figura23 sefl.ustralaestimulaciónde la actividadOTEásicadel

PAG de ratón por el agonistaopioide DADLE ((D-Ala2,D-Leu’ 1 -encefalina)

1 pM utilizando los protocolosinicial y de preincubaciónen frío. En ambas

situacionesel agonistaaumentó la hidrólisis de GTE observándoselos

incrementosmayoresconel protocolode preincubaciónenfrío. En estecaso

los aumentosseempiezana producir con concentracionesde sustratomás

bajas-

En la Tabla6 semuestrala necesidadde la presenciade Nací en el

medio de incubaciónparaque puedaobservarseel efectoreguladorde los

agonistassobrela actividad enzimáticaquenos ocupa. En la tabla puede

apreciarsequeenausenciadel ión sodioaunquela actividadGTEásicabasal

es elevada,sin embargo,los receptoresy las proteínasO carecende un

acoplamientoeficaz (Koski y col., 1982).

TABLA 6. EFECTO DE LOS AGONISTAS OPIOIDES SOBRE LA ACTIVIDAD GTPásicaDE
ALTA AFINIDAD. INFLUENCIA DEL SODIO.

Actividad GTpásica (pmol/mg/¡in>

NaCí [mli] Basal DADLE 1 ph ~—end1 ph

0 109±6 110±9 112±8

100 70±4 127±6’ 116±8*

La actividad GTflsica basal de alta afinidad
del PAG de ratón se determina durante 20 mm a
37C. Previamente las membranas han sido
preincubadas durante 2h a CC con los
agonistas arriba indicados. Los resultados
están expresados en picomoles de GV
hidrolizados por mg de proteína y minuto; cada
valor representa la media±ESfl de al menos 6
determinaciones. * Diferencias significativas
con respecto a los valores basales. Análisis
de varianza seguido del test de Newman-Kenls,
p<0.05.
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El efecto de la naloxona(antagonistaopioide no selectivo) y el Id

174864 CC N, N-dialil-Tyr- (ácido a-amtnoisobutirico)2—Ehe-Leu-OHI

antagonistaselectivoparalos receptoresopioides8) sobrela GTEasadebaja

Km del PAG deratón seencuentranrepresentadosen la Figura 24. Sólo la

nalaxonaaconcentracionesenel rangomicromolarmuy alto (100pM) provocó

un incrementode un 20% sobrela actividad basal. El IdI 174864produjo un

incremento aunque moderado, pero concentración—dependientede la

actividadGTEásicadel tejido. A la vista deestascurvasseeligieron 10 pM

y 1 pM comoconcentracionesde trabajo parala naloxonay el Id 174864,

respectivamente- Estas concentracionesapenaselevaran en un 10% la

actividadenzimáticay resultaronserefectivasen el antagonismodel efecto

estimuladorde los agonistas-

En la Figura25 semuestranlascurvasconcentraciones-efectoparala

estimulaciónde lahidrólisisdeGTE delPAG delratón porlos opioidesDAGO

((ID-Ala
2 ,N—MeEhe’,Gly-ol’]-encefallna), morfina, 3-endorfina(1—31) (p-

end), N—acetil-13-endorfina (1-31) (NAC) y DADLE ([D-Ala2,D-Leu5]-

encefalina).SemuestraelefectoquelosantagonistasopioidesnaloxonaeIdI

174864 ejercen sobre dicha estimulación. DAGa, morfina y DADLE se

ensayaronen el rango de concentraciones1 nM-10 pM y los péptidos

endógenos~-end y NAC en el rango 1 nM-1 pH - A dosis micromolaresla

morfinaprodujola estimulaciónmáselevada,seguidadeDADLE, DAGO y 13-

end. En estascondicionesexperimentales,la NAC no afectóla actividad

GTEásicadebajaKm, lo queen principio resultalógico si setieneen cuenta

que no seune a los receptoresopioides(Smyth y col-, 1979).

Los efectos sobre la GTPasadel DAGO (ligando selectiva de los

receptoresp) y de la morfina (agonistapreferencialde los receptoresp)

fueron antagonizadospor la naloxona pero no por el IdI 174864. Las

activacionesde de la GTEasaproducidaspor el DADLE (agonista8/ji) y la

13-end(opioideendógenop/6) seantagonizaronpor naloxonae IdI 174864.
Con respectoa la NAC, su combinacióncon los antagonistasresultóenuna

activacióndela GTPasa,especia]mentecon la naloxonacombinándolaconlas

concentracionesmásbajasdel péptido.
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Enla Figura26semuestranlascurvasconcentraciones-respuestapara

la estimulaciónde la hidrólisis de GTE del EAG del ratón por los agonistas

oploidesselectivosdel receptor8, DEDEE ([D—Pen2~’]-encefallna) y [D-

Ala2]-Deltorfina U. Asi mismoserepresentael efecto quelos antagonistas

opioides naloxona e IdI 174864 a las concentraciones10 pH y 1 pH

respectivamente, ejercen sobre dicha estimulación- Los péptidos se

ensayaronen el rango de concentraciones1 nM-l pM - A concentraciones

micromolares,la [D-Alafl-Deltorfina II resultósermásefectivaenestimular

la actividadOTEásicaqueel DEDEE- Sin embargo,en el rangonanomolarel

DEDDE fue máspotenteen incrementarla liberaciónde “Pi respectoala [D-

A]a211-DeltorfinaII. DEDEE y [D-Ala2]-Deltorfina II fueronmássensiblesal

antagonismopor IdI 174864, aunquela naloxonatambiénrevertió su efecto

estiniulatorio-

Trabajospreviosdenuestrogruporealizados“in vivo” hablanpuesto

demanifiestoquela NAC regulabalos efectosantinociceptivosde diferentes

opioides,entreellos 13-end, DAGO y morfina (Garzóny Sánchez-Blázquez,

1991; Sánchez-Blázquezy Garzón, l992a). Porello, seprocedióa explorar

el posibleefecto de la NAd sobrela estimulaciónejercidapor los agonistas

opioidessobrela actividad GTEásicade baja Km en el PAG de ratón. Los

resultadosde la combinaciónde la 13-endy de suderivadoacetiladosobrela

actividad GTPásicade alta afinidad en el PAG de ratón se ilustran en la

Figura 27. Aunque la administración i - c - y. de NAd reduce el efecto

analgésicode la [3-end (Garzóny Sánchez-Blázquez,1991), no seobservó

antagonismosobrela estimulaciónde la GTPasaproducidapor la 13-end.El

efectoestimulatoriodelosagonistasDAGO (3. pH) y morfina (1 pH) sobrela

actividad GTEásica de alta afinidad del PAG de ratón tampoco se vió

modificado por la presenciadeconcentracionescrecientesde NAd <Figura

28) - Al estudiarconcentracionescrecientesde 13-endencombinaciónconuna

concentraciónfija (1 pM) deDAGO o demorfina seobservóunasumaciónde

los efectosde los dosagonistas(ver Figura 28).
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En la ]ineacelular NG 108-15los agonistasopioidesDAGO, morfina,

DADLE, DEDPE y (ID-Ala2] -Deltorfina II presentaronunos perfiles de

estimulaciónde la GTPasadealta afinidad que seilustran en la Figura 2g.

Los agonistasseestudiarondesdeel rangonanomolarhastael micromolar-

Todos, incluidos el agonista ji-selectivo DAGO y la morfina, provocaron

morementosen la hidrólisis de GTE aunquela estimuiación máxima se

consiguió con DADLE y [D-Ala2J-Deltorfina fl. El DEDEE estimuló la

actividadenzimáticadesdeconcentracionesnanomolares,actividadqueseva

maementandoenrelacióndirectacon la concentracióndel péptido,aunque

nuncaalcanzalos valoresde activaciónprovocadospor el DADLE o la (D-

Ala2] -Deltorfina II -

En la Figura29tambiénsepresentaelantagonismoejercidoporel IdI

174864y porel antagonistaselectivode los receptoresji, CTO? (análogode

la somatostatinay de secuenciadys2,Ty9 , rn,Een’ amida) sobre la

estimulaciónde la GTEasapromovidapor los agonistasantesseñalados.El

únicode ellos que no fue sensibleal IdI 174864 fue el DAGO - La naloxona

antagonizóel efectoestimuladorde todosellos-

3.3.1. ModIficación de la actividad GTPoástcasenalbasa auloides var

antisueroscieneradosfrentea lassubmildadesGtzg.fl,,.a delasuroteinas

G

La caracterización de los antisueros empleados en los experimentos que

sedetallana continuaciónestárecogidaenel apartado2.2.2. de Materiales

y Métodos- En general,seutilizó paralos tratamientos“in vitro” uno de los

siguientesprotocolosexperimentales:

Protocolo1. Preincubaciónde lh a 370d del medio de incubacióncon

las membranas,las IgGs purificadaspor afinidady el GTE; seguidade una

incubación de 20 mm a 3~d tras la adición a la mezclaanterior del [u-

32E]GTE y las sustanciasa estudiar.
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Protocolo2. Ereincubaciónde lh a 370d del medio de incubacióncon

lasmembranas,las IgGspurificadasporafinidady lassustanciasa estudiar;

seguidade una incubaciónde 20 mm a 370 d tras la adición a la mezcla

anterior del [r-32P]GTP y el GTE.

La preincubaciónde lasmembranasa 370dprovocaunciertodeterioro

de la enzima. De hecho, en las membranasde PAG se observó una

disminución del 50% en la liberaciónde “N cuandoseutilizaba el protocolo

1 y del 75% cuandose utilizaba el protocolo 2. La hidrólisis de GTE se

determinó,enla mayariade losexperimentos,enpresenciadeGTP3jiM. Sin

embargo,enocasionesseutilizaron concentracionesde GTEde 30 jiN. Como

ya se apuntóen el apartado2.4.4. de Materialesy Métodos, el protocolo

inicial fue el protocolo1. Los suerospreinmunes,tambiénpurificadospor

afinidad, nomodificaronla respuestaGTPásicade lasmembranasfrentealas

sustanciasensayadas.

En primerlugarseestableció,en estascondiciones experimentales, la

estimulacióninducidapor distintosopioides(DAGO, morfina, 13-end,NAd,

DADLE, DEDEE y [D—Ala2]-Deltorfina II) sobrelaactividadGTPásicadealta

afinidad delEAG de ratón.Seensayaronconcentracionesfijas de ligando (1

pM para los ligandos endógenosy 10 pM para los demás) frente a

concentracionescrecientesde GTE. A concentracionesaltasde GTE (3-30

pM) los opioidesprodujeronla mayoractivaciónsobrela GTEasabasal, sin

embargo,estasconcentracionesde GTE (enespecial,30 jiM) producían una

elevadadilución del sustratoradiactivo, porello seeligió 3 pM deGTE como

concentracióndesustratopresenteenel ensayo.Estosexperimentosestán

recogidosen las Figura30.
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A continuaciónseevaluóel efectode los antisuerosanti-G12ay anti-

G,,,,asobrelaactividadGTEásicadealtaafinidaddel EAG sensiblea opioides

siguiendo el protocolo 1 a una concentraciónde GTE 3 pH. El anti—G±2a

modificó la respuestadela enzimafrenteal DAGO, morfina, p-end, DADLE,

DEDEEy [D-Ala
2]-Deltorflna II (Figuras31 y 32). Sevieronantagonizados,

por tanto, los efectosde agonistastipo ji y de agonistastipo 8. En estas

condiciones, 3 pH GTE, el antisuero anti-G,,,,a no logró modificar la

respuestade la GTPasaa estosopioides(Figura 33).

Los requerimientosde sustratoparala subunidadG~,.czsonmayores

que para las G±ay las G
0a, de hecho, se ha descrito una velocidad de

intercambiodenucleótidosdeguaninamuylentaparaestasubunidad(Casey

y col., 1990). De acuerdocon estapremisa,se utiuizó unaconcentración

mayorde GTE (30pH). En estasnuevascondiciones,en membranasdeEAG

deratónincubadasenpresenciadelantisueroanti-G~,,.alosagonistasDAGO,

morfina y 13—endvieron disminuido suefectoestimuladorde la hidrólisis de

GTE (Figuras 31 y 32). En general, se puede observar que a mayor

selectividadporel receptorji secorrespondeun mayordeteriorocausadopor

el anti—G,,5a.

A continuación, los dos antisuerosse ensayaronfrente a la misma

concentracióndeGTE (3 pH) siguiendo el protocolo 2. Los resultadosestán

representadosen la Figura 34 en la que seobservaque tras prolongarel

tiempode incubación,el anti-G,,,1afuncionaa lasmismasconcentracionesde

sustrato que el anti-G<2a y modidica la respuestadel EAG de ratón

únicamentefrentealosopioidesDAGO y morfina. Porotraparte,elanti-G12a

se comporta igual que en el protocolo 1. Utilizando el protocolo 2 los

antisuerosanti-G12ay anti-G,,,,a lograron modificar la respuestaGTPásica

del PAG de ratón para el DAGO y la morfina (10 jiM) incluso a

concentracionesmenoresde GTE 3 pH (Figura35).
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antisneros empleadas fueron (en pgfpg de proteína) de 0.82 y 0.17 para el anti-a,2 y anti-a.,2,
respectiva¡ente, y la de GTP de 3 pH. Cada valor representa la media±ESMde al menos 5 determinaciones.
* Diferencias significativas con respecto a los valores basales, definidos como una hidrólisis de GV
de 30±4 pmoles/mg/min. Análisis de varianza seguido del test de Newman-Reuls, p<0.05. <[0—Ala

2]—
Deltorfina 11 se ha abreviado como 0-II por razones de disponibilidad de espacio>.
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En el apartadoanterior, sedescribióla carenciade efectode la NAd

sobrela actividadGTPásícade bajaKm en el PAG de ratón. Esteresultado

seprodujo al utilizar el protocolodiseñadoparaestudiarla estimuiaciónde

los agonistas(preincubación2h—40d), sin embargo,en las condicionesde

ensayoóptimasparaevidenciarlas accionesde los antisuerosanti-Ga, se

detectóun efectoactivadorde la NAd sobrela hidrólisis de GTE, en torno

al 25-75%• dependiendode laconcentracióndesustratopresenteenelensayo

(Figura 36). Utilizando esta misma aproximaciónexperimental, el efecto

potenciadorde la naloxonasobrela NAd ya observadocon el protocolode

preincubaciónen frío, seve favorecido- Estosresultadosseresumenen la

Figura 36.

En la Figura 37 se muestra la actividad GTPásica de baja Km

determinadaenmembranasE
2 dePAG deratonesadministradosporvíai - c - y.

con los anticuerpospurificadosanti-G12ay anti—G.,.,a(dilución equivalente

1:1000) tal y como se describió en el apartado 2.4.4. de Materialesy

Métodos. Las curvas concentración-efectorealizadasmuestranque en los

ratonesque recibieron suero preinmune, los oploides morfina, DAGO y

DADLE produjeron una estimulación concentración-dependientede la

actividad GTFásicade alta afinidad que, ademásera revertida por el

antagonistaopioidenaloxona(10 jiN). Sin embargo,enanimalestratadoscon

los dos antisueros, la estimulaciónde la GTPasasensible a opioides se

encontróclaramentedisminuida <Figura37) -
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FIGURA 35. Efecto de los antisueros anti-G12a y anti-G~,.a (protocolo 2> en la estimulación provocada
por los agonistas opioides DAGOy morfina de la actividad GTpásica de baja Xi del PÁG de ratón. Las
concentraciones de antisueros empleadas fueron (en pq/pg de proteina> de 0.82 y 0.17 para el anti-G~2a
y anti-G~,,a, respectivamente. La actividad enzimática basal era de 34±5 pioles de GTP/mg/min. Cada
valor representa la media±ESMde al menos 5 determinaciones. * Diferencias significativas con respecto
a los valores basales. Análisis de varianza seguido del test de Nevman—Xeuls, p<005.
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FIGURA 36. Efecto del péptido endógenoI-acetili-endorfina(1-31) <liC) sobre la actividadGTI’ásica
de baja Ka en el PÁG de ratón. Se han estudiado dos concentraciones de GV en el protocolo 1. En los
diagramas de barras se representa el efecto da la nalozona. Cada valor representa la medialES!! de al
menos 5 determinaciones. * Diferencias significativas con respecto a los valores basales. Análisis de
varianza seguido del test de Nevían—Renís, p<O.O5.
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FIGURA 37. Actividad GTPásica de alta afinidad sensible a opioides en el PÁG de ratones inyectados in
vivo con antisueros anti—G12a y anti—G~,0a. Los antisueros (dilución 1:1000) se inyectaron i.cv, a
los animales 24h antes de su sacrificio. Cada valor representa la mediatES!!. * Diferencias
significativas con respecto al grupo control <tratado con suero preinmune o en ausencia de naloxona 10
pH>. Análisis de varianza seguido del test de Nevman-Xeuls, p<005.
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3.3.2. Modificaclán de la actividad GTPASICa sensible a oDicides cor

antisueros qeneradosfrente a los reosptoresacioldesu y 8

Lacaracterizacióndelosantisuerosempleadosenlosexperimentosque

sedetallana continuaciónestárecogidaen el apartado2.2.2. deMateriales

y Métodos. Se utilizó en todos los experimentosel protocolo1- Los sueros

preinmunesno modificaron la respuestaGTEásicade las membranasfrente

a los agonistasempleados.

En la Figura 38 semuestrael efectode cantidadescrecientesde los

antisueros frente al receptor opioide ji (MU/T y MU/2EL) sobre la

estimulaciónde la actividadGTEásicade bajaKm provocadapor el DAGO y

la morfina en el PAG de ratón. Los dos antisuerosreducen el efecto

estimuladorde los agonistas,aunqueel MU/T no es capazde eliminar

completamentedichoefecto.Lazonafrentelaqueestádirigido esteantisuero

es la zona amino terminal del receptor opioide ji, que puedepresentar

diferentes grados de glicosilación lo que podría dificultar la unión del

antisueroaalgunasisoformas.ElMU/2EL, sinembargo,estágeneradofrente

a una secuenciadel segundobucle extracelular, por lo que las posibles

modificacionespost-translacionalesdelextremoaminoterminalno leafectan-

Seeligieron0-10 pg deantisueroporpgde proteinacomorelacióndetrabajo

paraexperimentosposteriores-

Los resultadosreferentesa los efectosde cantidadescrecientesdel

antísuerofrentealreceptoropioide6(anti-ROS)sobrelaestimulaciónde [D-

Ala2] -Deltortina II en PAG y ME deratón sepresentanen la Figura 39, se

observaquelasdoscurvaspresentanun perfil muy parecido.Seeligió para

lasdosestructurasunarelacióndeantisuerode0.15 pgporpg deproteína.
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FIGURA 38. Efecto de concentraciones crecientes de los antisueros generados frente al receptor opioide
p (ROp>, MU!! y MU/2EL, sobre la estimulación de la actividad GiPásica de baja Ka provocada por DAGO
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FIGURA 39. Efecto de concentraciones crecientes del antisuero generado frente
<ROS> sobre la estimulación de la actividad GiPásica de baja Km provocada por
en membranas de PÁG y ME de ratón.
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La sensibilidadfrenteal antisuero(anti-ROÓ) de distintosagonistas

opioides ji-preferentesse estudió en membranasde EAG de ratón y los

resultadosestánrepresentadosen la Figura 40. La estimulaciónGTPásica

provocadapor el DAGa, la morfina y la 13-end no fue sensiblea este

antisueroaunqueelefectodel DADLE seredujoligeramenteensupresencia,

sin embargono sealcanzarondiferenciassignificativas. Sí quesealcanzóla

significacióncuandoseestudióla sensibilidadde la estimulaciónGTPásica

queagonistastipo-ji (DAGO y morfina) provocabanenmembranasdeEAG y

ME frentea los antisuerosMU/T y MU/2EL (Figura 41).

En la Figura 42 se muestranlos resultadosrelativos al efecto del

antisueroanti-ROÓsobrela estimulaciónprovocadapor el DEDEE y la [D-

Ala2]-Deltorfina II. El efecto de los agonistasselectivosparael receptor8

sobrela actividadGTEásicademembranasdePAG, ME y célulasNG 108-15,

seredujo en membranasincubadasconesteantisuero.

En las Figura 43 se representael efecto de los antisuerosMU/T y

MU/2EL frente a los agonistas8, DEDEE y [D-Ala2]-Deltorfina II. Ambos

antisuerosredujeron el efecto estimulatorio del DEDEE y la [D-AIa2]-

Deltorfina II. En la ME el MU/2EL fue menosefectivo que el MU/T en

disminuir la estimulaciónevocadapor ambosagonistassobrela GTEasa.En

el EAG y parala [D-Alafl-Deltorfina fl seobservóel patróncontrario. De

estos resultadosparecedesprenderseque en la ME, el receptor ji se

encontraríamenosglicosiladoque en estructurasencefálicaspuestoqueel

antisueroMU/T, generadofrentea unasecuenciasusceptibledesufrir una

glicosilación, esmáseficazen bloqueara su antígenocorrespondiente-
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FIGUA 41. Efecto de los antisueros anti-ROp (MiT y
la actividad GTPásica de baja Km del PÁG y la ME de
morfina. Las concentraciones de antisueros empleadas

!U/2EL) y del anti-RO8 sobre la estimulaciónde
ratón provocada por los agonistas opioides DÁGO y
fueron (en pg/pg de proteína) de 0.10 para el Mill

y el MU/2EL y de 0Á5 para el. Cada valor representa la media±ESMde al menos 5 determinaciones. *

Diferencias significativas con respecto a los valores obtenidos en presencia de los agonistas. Los
valores basales fueron en el PÁG un valor de 54±5yen la ME de 40±4 pmoles de GTP/mg/miu. Análisis de
varianza seguido del test de Newman—Keuls, p<005.
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En basea estudios“in vivo” se ha sugeridola participaciónde de

distintos subtiposdereceptores8 en la analgesiasupraespinaldel ratón- El

DEDEE seriaelagonistaselectivoparael subtipo6, y la [D-Ala’]-Deltorfina

II para el subtipo 6,. La analgesiasupraespinalparece estar mediada

principalmentepor el subtipo8, y la espinalpor el subtipo8, (Takemoriy

Eortoghese,1993). El desarrollode antagonistaspreferencialesparacada

uno de lossubtiposfarmacológicosdel receptor8 ha favorecidoel desarroilo

de esta hipótesis. El antagonistadel subtipo 8, es el hidrocloruro de

benzilideno-naltrexona(BNTX) <Eortoghesey col., 1992) y del subtipo8,

esel naltribénmetanosulfonato(NTB) (Sofuoglu y coL, 1991). El BNTX y

el NTB (10 nM y 100 nM) seestudiarona fin de determinarsu efectosobre

la estimulaciónde la actividad GTEásicaprovocadapor el DEDEE y la [D-

A]a’]-Deltorfina lien el EAG y la ME deratónasícomoen lascélulashibridas

NG 106—15. Los resultadosdeestosexperimentosseencuentranrecogidosen

las Figura 44.

La estructuranerviosaen la que semanifestóel efectodiferencialde

BNTX y NTB fue la ME en la queel BNTX afectóunicamentela estimulación

del DEDEE y el NTE a la de [D-Ala’]-Deltorfina Li. Porel contrario, en el

EAG los dosantagonistasmodificaronlarespuestadela GTEasatantofrente

al DEDEE comoa la [D-Ala’)-Deltorfina II (ver Figura 44).

EnlascélulasNG 108-15,elefectoestimuladordel DEDEEsólo resultó

afectadopor el BNTX. Los dos antagonistasredujeronla respuestade las

célulasa la [D-Ala’]-Deltorfina II, pero el el efecto reductor del NTB se

manifestóantes(Figura 45).

135



W
40

OPOPE

- y

30

20

lo

o
• 8 1

— Log AGOIISTA [ U 1

OPOPE

xi
0 ¡ ¡

• e 7

— Log AGONISTA [ U 1

40

- 2
- (O—Alo 3—
- DELTORFINA II

- ji

50

20

‘o

o
• e 7

Log AGOS$STA E M 3

[0—Alo’]—

8 ACONISTA

9-
O ACONISTA + ONU lOnti
O AGONISTA + UNTX lOOnU

9 8 7

log AGONISTA ( LI 3

40 —

OPOPE

1

‘o
¡x

-

2
1 2

20

lo

o
0 8 7

Log AGONISTA [ U 1
*

UPOPE

2
- [O—Alo )—

- DELTORFINA II

1
-1

40 —

20

lo

oa- a- ~-

7
1

[O— Alo
2] — DELTOR FINA II

• AGONISTA

O ACONISTA + NTB lOnM
a ACONISTA + IflB lOOnI.4

9 0 7

Log AGONISTA E ti 1 — Log MONISTA ( 0.4 3

FIGURA 44. Efecto del MU y del NIS, antagonistas selectivos de los receptores 6, y á
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sobre la estimulación de la actividad GTPásica de baja Km provocada por los agonistas opioides DPDPE
y [D-AlaJ-Deltorfina11 en membranas de PAG y ME de ratón. La actividad GiPásica basal fue de 90±7y
80±6 pioles/mg/mm en PÁG y ME, respectivamente. Cada valor representa la uedia±ESM de al menos 5
determinaciones. * Diferencias significativas con respecto a los valores obtenidos en presencia de los
aquistas. Análisis de varianza seguido del test de Nevman—Keuls, p<005.
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FIGURA 45. Efecto de los antagonistas selectivos del receptor opiolde 5, BNTX y NIR, sobre la
estimulación de la actividad GTPásica de baja Km provocada por los agonistas opioides DPDPE y [U-Ala2]-
Deltorfina II en células hibridas NG 108-15. Cada valor representa la media±ESM de al menos 5
determinaciones. * Diferencias significativas con respecto a los valores basales obtenidos en presencia
de los agonistas, siendo los basales de 70±7 pmoles de GTP/mg/min. Análisis de varianza seguido del test
de Nexman-Xeuls, p<O.OS.
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FIGURA 47. Efecto de los antisueros anti-ROp (MU/T) y antí-ROS en el protocolo 1 sobre la estimulación
de la actividad GiPásica de baja Ka provocada por la combinación de los antagonistas CTOP o ¡CI 174864
(1 p!) y mastoparán 10 nM en el PÁG de ratón. Las concentraciones de antisueros empleadas fueron (en
pg/pg de proteína de membrana) de 0.11 y 0.15 para MU/T y, respectivamente; y la actividad basal
presentó un valor de 50±6 pmoles de GTP/mg/min.
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3.4. Efecto del 34v1±domastonarán sobrela actividad GTPástca

EstosexperimentosserealizaronenmembranasE2condeEAG deratón

y, salvo quesesettale lo contrario, seutilizó el protocolodepreincubación

en frio (2h a 4
0C). El componentede bajaafinidad sedefinió con GTE 1 mM

y se sustrajo de la hidrólisis de GTE observadaen presenciade una

concentraciónde sustratode 3 pH -

La incubacióndelasmembranasconelpéptidomastoparánprovocauna

estimulaciónconcentración-dependientedela actividadGT?ásicadebajaKm

(Figura46, panelA). Losvaloresdelaactividadenzimáticaseincrementaron

entre 1.3 y 13 vecesal incubar las membranascon concentracionesde

mastoparánde 1 y 10 pM, respectivamente.El antagonistaselectivode los

receptoresp, CTOE, carecede efectosobrela GTEasadel PAG de ratón,

pero cuandoseincubaa unaconcentraciónde 1 pH con el mastoparánse

potencia el efecto del péptido sobre la reacción enzimática. En estas

condiciones,prácticamenteseduplicael efectodel mastoparándemodoque

concentracionesenel rangonanomolardel péptido (10-100nM) incrementan

la actividad basal de la enzima entre 1.3 y 1.7 veces, respectivamente

(Figura 46,, panelA).

Utilizandoestaaproximaciónexperimental,seestudiótambiénelefecto

de una serie de antagonistasde distintos receptores celulares. Los

antagonistasempleadosfueronlanaloxona(antagonistaopioidenoselectivo),

el CTOE (antagonistaselectivode los receptoresopioides ji), el IGl 174864

(antagonistaselectivo de los receptoresopioldes 8), el nor-BNI (nor-

binaltortimina, antagonistaselectivo de los receptoresopioides IC), el

sulpiride (antagonistade los receptoresD
2—dopaminérgicos),el idazoxán

(antagonistadelos receptoresa2-adrenérgicos),y labicuculina(antagonista

de los receptores GABA,L). Las concentraciones mayores de estos

antagonistasprodujeronun pequefloincrementosobrela actividadbasalde

la enzima,sin embargo,no sedetectaroncambiosestadisticosde carácter

significativo <Figura46).
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Serealizaroncurvasconcentración-respuestaen lasqueseestudióel

efecto que presentabasobre la actividad GTEásica de alta afinidad la

combinación de concentracionescrecientesde los antagonistascon una

concentraciónsubefectivademastoparán(10nM) - Sedetectaronincrementos

sobre la basal (1.5-1.8 veces) al combinar el mastoparán10 nM con la

naloxona,el CTOP, el 101 174864, el sulpiride, el idazoxáno la bicuculina

(1-100pH) (Figura46). Esteúltimocompuesto,antagonistadelosreceptores

GASA. (noreguladosporproteínasG) no alteróla respuestadel mastoparán

sobrela actividad GTEásicade altaafinidad del EAG de ratón.

Con objeto de determinarla posible participaciónde los receptores

opioidesen los efectospotenciadoresde los antagonistasopioidessobreel

mastoparán,se estudió el efecto de los antisueros MU/T y anti-RO8

generadosfrentealos receptoresopioidesji y & siguiendoelprotocolo1. Los

resultadossemuestranenla Figura47. Seaprecióunaligera disminuciónde

la potenciaciónmastoparán-antagonistapor los antisueros,aunqueno se

alcanzólasignificaciónestadística.En estepuntohabríaqueseñalarquelos

antisuerosgeneradosfrentealosextremosaminoterminalesdelos antígenos

no pueden obviar la entrada de los ligandos (en este caso de los

antagonistas)aunquesí disminuir su Kd.

La presenciaen el ensayode los opioidesDAGO, morfinao DEDEE <1

pH) previno la potenciaciónque la naloxonaejercía sobreel efecto del

mastopatán<Figura48). Los tresagonistasaumentaronla liberaciónde32Ei

por la enzimay su efecto fue antagonizadopor las dos concentracionesde

naloxonaempleadas(1-10 pH) -
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Se realizó una curva con concentracionescrecientesde GTE y una

concentraciónfija del mastoparánpara determinar qué concentraciónde

sustratoera la más apropiadapara determinarel efecto estimuladordel

péptido. Losresultadosmostraronqueconcentracionesmicromolareseranlas

óptimas(Figura49). UtilizandounaconcentracióndeGTE3 ptA elmastoparán

presentó un efecto estimulador algo menor que con el protocolo de

preincubaciónen frío (75% y 100% sobrela basal, respectivamente)pero a

concentracionesmayoresdeGTE (30pH) seobtuvieronlos mismosresultados

(en tomo al 100%en amboscasos)(Figura 49).

El mastoparán y la NAO presentan ciertas semejanzasen su

comportamiento:i) la naloxonamodificael efectodeambasagentesy, II) los

dosmodifican la eficaciaantinociceptivaquelos apioidesadministradospor

na 1.c.y. provocanen el ratón- En esteúltimo puntohayqueseñalarqueel

efectobloqueantedel mastoparánsobrelaantinocicepciónopioideenel ratón

puede evitarse con la administración previa de NAC, también

j.c • y., Sánchez lázquezy Garzón,1995b;Sánchez-Blázquezy col~. 1994).

Todo ello implica un mecanismocomúnde actuaciónparalos dospéptidos.

Paradeterminarsi en estoscomportamientosparticipabanlos mismos

mecanismos,seemplearonlos dospéptidosenuna seriedeexperimentosen

losque seestudióel efectode la combinaciónde concentracionescrecientes

deunou otroconconcentracionesfijas del otro. En ningúncasola respuesta

de la actividadGTEásicafrentea la NAO sevió modificadapor la presencia

deconcentracionesno efectivasde mastoparán(10 nM) y, por el contrario,

vió desplazadacompletamentesu curva en presenciade concentraciones

estimuladorasde mastoparán(1 pH) (Figura 50) - La curva del mastoparán

tampocosevió modificadapor la presenciaen el ensayode concentraciones

picomolaresdeNAO, sinembargo,cuandolasconcentracionesdeNAO fueron

cnrcanasa la concentraciónmicromolar, la curvase desplazóa la izquierda

conrespectoa la controlllegándosea alcanzardiferenciassignificativas, lo

queindica quelapresenciadeNAO aumentólaeficaciadel mastoparánsobre

la GTPasa(Figura51).
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En la Figura 52 tambiénsemuestrancurvasconcentración-respuesta

enlasqueseestudiala influenciadedistintasconcentracionesdemastoparán

sobrela estimulaciónGTEásicapromovidapor la 0-enden el PAG deratón.

Cuando se introdujeron en el ensayo concentracionessubefectivasde

mastoparan,la respuestadelasmembranasa la j~-endresultósermenora la

dela situacióncontrol (determinadaenpresenciade¡3-endúnicamente).En

todos los casos,sin, seobservóun efecto sumatoriode los dos

péptidossobrela actividad enzimática.Este comportamientofue idéntico

cuandoseensayaronlosagonístasoploidesDAGO, morfina, DADIJE y DEDEE

<Figura 53).
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En estetrabajo seha abordadoel estudiode un fenómenode tanta

relevanciasocialcomoesla tolerancia-dependenciaa opiodes.En concreto,

se ha intentado profundizar en dos aspectosde gran actualidad, i) 105

procesosadaptativosque los tratamientoscrónicosprovocanen el sistema

opioideendógenoy, II) el sistemadetransaucciónasociadoa los receptores

opioides, recientementedonados. Se han empleadodos aproximaciones

experimentales:unmétodocuantitativoclásicocomoesel radioinmunoezisayo,

para determinar la evolución en el contenido de los péptidos opioides

endógenos[3-endorfina (1-31) ([3-end) y su derivado N-aceljiado, tras un

tratamientocrónicocon morfina, en el SNC de lasdosespeaesqueconmás

frecuenciaseempleanenfarmacologíay; unatécnicaradioenzimáticaquese

ha revelado muy útil para estudiar los fenómenos que se producen

inmediatamentea continuaciónde la unión de un ligandoa su receptor, la

determinaciónde la actividadGTEásicadealtaafinidadenel SNC del ratón.

1. CaroNasenel contenidode8-endarfina<1-31) y N-acetfl-8-endorffna<1

-

31) enel SNCe hiuóffsfa de la ratay el ratóntrasla admirdatradáncrónica

de morfina

La 13-end,péptidoendógenode 31 aminoácidosquecontieneen sus5

primeros residuos la secuenciade la met-encefalina, se genera por

fraccionamiento enzimático post-translacional a partir del polipéptido

precursor pro-opiomelanocortína (POMC). Este precursor se localiza

mayontariamenteen los lóbulos de la hipófisis, especialmenteen el

neurointermedio,y endosgruposdistintosdecélulasenelencéfalo.Unode

estosgruposestálocalizadoenel núcleoarcuadohipotalámicoy elotro grupo

decélulasseencuentraenel núcleodel tractosolitario. Con posterioridad,

la 13-endpuedesufrir otrasmodificacionesenzirnáticas,comoproteolisisen

el extremocarbaxilo terminalo acetilactonesen el extremoamino terminal,

que suponengrandescambiosen la actividadbiológica del péptido. Asípor

ejemplo, la acetilacióndel extremoamino terminal reducedrásticamentesu

capacidadde unirsealos receptoresopioides~i y 8, y por tanto, elimina su

potenteefecto analgésico(Smyth y col., 1979; Deakin y col., 1980). El

procesamientopost-translacionalcomienzaen elaparatodeGolgí y continúa
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en las vesículasdesecreción- Estosugierequelos péptidosderivadosde la

POMO son almacenadosen los gránulos de secreción liberándose

simultáneamente(Glembatski,1981, 1982; O’Donohue, 1983).

Laactividaddelaacetiltransferasaesdevital importanciaenelcontrol

de laactividadbiológicade los productosdesecreción.Dehecho,pareceque

la biosintesisde la POMO y la actividad acetiltransferasase encuentran

correguladas(Miliington y col., 1986). La capacidadde las célulasPOMO

parasecretarpéptidoscondistintaactividadbiológicapodriaserimportante

enla adaptaciónde los organismosfrentea cambiosenel medio ambiente.La

acetilacióndel extremoaminoterminalpuedeser, i) un procesometabólico

importante de inacúvaciónpara regular la actividad opioide en el SNC

(Deakinycoh, 1980; Smythycoh, 1979; ZakarianySmyth, 1979); Ii) una

forma de transportede 13-end inactiva en el plasma,lo que implicaría la

existenciaenel lugar de destinodeunaenzima,hastael momentonoaislada,

y cuya funciónseriala eliminacióndel grupoacetiloprotectorlocalizadoen

la tirosina del extremoaminoterminal y; iii) un mecanismode generaciónde

formasmolecularessin actividadopioideperoconactividadbiológicaapartir

del péptido multiseflal ~-end (Aldl y col., 1984; Wieganty col., 1983). En

estesentido,sehadescritorecientementequelaN-aceti.l-f3-endorfina(1-31)

(NAO) estimulala secrecióndeprolactinapor los mamotroposlo queimplica

a esteneuropéptidoenfuncionesparacrinas,al menosdentrodela hipófisis

(Ellerkmanny col., 1993).

El tratamientocrónico(tantocontinuocomointermitente)deunopioide

produce tolerancia, que se caracterizapor una menor respuestaa la

sustancia, y dependenciafísica, que se asocia con la aparición de

alteracionescomportamentalescuandodejadeadministrarse.Sonrespuestas

adaptativasfisiológicas que suponen una reacción del organismopara

contrarrestar los efectos perjudiciales del tratamiento y que intentan

recuperarla función inicial. El estudiode los cambiosfisilógicos que se

producen en el organismo tras la administración crónica de opioides,

incluyendo los que afectan al sistemaoploide endógeno, es de especial

relevanciaa causade la incidencia negativa de estas fenómenosen la
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sociedad.

La administracióncrónicademorfinaseasociaconcambiosespecíficos

en el sistemaopioideendógeno,especialmenteen el cerebro.El efectode la

morfinasobreelsistemaparecedependerde la dosisutilizada, deltiempode

implantacióny de la región estudiada.En general,en un estadoinicial se

observaunadisminuciónde losnivelesdepéptidosde la familia POMOen el

SNO, pero al aumentarla dosisde morfina y el tiempo de implantaciónlos

cambiosretornanalos valoresnormales.Noobstante,existentrabajoscuyos

resultadosdiscrepande estepatróngeneraldecambio(Hbllt y col., 1978;

Erzewlockiy col., 1979;Martfnezycol., 1990).Los sistemasneuropeptídicos

comoel opioide estánsometidosa la regulaciónde una serie de mecanismos

que actúan en la vía de biosíntesis (transcripción, translación,

procesamientodel precursoro modificacionespost-translacionales),espor

tanto, posiblequealgunosparámetrosdela biosíntesiscerebraldePOMO se

alterendurantelosprimerosmomentosdel tratamientoconmorfina. La 13-end

sufre cambiosimportantesdurantela tolerancia-dependenciaa opioides-

Dentrode los procesosadaptativosqueseproducenconla presenciacrónica

de morfina seobservaunainhibición de la liberacióny biosíntesisde ~-end

enlasneuronasEOMO, especialmenteenlas localizadasenel núcleoarcuado

y en lascélulasdel l6bulo neurointermediode la hipófisis (Bronsteiny cok,

1990; GarcíadeYébenesy PeIletier, 1993; Gianoulakisy col., 1981). Por

tanto, en loscambiosqueseproducenenelsistemaopioideendógenotrasla

administracióncrónicade opioidespodríanestarimplicadosmecanismosde

regulaciónde la expresióngénica(Romualdiy col., 1991).

En la abstinenciatambiénse producencambiosen el sistemaopioide

endógeno.La abstinenciaqueseproducecomoconsecuenciade la retirada

del oploide disminuye aun más la concentraciónde (3-end en hipófisis,

amígdaiay médulaespinal; mientrasquela precipitadaporla administración

denaloxonaincrementala concentraciónde I3—endenestriado,mesencéfalo,

cortezay plasmay los disminuyeenhipocampoehipófisis (Gugehithluy col.,

1991; Rattany col., 1992). A pesarde que la administracióndel derivado

acetilado de la 13-end atenúala severidaddel síndrome de abstinencia
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(Garzón y Sánchez-Blázquez,1992) y de que se ha sugerido un papel

regulador,de carácternocompetitivo, sobreel receptorp; ningunode los

trabajos a los que hastaahora hemos hecho referenciahan evaluadosu

contenido ni hecho un seguimientode este derivado de la $3-end en

situacionesde tolerancia-dependencia.Posiblementedebidoa la dificultad

queentrañalaseparacióny posteriorcuantificacióndeambosneuropéptidos.

Dadoque setrata de un péptidoendógenoque acompañaa la 13-enden su

biosíntesisy secreción, los cambios que se produzcanen sus niveles

neuronalescomoconsecuenciade la administracióncrónica de opioidesnos

informaránsobrela regulaciónexistenteentreestosdospéptidosquetienen

característicasfisio—farmacológicastan distintas.

En la rata, la presenciacrónica de morfina provoca en general la

disminución tanto de los nivelesde ~-end comode los de NAC en todaslas

estructurasestudiadas,porotraparte,laabstinenciano modificalosefectos

quelapresenciacontinuadade morfinaproduce.Sin embargo,enel ratónlos

efectosno sontan homogéneos,encontrándosediferenciassegúnla región

estudiada.En las zonasmáscaudalesdel encéfalo, dondeseencuentrael

segundogrupo de célulasPOMO, la presenciacrónica de morfina provoca

disminucionesenel contenidode los dospéptidos; mientrasqueen el resto

de las regionesseproducenincrementos,lo queconfirmaquelasneuronas

[3-endorfinérgicas son reguladasde modo diferencial por los agonistas

opioides(Bronsteiny col., 1993). Aunqueentrabajospreviosno sehaibian

detectadoalteracionesenel procesamientodelospéptidosderivadosdela ~3-

end en el PAG y el hipotálamo tras un tratamientocrónico con morfina

(Berglund y col., 1988), en nuestroestudio la relación ~-end/NAO se

encuentraalterada, tanto en estructurasdirectamenteimplicadasen la

dependenciafísica a drogas (heroínay cocaína),como sonel estriado,el

septum,el tálamo (Sweepy col., 1989), como en hipófisis procedentesde

animalestolerante—dependientesa morfina,lo quesugierequelos cambiosen

elprocesamientopost-translacionaltambiénpodríanserregión-dependiente.

Por tanto, sepuedeconcluir quelos opioidesexógenospuedenmodificarel

procesamientode POMO, y modularla actividadacetil transferasacomo ya

sugirieronWebery col. (1982).
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Los cambios de distinto signo que se producen en los lóbulos
hipofisariosde laratapuedenserel resultadodediferenciasenel mecanismo

de liberaciónimplicado. La liberación en el lóbulo anterior estácontrolada

humoralmentepor el hipotálamo, mientrasque en el lóbulo neurointermedio

estábajo control inhibitorio dopaminérgico(Houbeny Denef, 1994). Se ha

descritoqueel contenidode 13-enddellóbulo neurointermediodela hipófisis

de larataesmásestablealasmanipulacionesexperimentalesqueeldellóbulo

anterior (Hbllt y col., 1986); esprobablequela ~-end del lóbulo anteriory

la del lóbulo neurointermediotengandistinto significadofisiológico. Eneste

trabajo únicamenteel contenidode NAO se ha manifestadoespecialmente

sensiblea la retiradadel opioide-

Nuestrosdatos indican que la administración crónica de opiáceos

exógenosprovocaun déficit enelcontenidode lospéptidosendógenos13-end

y NAO que podría explicarseen basea mecanismosautorregulatorios.Del

mismomodo,elsíndromedeabstinenciapodríaenmascararunadeficienciaen

opioidesendógenosy originaria una pérdidade los mecanismosinhibitorios

reguladospor esosopioidesprovocandouna activación de la síntesisque

originariaun incrementoen la liberación. En nuestrocasoestaactivaciónse

manifiestasobretodoenelcasodelratón• y enespecialparaelcontenidode

NAO, lo que vincula muy directamentea estepéptido N-acetiladocon los

cambiosacaecidosen las situacionesde abstinenciaa opioides. Trabajos

previosde nuestrogrupoya han demostradosu efectividadenestudios“in

vivo” realizadosen ratonestolerante—dependientesa morfina (Garzón y

Sánchez-Blázquez,1992).

Se ha descritola existenciade neuropéptidosantiopioides(Lake y

col., 1991) capacesdealterar el desarrollode la tolerancia-dependenciaa

morfina y el cursodel síndromede abstinenciay, queal igual que la NAO,

antagonizanlos efectos de la morfina y de ciertos péptidosendógenos

(Garzóny Sánchez-Blázquez,1991; Sánchez-Blázquezy Garzón,1992), la

NAO podria clasificarse dentro de este grupo. Estos datos apoyan la

hipótesis de que se produceuna interacción entreopioides endógenosy

exógenosdurante la adaptaciónfisiológica en respuestaa la inhibición
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crónica de la función neural inducida por morfina (Garzón y Sánchez-

Blázquez. 1988).

En nuestroestudiose ha puestode manifiestoqueel sistemaopioide

endógenodel ratónesmássensiblealos opioidesexógenosqueel dela rata.

Las diferenciadetectadasen la regulacióndel sistemaopioide endógenode

las dos especiesestudiadaspodría ser el reflejo de los distintos métodos

empleadosen la inducción de la tolerancia. En la rata, la administración

crónica de morfina se realizó medianteminibombasosmóticascon un flujo

constantede liberacióndel oploide (Adamsy Holtzman, 1990); mientrasque

en el ratón seimplantóuna suspensiónoleosade morfina, que obviamente

permiteunaliberaciónmásrápida de la morfinahaciael SNO (Blasigy col.,

1973). Los datostambiénpodríanseñalardiferenciasen el desarrollode la

tolerancia-dependencia,asícomoen la respuestaalaabstinencia,existentes

entrelasdosespecies- Dehechoexistentrabajosquedescribendiferencias

enla sensibilidada la morfinaendiferentescepasde ratones,oinclusopara

la misma cepa procedentede suministradoresdistintos, aunque todos

alcanzanniveles detoleranciasemejantestras 72 h deexposicióncrónicaa

morfina (Lutfy y Yoburn, 1991; Yoburn y col., 1989). Lasdiferenciasentre

ratay ratón tambiénse detectanen estudiosde fijación de radioligandos

opioideslo quesugiereque lasdosespeciespuedendiferir enla regulación

opioldeen estructurasespecificasdel SNO (Yoburn y col., 1991).

Deestosestudiossepuedeconcluir que los procesosde tolerancia—

dependenciaprovocanvariacionesen los niveles de los péptidosopioides

endógenos~3-end y NAO del SNO de la rata y el ratón. Los cambios

observadosen los nivelesde NAO sonde gran interéspuestoqueaportan

unainformaciónvaliosaacercadeesteneuropéptidodelquehastaelmomento

sedesconocesu papelfuncional aunquesele implica en la regulaciónde la

función opioide y a2-adrenérgica.
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2. Caracterizacióny distribución de la actividad GTPásica de bala Km enel

SNC del ratón: efectode la administración crónica de morfina

Los resultadosde esteestudio indican que en el SNO de ratón se

encuentranpresentesal menosdosactividadesenzirnáticasresponsablesde

la hidrólisis deGTP: unade alta afinidad, con una Km entre0.2-0.3pM, y

otra de baja afinidad cuya actividad se manifiesta a concentraciones

milimolaresdesustrato.Estosvaloressonmuy parecidosalos descritospara

las actividadesGTPásicasde otras membranas(Aktories y Jakobs,1981;

Barchfeld y Medziradsky, 1984; Oassely Selinger, 1976; Hill y Jakobs,

1989; Hiramatsuycol., 1991; Koskiycok, 1982; Morelloycol., 1991).

Se ha podido demostraruna distribución diferencial de la actividad

GTPásicadebajaKm enelSNO de ratón. En el SNO dela ratasehandescrito

variacionesen la actividad de estaenzimaen distintas áreas(Franklin y

Hoss, 1984)- Nuestrosresultadosponende manifiestociertas diferencias

entre las dosespeciesde roedores(Martínez-Peñay Garzón, 1993). Los

valoresde lasconstantesdeafinidadno sedistribuyen homogéneamentealo

largo de lasestructurasestudiadas.Estosresultadospuedenexplicarseen

basea la distribucióndiferencialde lasdiversasclasesde proteínasG en el

SNO (Garzóny col., 1992; Orford y col., 1991; Young y col., 1993) y alas

distintas característicascinéticas de los diferentes tipos/subtipos de

proteínasG, en cuantoa capacidadde unióny liberación de nucleótidosde

guanina(Oarty y col., 1990; Oaseyy col., 1990; Linder y coL, 1990). En

la literatura existen numerosostrabajosen los que se señalael efecto

estimuladoro inhibidor delosagonistasoploidessobrela actividadGTPásica

de alta afinidad en el SNC de roedores(Barclifeld y Medzihradsky, 1984;

Olark y col., 1986; Fedynyshyny Lee, 1989; Franklin y Hoss, 1984; Ueda

y col., 1987); sin embargo,no existian datosacercade la influencia de

presenciacrónicademorfina sobrela liberaciónde Fi en el SNO del ratón.

Oomo ya se describió en el capitulo de resultados, la actividad

GTPásicade alta afinidad y las constantesde afinidad de ciertas áreas,

especialmenteel tálamo, el mesencéfalo (incluyendo a la sustanciagris
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periacueductal)o la médulaespinal,sevieronmodificadastrasel tratamiento

crónicoconmorfina. Los mecanismosmolecularesquesubyacena los efectos

de la morfina crónicasonobjeto de amplio estudio, en especiallos cambios

que acontecenen el número y afinidad de los receptoresopioides. Los

resultados,sin embargo,sonenciertamedidacontradictorios.Enla mayoria

de los trabajos se han utilizado técnicas de fijación de un radioligando

especificopara los receptoresp <DAGO, generalmente)- En estetipo de

estudios,la estimacióndel númerodereceptoresesdifícil especialmenteen

tejidospreparadosapartir deanimalestolerante-dependientesala morfina.

Tras la presencia crónica de morfina se han descrito para los

receptoresopioides, i) ausenciade cambiostanto en el númerocomoen la

afinidad (Klee y Streaty, 1974; Yoburn y col., 1993); Ii) reducciónen la

afinidad (Davis y col., 1979); iii) reducción en el número (Bhargavay

Gulati, 1990; De Vries y coLe 1991; Law y col., 1993); iv) aumentoen el

número(Bradyycok, 1989; DeVriesycol., 1993) y; y) pérdidadelaalta

afinidadparalosagonistasasociadaconunapequeñareducciónenel número

total de sitios de unión (Werling y col., 1989). En lo quesi parecequehay

consensoes en el hecho de que el tratamientocrónico con antagonistas

opioidessiempreprovocaincrementosen la densidaddereceptoresopioides

en un procesodosis-dependiente(Yoburn y col., 1988; 1989).

Yoburny col. (1993)postulanquela direccióndelcambioqueprovoca

el tratamiento continuadocon agonistas opioides dependede la dosis

empleada,de la duración del tratamientoy de la eficacia intrínsecadel

agonistautilizado. La administracióncrónica de agonistasde alta eficacia

(fentanil, etorfina) en el ratón provoca disminución de receptores la,

mientrasquesi seutilizan agonistasdeeficaciabajao intermedia(morfina)

se producen incrementos o no se detectancambios. Esta hipótesis es

compartidapor Law y col. (1983) quedemuestranquelos agonistasdealta

eficacia intrínsecason másefectivosen disminuir el númerode receptores

opioides8 cuandoseincubancon célulasNG 108-15-
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Los cambios registrados en la densidadde los receptoresp son

heterogéneos,el gradoderegulaciónesvariabley no parecedependerdelos

niveles iniciales de densidaddel receptor (Brady y col., 1989; LutÍy y

Yoburn, 1991; Vogel y col., 1990). Apoyando todas estashipótesis se

encuentranlos trabajosde Bhargavay Gulatt (1990) y de Brady y col.

(1989) en los que se describencambiosde signo opuestoen el númerode

receptores p de distintas regiones cerebrales de ratas tolerante—

dependientesa la morfina. La médulaespinal,el bulboy la cortezamuestran

una disminuciónen el número de receptoresp tras 8 días de presencia

crónica de morfina (Bhargavay Gulati, 1990) mientrasque en el tálamoe

hipotálamode ratasimplantadascon morfina durante5 díasseobservaun

incrementoenel númerode receptoresp (Brady y col., 1989).

Lasdiferenciasenla regulacióndelosreceptorestambiénpodríanser

reflejo de las modificacionesquela morfinaejercesobrela actividadoploide

endógenade las distintasregiones(Bronstein y col., 1993). En estepunto

hayquedestacarlasdisminucionesquesehandetectadoen los nivelesde 13—

endy desuderivadoacetiladoenel SNO deanimalestolerante-dependientes

a morfina. En general,existeunabuenacorrelaciónentrela localizaciónde

los péptidos oploides y los receptoresopioides correspondientes.Sin

embargo,endeterminadasáreasy utilizandotécnicasautorradiogréficasno

se observaestacorrelaciónentre la localizaciónde los péptidosopioides

endógenosy los receptoresopioldes,siendoespecialmentellamativo el caso

del receptor 8, localizado principalmenteen las zonas encefálicasmas

rostrales(Mansoury col., 1988),y lasencefalinas,susligandosend6genos,

queseencuentrandistribuidasentodoel encéfalo(Tempely Zukin, 1987).

Tras el recienteclonajede los receptoresopioldesestaobservaciónseha

justificado en base a un mecanismode transporte de receptores. Los

receptoressesintetizanlocalmentey puedensertrasladadosa otrasáreas

(Mansoury col., 1995).

Lasalteracionesquesedetectanen el S140 de animalescrónicamente

tratadoscon morfina sonmuchomásligerasquelas observadasen cultivos

celulares- Al estudiarla fijación opioideencélulasdeneuroblastomahumano
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SH-SY5Ytratadascrónicamenteconmorfina seapreciaunagrandisminución

en los sitios de unión (Oarter y Medzihradsky,1992). Dadoquela morfina

actúacon preferenciasobreel receptorji, y que ésteexisteen todaslas

estructurasestudiadas(Mansoury col., 1988; Moskowitzy Goodman,1985;

Tempely Zukin, 1987), los cambiosdetectadosen la actividad GTPásica

podríanexplicarseen basea cambiosen la densidadde receptoresji, sin

embargoestahipótesisno parececonfirmarse.En estesentido, aunqueel

receptor ji esabundanteen el tálamo, estriadoy médulaespinal, tras la

presenciacrónicademorfinala actividadenzimáticaseincrementoúnicamente

en el tálamo, la Km no se modificó en estaestructuray disminuyó en el

estriadoy la médulaespinal.Barchfeldy Medzihraskyen 1984describieron,

al igual que nosotros, una menor actividad GTPásicaen membranasde

estriadopreparadasa partir de ratastolerante-dependientesa la morfinay

lo justificaron comounarespuestacompensatoriaa los efectosestimuladores

del opioide. La corteza,el hipotálamo,el PAG y el bulbo presentanniveles

semejantesdereceptoresopioidesji, sin embargo,el tratamientoconmorfina

disminuyó la actividad en el PAG, incrementola Km en el hipotálamo, la

disminuyóen el PAG y no la modificó en la corteza.

El desarrollode la toleranciapareceserindependientedelos cambios

en el número de receptoresy sugiere una localización intracelular del

proceso- Trabajosrecienteshan implicado al sistemade transducción- El

hecho de que la toxina pertúsica atenúe los signos del síndrome de

abstinenciaen ratas tolerantesa morfina implica de modo directo a las

proteínasG (Lérida y col., 1989; Parolaroy col., 1990)- La administración

crónicade morfinadisminuyeel efectode los nucleótidosde guaninasobre

la unión opioide al receptor ji, en un procesosimilar al que provocael

tratamientodelasmembranascontoxinapertúsica(DeVries y col., 1991; De

Vries y col., 1993; Werling y col., 1989). El hechode que la fijación de

agonistas8 y K no resulteafectadaindicaquela morfinaactúaprincipalmente

en los receptoresji o que las proteínasG afectadasson exclusivasde los

receptoresji. Estaúltima ideaespoco probableya que los receptoresji y 8

compartenen gran medidael sistemadetransducción.La toxina pertúsica

ADP-ribosiia las proteínasO asociadastanto alos receptoresji comoa los 8
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(Bokoch y col., 1984).

Trabajos recientes han puesto de manifiesto la existencia de

interaccionesentrelasproteínasG y algunoscomponentesdel citoesqueleto

celular, aún por determinar, lo que ha sugerido que la movilidad de

receptoresy proteínasG en la membranapodría ser restringida. Se ha

propuestoun modelo en el que receptoresy proteínasG se encuentran

organizadosen complejos supramolecularesen cuya formación también

podríanparticiparlassubunidades13. Estemodelodecompartimentalización

dela membranaplasmáticasehadesarrolladoa raízdela observacióndeque

diferentesreceptores,entreellosel a2-adrenérgicoy el m4-muscarinico,son

capacesde unirsea las mismasproteínasG “in vitro” perono compartenla

mismapoblacióndeproteínasG encélulasintactas(Neubig, 1994).Del mismo

modo, el tratamientocrónico de células NG 108-15 con el agonistaopioide

etorfina provocacambiosúnicamenteenel receptoropioide. La fijación a los

receptoresmuscarinicos,de prostaglandinaE1 y a2-adrenérgicosno seve

afectada (Law y col., 1983). Atendiendo a este modelo de

compartinientalización,conla administracióncrónicademorfinaseafectaría

únicamentela poblacióndeproteinasG asociadasal receptoropiolde ji y en

muchamenormedidalasproteínasG asociadasalos receptoresquecoexisten

en la mismaneurona.Posiblementeseproduzcaunadisfunciónenla relación

entreel receptorji y lasproteínasG o queéstassufranalgunaalteraciónen

suexpresióno ensudensidad.La administracióncrónicademorfinaprovoca

un granmcrementoenlaproduccióncelulardeAMPc sin modificarla afinidad

o el númerodesitios de unión ji, lo cualhacesuponera algunosautoresque

la tolerancia-dependenciaes consecuenciade que una sobreexpresióndel

sistemade transducción(DeVries y col., 1991; 1993).

Anteriormentese ha descrito la diferenciade efectos, en cuantoa

cambiosenladensidaddereceptoresopioides,queprovocanlos tratamientos

crónicoscon agonistasopioidesen función de su eficacia intrínseca.Estas

diferenciastambiénsemanifiestanencambiosenel sistemadetransducción-

En efecto, el tratamiento crónico de cultivos celulares de la línea de

neuroblastomahumanoSH-SY5Yconel agonistaopioidetipo ji dealtaeficacia
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DAGO no setraduceencambiosen ladensidaddeproteínasG, mientrasque

si seempleanagonistasdebajaeficacia(morfina, morficeptina)seproducen

incrementosen los nivelesde distintas proteínastransductoras(Ammer y

Schulz,1993). Unasituaciónsemejantesehaobservadoenla líneacelularde

neuroblastomax glioma NG 108-15en la quela ocupaciónde los receptores

6 por el opioide de alta eficaciaDADLE provocael desacoplamientode los

receptoresde la actividad GTPásicade alta afinidad (Law y col., 1983;

Vachony col., 1987). Estopodríaserconsecuenciade quelos agonistasde

alta eficacia son capacesde desacoplarlos receptoresde los sistemasde

transducciónimplicados, en contraposicióncon los de baja eficacia que a

pesarde promover la aparición de tolerancia-dependenciano alteran las

relacionesentrelos receptoresopioidesy sus proteínasG asociadas.Oomo

conclusiónsepuededecirqueligandoscondiferenteactividadintrínsecason

capacesde provocar modificacionesdistintas actuandosobre los mismos

receptores. En el mesencéfalo de ratastolerante-dependientesa morfina

tanto la actividadGTPásícadealta afinidad como la estimulaciónque sobre

ella ejerce el agonistaDAGO se encuentrandisminuidas. Dado que la

estimulación de la GTPasade baja Km provocadapor los agonistasen

membranasrefleja los acontecimientosque se produceninmediatamentea

continuaciónde la activacióndel receptorpor la unión de un agonista,Tao

y col. (1993) proponenquela interacciónentrelos receptoresopioídesji y
lasproteínasG seencuentraalteradatrasel tratamientocrónicoconmorfina.

Esta hipótesis es consistentecon los trabajos de Wong y col. (1992)

realizadossobremembranasde médulaespinalde rata.

Los cambiosen la actividad GTPásicatras la presenciacrónica de

morfina podrían ser interpretadoscomo resultadode alteracionesen la

actividadenzimáticaintrínsecade lassubunidadesa de lasproteínasG, sin

embargo, la multiplicidad de proteínas G existentes y sus distintas

característicascinéticasen cuantoa capacidadde unión y liberación de

nucleótidosde guanina(Carty y cal., 1990; Oaseyy col., 1990; Linder y

col., 1990) vuelven a indicar que las variacionesen la densidadde las

proteínasG podríanser las responsablesde los cambiosobservados.Esta

hipótesisestaríaapoyadapor distintostrabajosbibliográficos: i) Orford y
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col. (1991> describieronaumentosen la densidadde subunidadesG~,a, G,2a

y G0aen cerebrode ratacomoconsecuenciadedeterminadasmanipulaciones

experimentales;II) lainduccióndetolerancia-dependenciaaopicidesaumenta

los niveles de subunidadesG0a en el plexo mientérico de cobaya y en

determinadaszonasdel SNC de la rata (Ammery col., 1991; Nestlery col.,

1989; Rasmuseny col., 1990); iii) la exposicióncrónicaa opioídesde las

célulasSH-SY5Yincrementala abundanciadedistintas proteínasG (Ammer

y Schuilz, 1993); iv) los niveles de G12a se incrementanen determinadas

zonascerebralesderatonestolerante-dependientesamorfina(Garzóny col -

1992); y) en el SNC de ratastolerante-dependientesa morfina seobservan

mcrementosen el mRNA que codifica para las subunidadesG,.a y G.a

(Parolaro y col., 1993). Por el contrario, también se han descrito

disminucionesen la densidadde proteínasG tras la administracióncrónica

deagonistasji en neuronasdel cerebroposterioren cultivo (Vogel y col.,

1990). Los cambiosde distinto signoencontradosenlas Kms de lasdistintas

áreastrasla administracióncrónicademorfinapodríanexplicarseenfunción

dealteracionesen la proporciónrelativade losdiferentestipos/subtiposde

proteínastransductorasque median los efectosdel opioide (Ueda y col.,

1988).

Existen numerosostrabajos que documentanla regulación de los

niveles de proteínasG tras la activación crónica de receptoresdel tipo

inhibitorio. Por ejemplo, la exposición crónica de adipocitos aisladosa

agonistasdelreceptordeadenosinaA1 conducea unadisminucióndelnúmero

de proteínasG, (Greeny col., 1990>. En la líneacelularSH-SY5Yla morfina

crónicaaumentalos nivelesde lassubunidadesG.1a,G52a, Gea, G.ay G,a,

es decir, se afectan todas las subunidadesa independientementede su

actividad funcional (Axnmer y Schulz, 1993). Por tanto no resultan

modificadasúnicamentelassubunidadesqueseacoplandirectamenteconlos

receptoresopioidesji. Sin embargo,las neuronasdel estriadode rata en

cultivo respondenal tratamientoconmorfinacrónicaconunaelevaciónde los

nivelesde proteínasGa y una disminución en el contenidode G1a que se

acompañade un incrementoen la producción de AMPc mediadapor los

receptoresdopaminérgicosD1 y 13-adrenérgicos(VanVliet y col., 1991).La
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activación continuadade los receptoresji modifica los niveles de G. en

determinadasáreasdel SNC de la rata (Basheery col., 1992; Basheery

Tempel, 1993) yenileumdecobaya(LangySchulz, 1989). Porotra parte,

laadministracióni . c - y - deantisuerosgeneradoscontradistintassecuencias

de lassubunidadesG.apotenciala actividadantinociceptivade los opioides

morfina y 13-endy atenúala incidenciadelsíndromedeabstinenciaaopioides

enel ratón (Sánchez-Blázquezy Garzón,1992b; 1994a).Estosdatospueden

serexplicadospor fenómenosde convergenciade efectosentrelos sistemas

receptorialesquecontrolanla adenilatociclasa(Ammery Schulz,1993). En

este sentido, el receptora2-adrenérgicocoexiste,con el receptor ji en el

SNC, comparteconélel sistemadetransducción,regulalosmismosefectores

(Gilman, 1987) y su ligando endógeno, la noradrenalina, modifica la

expresión de la dependenciacelular a la morfina (Garzón y Sánchez-

Blázquez, 1992).

La persistenteestimulaciónde un receptoracopladoa proteínasG

puederegular la función deotros receptorestambiénacopladosa proteínas

G - La tolerancia-dependenciaa la morfinaesel resultadono sólo decambios

a nivel del receptor ji sino tambiéna nivel de las proteínasG asociadasa

estosreceptoresy, por~tanto, de las interaccionesdel sistemaoptoidecon

otrossistemasdeneurotransmisión- Estahipótesisconectariaconlos trabajos

clásicosde Comeren los quese proponequeen situacionesde tolerancia-

dependencianosólo resultanafectadaslasneuronasconreceptoresopioides

sino tambiénlasneuronasqueconlasopioidesserelacionan(Coilier, 1980).

Sepuedeconcluir quela actividadGTpásicadebajaKm presentauna

distribución diferencial en el SNC de ratón- Los cambiosque se producen

tras la administracióncrónicade morfinavarianenfunción del áreadel SNC

considerada. Estos cambios parecen estar mediadospor el sistema de

transducciónque podríaver alteradaí) su relacióncon los receptoresa los

que seencuentraasociadoy/o, II) su expresión.
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3. Actividad GTPáslca de alta afinidad sensiblea av¿oides

Koski y Klee (1981) demostraronque los opioídes, en un proceso

mediadoporreceptor,estimulanla actividadGTPásicadebajaKm encélulas

NG 108-15.En susexperimentosla potenciade los opioidespresentabauna

buenacorrelaciónconlasafinidadesdescritasenlos experimentosdefijación

y con la inhibición dela adenilatociclasa. Los resultadosobtenidoseneste

trabajoindicanquela potenciaciónporopioidesde la actividadGTPásicade

alta afinidad en el SNC de ratón y en células NG 108-15estámediadapor

receptoresopioides ya que es dependientede concentración, ligando-

selectiva y reversible por antagonistasopioldes. En primer lugar, ha

quedadodemostradala importanciadel diseflo del protocoloexperimentala

la hora de estudiarlos distintos aspectosfuncionalesde la transducción

asociadaa opioides.

Como ya observaronKoski y Klee (1982)en célulashíbridasNG 108-

15, lapresenciadelión sodioenelensayoesnecesariaparaquelosopioides

manifiestensu efectosobrela actividadenzimáticaen el SNC del ratón. El

sodioatenúalas interaccionesentreproteínasG y receptoresdesocupados,

reduciendoengran medidalaactividadGTPásicabasal(Costay col., 1990).

Estapropiedadaumentala disponibilidadde proteínasG no activadasque

ahora pueden ser utilizadas por receptores ocupados por agonistas

produciendoasí un incrementoen la hidrólisis de GTP-

La estimulaciónde la actividadGTPásicade bajaKm enmembranasde

sustanciagris periacueductal(PAG) de ratón, de médulaespinal(ME) de

ratón y de células hibridas de neuroblastomax glioma NG 108-15 es

dependientede la concentraciónde agonistaempleada. Los antisueros

generadosfrentealos receptoresopioidesji y 8 noshan permitidoevaluar

su influencia en losefectosde los distintos opioidessobrela GTPasa.Del

mismomodoal disponerde antisuerosespecificoscontralasproteinasG12ay

G,,a, de gran importanciaen el efecto antinociceptivode los agonistas

opioides ji/8 (Sánchez-Blázquezy col., 1993), hemos podido evaluar la

participaciónde estasproteinasen la estimulaciónde la actividadGTPásica
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de alta afinidad por los distintos agonistas.Todo ello ha hecho posible

estudiarla relaciónentrela concentracióndeagonista(gradodeocupación

de los receptores) y la estimulación de la actividad GTPásica por él

provocada.

En membranasde PAG de ratón los agonistasoploidesestimulanla

actividadGTPásicadealta afinidad. Se estudiaron:el DAGa, selectivodel

receptoropioide ji; lamorfina, agonistapreferentedelreceptorji; la 13-end,

agonista opiode jIS; la DADLE, agonistaopioide 6/ji; y los agonistas

selectivosdelreceptor8, DPDPEy [D-Ala2 ]-fleltorfina II. A concentraciones

de 1pM, los valoresde activaciónde la actividadGTPásicaoscilanentreun

65% para la 13—end y un 82% parala DADLE. La únicaexcepciónesel DPDPE

que a esaconcentraciónsólo alcanzavalores del orden del 40% sobrela

actividadbasal.Al aumentarla concentraciónde DPDPEsealcanzanvalores

de estimulaciónsemejantesa los del restodeagonistas.Parece,por tanto,

queel DPDPEactúaconmenoreficaciao afinidad porel receptoropioide (6)

en la activación de la GTPasade altaafinidad.

Los antagonistasopioidesnaloxona(antagonistade los receptoresji,

6 y K) e XCI 174864 (antagonistaselectivode los receptores8) (Cotton y

col.>, 1984) redujeron la estimulación de la GTPasaproducida por los

agonistasopioides, lo queconfirmala implicacióndelos receptoresopioides

en los efectosestudiados.Los agonistascon preferenciapor el receptor ji

sonmássensiblesa la naloxonaqueal delantagonista8 selectivoXCI 174864.

De hecho,la curvasde estimulacióndel DAGO y de la morfina no sevieron

modificadasen presenciade 1pM de ICI 174864. La f3-end, agonistaji/8, se

ve antagonizadatanto por la naloxonacomo por el XCI 174864aunqueéste

último esmásdébil, dato en corcondanciacon lo publicadopor Ableitner y

Schulz (1992). Con respectoa los agonistastipo 6, la naloxonay el ICI

174864antagonizanelefectodel agonista8/ji DADLE sobrela GTPasa.Por

otra parte, el DPDPE y la [D-Alafl-Deltorfina II presentandiferente

sensibilidad al ICI 174864. Mientras que sobre la curva de la [1)-Ala2] -

Deltorfina U el efectoantagonistadel XCI 175864semanifiestade un modo

drástico,en la curva del DPDPE dicho efecto esmucho másmoderado.Así
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mismo, la curva del DPDPEesmuy sensiblea la naloxonamientrasque la de

la [D—Ala2]—DeltorfinaII lo es menos.

Se podría decir que los efectosprovocadospor los dos agonistas&

selectivossobrela actividad GTPásicade alta afinidad del PAG de ratón

tienen distintas características- Estasdiferencias también se ponen de

manifiestoal estudiarsu efectosobrela antinocicepciónsupraspinal(Jiang

y col., 1990)- Lacapacidaddelosagonistas8 paramodularlaantinocicepción

mediada por el receptor ji (Porreca y col., 1992; Sánchez-Blázquezy

Garzón, 1989) llevó a proponerque ese efecto podríaestar mediadopor

complejosreceptoríalesformadosporlos receptoresji-8 y quizástambiénpor

los 1< entrelos sepodrian establecerinteracciones(Rothmany col., 1988).

El modelo, propuestoen basea estudios“in vitro”, postulalaexistenciade

receptores& como tales (8,.~., no asociadosal complejo) y de receptores8

asociadosal complejo (8~~) (Xu y col., 1993). El desarrollode agonistasy

antagonistasselectivosparael receptor6 ha permitido la caracterización

farmacológicade los subtipos8 enestudiosdeantinocicepción,y en basea

estosestudios“in vivo” realizadosenratón, sehapropuestolaexistenciade

dassubtiposdereceptores6, el8, y el 82. El DPDPEserialigando selectivo

del 8,, y la [D-Ala2]-Deltorfina II seria ligando selectivo para el 82. El

subtipo 8,, dadoqueparecemediaren la analgesiasupraespinal,seriamás

abundanteen estructurasencefálicas, por el contrario, el subtipo 82,

responsabledelaantinocicepciónespinal,estaríalocalizadopreferentemente

en zonasespinales(Mattia y col., 1992; Takemoríy F>ortoghese,1993).

El uso deagonistasparala caracterizaciónde receptoresacopladosa

proteínasG presentaciertaslimitaciones dadasu mayorafinidad por una

subpoblacióndereceptores,los receptorespreacoplados(enestadodealta

afinidad). Sin embargo, los antagonistasse unen con afinidades muy

parecidasalos receptorespreacopladosy alosdesacoplados(Molinoff y col.,

1981). Por ello, con el desarrollode antagonistasselectivosno peptídicos

para los subtipos 8, y 62 se ha podido profundizaren la caracterización

farmacológicade los receptores8. El BNTX (hidrocloruro de benzilidene—

naltrexona)esun antagonistaselectivodel subtipo8, (Portoghesey col.,
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1992) y el NTB (naltribén) es un antagonistaselectivoparael subtipo 8,

<Sofuogluy col., 1991).

En nuestro sistema experimental el efecto diferencial de los

antagonistasse manifiestaen la ME y no en el PAG, dondeBNTX y NTB

antagonizantantoalDPDPEcomoala [D-Ala2]-Deltorfina U. Destacaademás

quela eficaciade los dosagonistas8 enla ME esmuchomenorqueen el PAG

siendola relaciónexistenteentreel máximo deestimulaciónPAG/ME parael

DPDPEde 1.2 y parala[D-A.1a2]-Deltorfina U de 1.6. En lascélulasNG 108-

15, que contienenun único tipo de receptoresopioides.5 (Chang y cok,

1978). el efecto estimuladorde DPDPE y [D-Ala2]-Deltorfina U sobrela

actividadGTPásicadebajaKm sebloqueatotalmenteporelantisueroanti-8.

En estascélulaslosantagonistasselectivosBNTX y NTB semostraroncomo

herramientasútilesalahoradedetectardiferenciasenlos efectosdel DPDPE

y de la [jD-Alafl-Deltorfina U. En estesentido,el DPDPE, ligandoselectivo

paraelsubtipo8~, vemodificadosucomportamientoestimuladorenpresencia

de BNTX, antagonistaselectivo6~, mientrasquela [1)-Ala2] -Deltorfina II,

ligando selectivo del 82, es antagonizadacon preferenciapor el NTB,

antagonistaselectivode estesubtipo.

Del estudiodela estimulaciónde la actividadGTPásicaprovocadapor

DPDPE y [1)-Ala2] -Deltorfina U en unaestructuraencefálica(PAG) y en la

ME de ratón seconcluyeque, enambaszonasel antisuerogeneradofrente

al receptor.5 bloqueala respuestade las membranasfrenteal DPDPE y a la

[D-Ala2]-Deltorfina U. Al igual que en estudiosde antinocicepcióny de

fijación deradioligandos,el antisuerono distingueentrelos dossubtiposde

receptores.Estopodríasignificar, que al menos,el extremoaminoterminal

de los dossubtiposesidénticopuestoqueel antisuerogeneradofrentealos

16 primerosaminoácidosde dicho extremomodifica la respuestade los dos

agonistasen las dos áreas.La posible glicosilación que el residuo 18 del

receptor opioide 8 puedesufrir no interfiere con el reconocimientodel

extremo amino terminal por el antisuero (Garzón y col., 1994a).

Recientementese ha sugerido que 8~ y 82 difieren en la secuenciade los

dominiosintracelulares,porejemploenel extremocarbaxiloterminalo enel

166



tercerbucle intracelular(Sánchez-Blázquezy Garzón, 1995a).

En cualquier caso, todavíano estáclaro si los dos subtiposson en

realidad dos entes molecularesdistintos o si se trata de dos respuestas

farmacológicasdistintasdeun mismoreceptor,en funcióndela transducción

queactive el ligandoquesele una. Disminuyendola expresiónde distintas

subunidadesa en el SNC de ratón mediantela adnunjstracióni.c.v. de

oliqodesoxinucleótidosantisentido(ODN) frentea los diferentesRNAm que

lascodifican seha obtenidoinformaciónmuy valiosa. La administraciónde

ODN paraG01a bloqueaselectivamentela analgesiasupraespinalprovocada

por el DPDPE, mientras que la inyección de ODN para Gqa disminuye la

provocadapor la [1)-Ala
2]-Deltorfina U. Porel contrario, la administración

de G±
1ao de G.,~ano afectala analgesiaevocadapor los DPDPE o [1)-Ala

2]-

Deltorfina II y si se utilizan G~
2a, G13a, G02ao G11a el efecto de los dos

agonistasseve disminuido (Sánchez-Blázquezy Garzón, 1995a).Porello,

en nuestrolaboratorioseestátrabajandoen la actualidadcon la hipótesisde

la existenciade los dos subtiposde receptores& que utilizan proteínas

transductorasdiferentes.Lo que parececlaroesque 8~ y 82 no participan

del mismo modo en un procesotan importantepara la farmacologíaopioide

como esla tolerancia-dependenciaen la cual pareceestarmásimplicado el

subtipo 82 (Miyamoto y col., 1994). Tambiénpudierasucederque el mismo

receptor viera modificada su respuestafrente a un mismo agonista

dependiendodela zonadeestudio.Lasseñalesreguladorasenel SNCno son

iguales en todas las áreas, de hecho, diferencias en el sistema de

transducciónpodríanserlasresponsablesdeestoscambiosderespuesta.El

sistema de transducción podría diferir en estructuras encefálicas y

espinales.La eficacia de un agonistasobre un receptor, estimadapor la

estimulaciónde la actividad GTFásicaque ésteprovoca, podría variar en

función de las proteínastransductorasdisponiblesen esemomentoen esa

zonaen concreto. En estesentido, el trabajo de Garzóny col- (1994c) es

reveladoral demostrarla diferenteeficacia de los agonistasopioides en

activar distintos tipos de proteínasG reguladaspor un mismo receptor

opiolde.
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En el PAG de ratón, el antisuero anti-G12a disminuyó la eficacia

estimulatoriadetodoslos opioidesestudiados,tanto ji- como8-preferentes.

Porelcontrario, elantisueroanti-G~,.arestóeficaciaalos agonistasqueson

capacesde unirseal receptoropioide ji, esdecir, al DAGO, a la morfina, a

la 13-end y a la DADLE aunqueen el casode estaúltima únicamentea las

concentracionesmás bajas- El anti-G~,.a no modificó la potencia de los

agonistas8-selectivosDPDPE y [D-Ala
2]-Deltorfina U. Estos resultados

indicaríanque en la estimulaciónde la actividad GTpásicamediadapor el

receptor8 no participaría la subunidadG
111a, y que en la mediadapor el

receptor ji participarían las subunidades G12a y G,,a. Confirmanpuesla

hipótesissugeridaanteriormente,un mismoreceptorescapazdetrabajarcon

distintas proteínastransductorasparaproducir el mismo efecto. Estudios

previos de nuestro grupo en los que se evaluabala participación de los

receptoresopiodes ji y & en la analgesiasupraspmaldel ratón confirman

estosresultados(Sánchez-Blázquezy coL, 1993). En la antinocicepciónji

participan las proteínasG~2 y G,,., mientrasque en la antinocicepción8

participanlas proteínasG1, y G~3 (Prathery col., 1994; Sánchez-Blázquez

y Garzón, 1993b). Aún quedapor explorarel papelque otros subtiposde

proteínas G (Gqa, G12a, G,3a) puedan desempeñar.

Las secuenciasde los receptoresopioides ji y 8 presentandiferencias
en el dominio implicado en la unión con las subunidadesa, en concreto,en

el tercer segmentointernoy enel extremocarboxiloterminal (Cheny col.,

1993;Evansycol., 1992;Kiefferycol., 1992). Delmismomodo, lasdistintas

subunidadesa presentanvariacionesen los dominios carboxio terminales

dondeinteractúanconlos receptores(Xtohy col., 1986; Jonesy Reed,1987;

Strathmanny col., 1989). Por tanto, estasdiferencias podrían ser las

responsablesdel acoplamientodiferencial de los receptoresji y .5 a las

distintas proteínasG -

La subunidadG~,,apresentaunavelocidaddehidrólisis deGTPmucho

máslentaqueladeotrassubunidadesa. ParalassubunidadesG.a, G0ay G,a

sehadescritounatasade hidrólisis 200 vecesmásrápidaqueparala G~,a,

mientrasel tiempomediodehidrólisis paraestasubunidadsehaestimadoen
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10-12minutosparalas demássehaestablecidoen pocossegundos(Caseyy

coL, 1990). Estaspeculiaridades cinéticasde la subunidad G,,,,a la brindan

la posibilidad de controlar señalesdeapariciónlenta y de vida mediamuy

larga(Caseyy col.>, 1990). Esteperfil de la subunidadG.,~aseajustaa las

característicasdelaantinocicepcióndemorfinay de 13-end:efectoanalgésico

lento, prolongadoy, en el caso de la morfina, muy resistentea la toxina

pertúsica (Sánchez-Blázquezy col., 1993). Por ello, para estudiar la

participación de la subunidadG.,,,a en los efectosestimulatorios de los

opioldes fue necesario aumentarla concentraciónde sustrato (GTP) o

disminuir el tiempo de incubaciónde lasmembranascon el GTP. En los dos

casoslos resultadosfueron idénticospor lo queseconsideraronválidaslas

dosaproximacionesexperimentales.Conla segundade lasaproximacionesse

aseguróquela concentraciónde sustratoenel comienzodela reacciónfuera

la suficiente como para que todos los tipos de subunidades a,

independientementede su sensibilidadporel GTP, pudieranmanifestarse.

L.a importancia que la disponibilidadde sustratotiene sobrela actividad

funcionaldel sistemadetransducciónhaquedado,por tanto, demostradaen

estaseriede experimentos.

Con respectoa la posibilidadde modificarel sistemade transducción

mediantetratamientos“in vivo”, resultadosprevios de nuestrogrupo ya

hablanpuestodemanifiestola capacidaddelasIgGsparaalcanzardiferentes

subunidadesGa en la membrananeuronal (Sánchez-Blázquezy Garzón,

1992b; 1993; Sánchez-Blázquezy col.>, 1993). Erantrabajosen los quese

evaluaba la actividad antinociceptiva de distintos opioides tras la

administración“iii vivo” deantisuerosespecíficosdirigidos contradistintas

secuenciasde las subunidadesG. - Dadoquela administraciónde unaúnica

dosis de IgGs modificabala respuestaanalgésicadurantevarios días, se

sugirió la necesidadde síntesisproteicapara recuperarla función perdida

(Sánchez-Blázquezy col., 1993). Estasíntesisde “de novo” deproteínasG

tras una manipulaciónexperimental también ha sido sugerida por otros

autoresal estudiarel efecto de agonistasopioidessobrela regulacióndel

sistema de transducciónen sistemascelulares (Ammer y Schulz, 1993;

Eriksson y col., 1992). La administración“in vivo” de los antisuerosanU-
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G12a y anti-G~,,atambiénmodifica el binding de DAGO a fraccionesP, del

PAG deratón (Sánchez-Blázquezy col. ,.1993)- La actividad GTPásica de las

membranasdePAG tambiénpuedesermodificadaporlaadministracióni . c •y.

de antisuerosespecíficos.En este sentido, el efecto estimuladorde los

opioidesDAGa, morfina y DADLE sobrela GTPasadealta afinidad del PAG

de ratonesinyectadoscon los antisuerosanti-G~2ay anti-G~,3aseencontró

disminuido. El efectode DADLE fue mássensibleal anti-012a,queal anti-

G,,.a, el patróncontrarioseobservóal estudiarla morfina, queresultóser

muchomássensiblealanti-G,,a. LaestimulacióndelaactividadGTPásicade

bajaKm provocadapor el DAGO seredujo del mismo modo en presenciadel

anti-G~2a y del anti-G,12a. El mismo patrón de respuestase observóal

estudiarla modificación de la respuestaGTPáslcasensiblea opioides en

fraccionesP2 de PAG de ratón tratadas“in vitro” con estosantisueros.Se

desconocepor el momentosi las IgGs, desdeel exterior de la membrana,

puedenalcanzarlassubunidadesa delasproteínasG o si dealgún modoson

transportadasal interior de las neuronas. El accesode las IgGs a sus

antigenospodríaestarfavorecidoporla complejaorganizacióndelsistemade

transducciónen los sinaptosomas(Coulter y Rodbell, 1992). Tambiénseha

descrito la existencia de péptidos que se encuentraninsertadosen la

membranaplasmáticay quesoncapacesderegularelsistemadetransducción

(Mousliycol., 1990).

La administracióni.c.v. del modificadorcovalente[3-funaltrexamina

provocaunantagonismoirreversible de la antinocicepciónopioide, asícomo

unadisminucióndela fijación opioideen el PAG. Esteefectosobrela fijación

se observaprincipalmenteen áreasperiventricularesdisminuyendoen el

resto del mesencéfalo (Sánchez-Blázquez y Garzón, 1989). Un

comportamientosemejanteseobservótras la administracióni . c . y. de los

antisueros.La estimulacióndelaactividadG TPásicaporopioidesy la fijación

de DAGO (Garzóny col., 1994c; Sánchez-Blázquezy col., 1993) se redujo

en áreas del PAG cercanasal acueducto (aproximadamenteO. Smm de

espesor)- Fenómenosde difusión desde los ventrículos podrían ser

responsablesdeestasobservaciones.Parece,por tanto, lógicoconcluirque

al menosunapequeñapoblaciónde receptoresoploidesy deproteínasG del

170



PAG participan en la antinocicepciónque la administracióni . c • y. de los

opioidesponede manifiesto.

Uncapítulointeresantedeestetrabajohasidola respuestaencontrada

en la actividad GTPásicade las células hibridas NG 108-15 frente a los

agonistasji. El DAGO y la morfinasoncapacesde estimularen estascélulas

dichaactividad enzimáticade modo concentración-dependiente.Dado que

estascélulas presentan,segúnla mayoria de autores, un único tipo de

receptores& eralógico quelos agonistasquesepudieranunir al receptor.5,

DADLE, DPDPE, [D-Ala’]-Deltorfina U o p-end, independientementede la

afinidad con quelo hagan,desplegaranesacapacidadestimuladora(Koski

yKlee, 1982; Ottycol., 1989; SelleyyBidlack, 1992; Vachonycol.>, 1987).

El efectoobservadocon el DAGO y la morfina estámediadopor receptores

opioidespuestoqueel antagonistaopioide ji-selectivo, CTOP (Gulyay col.,

1986)antagonizasuefecto. Dehecho,seeligió esteantagonistaenvezde la

naloxonapor el carácterinespecíficodeésta.El antagonista8-selectivoICI

174864en lascélulaspresentael mismopatróndeantagonismoqueenel PAG,

con la excepciónde la morfina, que ahorave modificadasu respuestaen

presenciadel antagonista8-selectivo. Al igual que sucedíaen el PAG 4) la

estimulaciónquela [D-Ala2]-Deltorfina II provocaen las membranasde las

células NG 108-15 es más sensibleal ICI 174864 que la provocadapor el

DPDPE, y U) a concentracionesbajasel DPDPEestimulamenosqueel resto

de los agonistasensayados.Las efectosestimuladoresde los agonistasji

sobrela GTPasadealtaafinidadenestascélulas,aunquedemenormagnitud

que los provocadospor los agonistas8, resultaroninesperados.En otros

trabajostambiénsehabiandetectadoestetipo deefectosestimulatoriossobre

el sistema de transducciónal trabajar con agonistasji y K en distintos

sistemascelulares, que presentabansólo poblaciones homogéneasde

receptores8 (Prathery col.., 1994). Estos autoressugierenque como el

DAGOescapazdeinhibir la adenilatociclasaen lascélulasNG 108-15,posee

cierta actividad como agonista8. De hecho, recientementeen nuestro

laboratoriosehaobservadoqueel tratamiento“in vivo” decélulasNG 108-15

conel modificadorcovalente13-funaltrexaminaprevienedelaestimulaciónque

el DAGO y la morfinaejercensobrelaactividadGTPásicadealtaafinidad de
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lascélulas. Seríainteresantela determinaciónde los nivelesde RNAm para

el receptorji enestascélulaspuestoquedeexistir espocoabundanteya que

no se pone de manifiesto ni utilizando técnicas de fijación ni de

inmunodetección-

La actividad del DAGO, la morfina y la 13-end sobre la GTPasa de alta

afinidaddemembranasdel SNCderatónpareceestarprincipalmentemediada

por el receptor ji. El antisueroanti-8no modificalascurvasdeactivaciónde

estosagonistasy si quelo hacenlos antisuerosanti-ji. Del mismo modo, el

antagonista8-selectivoICI 174864esinefectivoenla reduccióndelosefectos

estimuladoresprovocadospor el DAGO y la morfina. En este sentido,

trabajosprevios de nuestrogrupo, en los que se estudiabala fijación de

morfina y 3-enden el cerebrode ratón, pusieronde manifiestoquelos dos

agonistasteníanafinidadesmuy parecidasporel receptorji. Secalculóuna

relación de afinidadespuS de 0.027 parala morfina y de 0.17 parala 13-end

(Sánchez-Blázquezy Garzón, 1989). Dadoqueenel PAG deratónesmayor

la densidaddel receptorji que la del & (Mansoury cal., 1987; 1988; Sharif

y Hughes,1989; Tempely Zukin, 1987) la mayor partede la estimulación

promovidapor los dosoploidesestarámediadapor el receptorji aunqueen

lasconcentracionesmáselevadaspodríaintervenirtambiénel receptor8. Sin

embargo,comoya hemosapuntadoanteriormente,de los datosresultantes

de los experimentosrealizadoscon el antisueroanti-8 y con el antagonista

selectivodelos receptores8 ICI 174864parecededucirsequela participación

del receptor8 en la estimulaciónde morfina y [3-end sobrela actividad

GTPasade baja Km del PAG de ratón esmínima.

El antisuero MU/2EL está generado frente a una secuencia del segundo

bucleextracelular (208-216)del receptor ji de la rata, de modo que a una

concentraciónadecuadareconocetodaslas posiblesvariantesdel receptor

opioide ji, independientementedel gradode glicosilación, presentesen el

áreade estudioy abolepor completoel efectoestimulatoriode los agonistas

ji-preferentesDAGO y morfina. El antisueroMU/T estágeneradofrentealos

16 primerosaminoácidosdelextremoN-terminalde la secuenciadel receptor

ji de la rata. El péptido antigénicoincluye un posiblesitio de glicosilación,
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el residuo9 (Cheny col., 1993),por ello a pesardeutilizar cantidadesmuy

altas de antisuerono es capazde bloqueartodos los receptoresp de la

preparación, posiblementelas glicosilacionesen esa posición los hagan

insensibles,y una partedel efectoestimulatoriode los agonistassesigue

observando.Los azúcaresparecen,por tanto, dificultar el reconocimiento

de la proteínaantigénica.

Comola especificidaddelosantisuerosempleadosenestetrabajoestá

suficientementedocumentada(Garzón y col., 1994b; 1995; Garzón y

Sánchez-Blázquez,1995), el quelos efectosestimuladoresde DPDPEy [D-

Alafl-Deltorfina U sobrela actividadGTPásicadebajaKm del SNC del ratón

sevieranmodificadospor la presenciaenel ensayode losantisuerosanti-ji

resultóenciertamedidasorprendente.Sin embargo,trabajospreviosenlos

que se evaluabala eficiencia antinociceptivaen el test del tail-flick de

diferentesligandosopioidesadministradosporvía i . c - y. a ratonesyahabían

puestode manifiestoun cierto efectoji dediversosagonistas8 opioides,en

especialDPDPE y DADLE - En estas experiencias se demostraba que los

ligandos6 tambiénnecesitanunirse a los receptoresji paraproducir altos

nivelesdeanalgesiasupraespinal(Sánchez-Blázquezy Garzón,1989).Estos

datossepuedeninterpretarcomo, i) posibleunión de los agonistas8 a los

receptoresopioidesji, sobretodoalasconcentracionesmásaltasestudiadas;

Li) existenciade complejos opioides de carácter funcional formados por

receptoresji y 8. Como ya seha comentado,estetipo de asociacioneshan

sido propuestasa partir de estudiosrealizados“lii vitro”, no hapodidoser

demostradaenensayos“in vivo” pero no puededescartarse.

En los ensayos “in vivo” se ha observado que la antinocicepcíón ji está

modulada por los receptores8: la coadministraciónde morfina y dosis

subanalgésicasde DPDPE o [D-Ala2]-Deltorfina II en el ratón provoca

modulaciónpositiva de la antinocicepción,mientrasquela coadministración

de met-encefalinay morfina provocamodulaciónnegativa- Los dosefectos

son sensiblesal antagonista8 selectivo ICI 174864 y al antagonista82~

selectivoNTII (naltri.ndol-5‘-isotiocianato)peronoalantagonista&
1-selectivo

DALCE ([D-Ala
2, Leu5,Cys’]encefalina).Portanto, el subtipoS

2pareceser
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el receptor8 implicado en la modulaciónde la antínocicepciónde morfina

(Porrecay col., 1992). Estesubtipopodríaserel mismoqueotrosgrupos,

enbaseaestudios“in vitro” handenominado8v,,, esdecir, el receptor8 que

existiría asociadoal receptor ji formandoun complejo receptorial opioide

(Rothman y col., 1988; Xu y col., 1993). Si este tipo de complejos

receptorialesexisten,podríasucederquelos antisuerosanti-p bloquearan

los receptoresji perodebidoal enormetamañode las IgGs, éstasimpidieran

tambiénel accesode losagonistas6 alos receptores8 asociados.El gradode

estimulaciónsobrela actividadGTPásicadeestosagonistasseencontrarla,

portanto, disminuido. El hechodequeno sucedalo contrario,esdecir, que

al ponerel antisueroanti-8 no se bloqueenlos efectosestimulatoriosde los

agonistasp podriaindicar queenel complejohabríamuchosmásreceptores

ji que 6, de modo que aunqueal bloquearlos receptores8 también se

impidiera el accesoa algunosreceptoresji, todavía quedaransuficientes

como para que el agonista ji promoviera estimulación de la actividad

GTPásica.Los trabajosquedescribenla distribución dereceptoresopinides

ji y 8 en el SNC deratón avalanestahipótesispuestoquetantoen la médula

espinalcomoen el PAG la densidadde receptoresji esmuchomayorquela de

receptores6 (Mansoury col., 1988). Los datostambiénparecenseñalarque

los complejos seríandistintos en zonasespinaleso en zonasencefálicas

puestoque los efectosde los antisuerosanti—p son distintos en una y en

otra. El antisueroMU/2EL modificala respuestafrenteal DPDPE y a la [D-

Ala2]-Deltorfina II más en el PAG que en la ME, mientras que el MU/T

disminuyemásel efectoestimulatoriode los dosagonistasen la ME queenel

PAG. De estosresultadosparecedesprendersequeen la ME, el receptorji

seencontraríamenosglicosiladoque en estructurasencefálicaspuestoque

el antisueroMU/T, generadofrente a una secuenciasusceptiblede sufrir

una glicosilación, esmáseficaz en bloqueara su antígenocorrespondiente.

Por tanto, en el SNC de ratón los agonistasopioides estimulanla

actividadGTPásicadealtaafinidad demaneraconcentración-dependienteen

un procesoen el que participan los receptoresopioides puesto que los

antagonistasopioidesredujerondichaactivación.Laactividaddel DAGO, la

morfinay la f3-end sobrela actividadenzimáticaestámediadaporel receptor
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ji, mientrasqueelefectodel DPDPEy la IID-Ala2)-Deltorfina III estámediado

principalmentepor el receptor8. Con respectoal sistemade transducción,

en la estimulaciónde la actividad GTPásicamediadapor el el receptor ji

participan lassubunidadesG
12ay G~,.a y en la mediadapor el receptor8

participala subunidadG12aperono lasubunidadG,,,a.La disponibilidadde

distintossistemasde transducciónen las diferentesáreaspodríajustificar

la existenciade los subtipos8~ y 82. En lascélulashibridasdeneuroblastoma

x gliomaNG 108-15tanto los agonistas8— comolos ji-preferentesestimulan,

tambiénde modoconcentración-dependiente,la actividadGTPásícade baja

Km. El efectoestimulatoriodelos agonistasparael receptorji esmenory se

previene con la exposición de las células al modificador covalente j3-

funaltrexamina.

4. Efectode los vévúdosmastonarány N-acetfl-B-endarflna(1-31) sobrela

actividadGTPnásicadealta afinidaddel PAG deratón

.

El mastoparán,comootroscompuestosanfífilicos, escapazdemodificar

el funcionamientode ciertas proteínasG (Higashijima y col., 1988, 1990;

Mousli y col., 1990).Enconcreto,regulanlasproteínastransductorasGL/GO

actuandodirectamentesobreellas (Higashijima y col., 1988). Se trata de

péptidoscuyas secuenciaspresentanuna cadenahidrofóbica larga y una

zona rica en residuospositivos, que podríainteraccionarprimero con los

residuosnegativosde la membranay luegoconel extremocarboxiloterminal

de la subunidada de la proteínaG (Mousli y col., 1990a). El mastoparány

la NAC cumpliríancon esterequisitoestructuralpuestoquesussecuencias

presentantres residuosde Lys (posiciones3,4, y 11) y cinco residuosde

Lys <posiciones9, 19, 24, 28y29), respectivamente.

El derivadoN-acetiladode la ¡3-end (NAC) regulala antinocicepción

supraespinalmediadapordiferentesopioidesy poragonistasa2-adrenérgicos

(Garzón y Sánchez-Blázquez,1991; Sánchez-Blázquezy Garzón, 1992a).

Este neuropéptidopresentauna bajaafinidad por los receptoresopioides

(DeaRiny col.>, 1980), carecedeactividadanalgésicacuandoseadnunistra

i.c.v. en roedores(Smyth y col., 1979), por lo que susefectosparecen
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ejercersea nivel de las proteínasG (Sánchez-Blázquezy Garzón, 1993a).

El mastoparány, quizástambiénla NAC, trassu unióna la membrana

plasmática,laatravesarían,posiblementeporun mecanismodetransferencia

electrolitica en el que participan los residuosnegativosde la membrana

(Higashijimay coL, 1988, Mousli y col., 1990b). Se formaría una a hélice

muy estructuradaen la quelos residuospositivosquedaríanexpuestosal

medio acuosode modo que se mimetizaríanlos buclesintracelularesde los

receptoresacopladosa lasproteínasG (1-Ligashijimay col., 1988; 1990). Los

residuoscon cargaspositivas y la estructura secundariahelicoidal son

esencialespara queseproduzcanlos efectosestimulatoriosdel sistemade

transducción,puestoque análogosdel mastoparánen los que los residuos

básicoshan sido sustituidoscarecende estaactividad <Danilenico y col.,

1993; Songycol., 1993).

El mastoparán,a concentracionesmicromolares,estímulala actividad

GTPásicade proteínasG1/G, purificadasy reconstituidasen vesículasde

fosfolipidos (Hígashijixna y col., 1988; Mousli y col., 1990) y afectaa las

actividadesenzimáticasfosfolipasaC y ATPasade Na/K presentesen la

membranaplasmáticade células 3T3 de ratón en cultivo (Danilenicoy col.,

1993). En estetrabajo se recogeque el mastoparánestimula la actividad

GTPásicade baja Km en membranasde PAG de ratón, a concentraciones

menores(100nM). Comoel mastoparánno interaccionaconningúnreceptor,

la estimulaciónque provocasobrela actividadGTPásicaesdependientede

la concentraciónde péptido que seempleey no del grado de ocupacióndel

receptor.Se registran, portanto, incrementosen laestimulaciónsegúnse

incrementalaconcentracióndemastoparAn- Esteperfil de respuestatambién

sehapuestodemanifiestoenexperimentosdereconstitucióndeproteínasG

envesículasfosfolipídicas. Sólo a concentracionesmuy altasde mastoparán

(mayoresde 100 pM) pareceproducirseunapérdidadeafinidad<Higashijima

y col.,1990).

Losantagonistasdereceptoresligadosa proteínasG facilitan el efecto

estimulatoriodel mastoparán,pero al menosen el casode la naloxona,sólo
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cuando se emplea una concentración subefectiva de mastoparán. Los

antagonistaspresentarondistinta potencia a la hora de favorecer la

liberacióndePi por el mastoparán.La naloxona,antagonistano selectivode

los receptoresopioides,el CTOP(análogodela somatostatinay desecuencia

Cys2,Tyy9,Orntpen’ Amida), antagonistaselectivo de los receptores

opioidesji (Gulyay col., 1986), elnor-BNI (nor-binaltorfimina),antagonista

delos receptoresopioidesNC (Portoghesey col., 1987), potenciaronelefecto

del mastoparána concentracionesmenoresque lasnecesariasparaobservar

efectoconel sulpiride, antagonistaD
2-dopaminérgico(Terai y col., 1983),

el idazoxán, antagonistaa2-adrenérgico(Doxey y col., 1983), o el ICI

174864, antagonistaselectivode los receptoresopioides& (Cotton y col.,

1984). A concentracionesmicromolares(100 pM) el sulpiride y el idazoxán

ejercieronun efectomoderadopero significativo sobrelaestimulaciónde la

actividadGTPásicaprovocadaporelpéptidoenestudio.Estecomportamiento

no se observóal incluir en el ensayola bicuculina, antagonistade los

receptoresGASA, que no estánmediadospor proteínasG (Curtis y col.,

1970; Bowery, 1989). Portanto, sepuedeinferir quelas proteínasG están

implicadas en el efecto facilitador que los antagonistasde receptores

acopladosa proteínasG ejercensobrela activaciónde la actividad GTPásica

provocadaporel mastoparAn.

F~ distintoefectoobservadoparalosdiferentesantagonistaspuedeser

consecuenciade, i) distinta densidadde receptoresen el áreanerviosa

estudiada,en estesentido, los receptoresji y NC sonmásabundantesqueel

receptor.5 en el PAG (Moskowitz y Goodman, 1985; Sánchez-Blázquezy

Garzón, 1989; Mansoury col., 1988); u) diferenciasen laafinidad relativa

de los antagonistaspor sus receptores;iii) diversidaden los sistemasde

transducciónreguladosporesosreceptores(Birnbaumery col., 1990;Yost,
1993). Como se han descritoproteínasO insensiblesal mastoparán<los

subtiposG. y G~) (Higashijimay col., 1988; 1990). el acoplamientode los

receptoresa distintostipos o subtiposde G~ o G. podría serel responsable

de la distinta eficacia de los antagonistassobreel efectoestimuladordel

mastoparán.
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Seha propuestoqueel mastoparánincrementala tasade intercambio

denucleótidosdeguaninay la hidrólisis deGTPalactuardirectamentesobre

el dominio de la subunidad G<. implicado en la unión con el receptor

(Higashiiji.may cal.., 1988; 1990).Si éstofueracierto, el mastoparánactuaría

principalmentesobreproteínasG en su formaheterotrimérica(no ligadasa

los receptores),porlo quelosantagonistasno podríaninfluir en suefecto.

Los resultadosobtenidosenestetrabajo,indicanquelosantagonistasunidos

asusreceptores,probablementeporqueprovocanuncambioenlasproteínas

G acopladas(Costaet al, 1990; Costay Herz, 1989), facilitan el accesodel

mastoparána lassubunidadesG~ (seobservaun incrementoen la hidrólisis

de GTP) - De hecho, la disociación del complejo receptor-proteínaG

provocadapor unagonista,eliminael efectopotenciadordelos antagonistas

sabrelaestimulaciónde la actividadGTPásicaobservadaconel mastoparán.

Estainhibición seobservóconel DAGO, la morfina y el DPDPEen presencia

del antagonistanaloxona. Se propone, por tanto, que el péptido anfifflico

mastoparánactúasobrelasproteínasO en un sitio distinto al implicadoen la

uniónal receptor,aunqueposiblementetambiénsituadoen lazonacarboxilo

terminaldelassubunidadesa (Weingarteny col., 1990).En estesentidohay

quedestacartambiénlos experimentosen los queseensayaronlosefectosde

la combinaciónde los antagonistasji- y 8-selectivos,CTOPe ICI 174864, y

el mastoparánen presenciade los antisuerosanti-p (MU/T) y anti-8. Con

ellos se intentabadeterminarde qué modo los receptoresopioides <ji y 6)

participan en los efectos potenciadoresde los antagonistassobre la

estimulación de la actividad GTPásicaprovocadapor el mastoparán.Se

observaqueunadisminuciónenlaocupacióndereceptoresporelantagonista

comoconsecuenciade la presenciadelantisuerosuponeunareducciónde su

eficacia potenciadorasobrelos efectosdel mastoparánen la GTPasa.Por

tanto, aunquelosantagonistasunidosal receptornoactivandirectamentelas

proteínasG, inducen cambiosconformacionalesen ellas, que facilitan el

accesodel mastoparána las subunidadesG0 (Martínez-Peñay col., 1995).

El mastoparán y la NAC presentan ciertas semejanzasen su

comportamiento en los ensayos de actividad GTPásica: i) su efecto

estimuladoraumentasegúnseincrementala cantidadde péptidoempleadoy;
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II) los dosven modificadosu efecto por la presenciade antagonistas.Por

todoello un mecamnsmocomúndeactuaciónparalos dospéptidospareceestar

implicado. Trabajosrecientesdenuestrogrupo, realizados“in vivo” en los

que la administraciónde las sustanciasse realiza i . c.y -, han puesto de

manifiestoqueel mastoparánsecomportacomoun antagonistanocompetitivo

dela antinocicepcióninducidaporlos opioidesDAGO, morfina, DPDPEy [D-

Ala2]-Deltorfina II, y por el agonistade los receptoresa
2-adrenérgicos

clonidina, administradosenel ratón. La administraciónpreviade NAC evita

estecomportamientoantagonistadel mastoparán(Sánchez-Blázquezy col.,

1994; Sánchez-Blázquezy Garzón,1995b).El efectoprotectordelaNAC sólo

se manifiestasi el neuropéptidose administraa los animalesantesque el

mastoparán,por lo que sesugiereunmismosustratobiológico de actuación

para los dos péptidos. En este punto se debe considerar la distinta

naturalezadeambos,elmastoparán,queesunveneno,secomportacomouna

toxina, mientrasque la NAC que es un péptido endógenoactúacomo un

neuromodulador.Probablementeelsitio deactuacióndelos dospéptidosson

las mismasproteínasG pero el mastoparánpareceunirsea ellascon mayor

afinidad- El menortamañodel mastoparán(14 aminoácidosfrentea los 31 de

la NAC) podríafacilitar suaccesoalas G« enla membranacelular, deaid su

mayorefectividad.

Al estudiarel efecto que el mastoparánejercesobrela estimulación

provocadapor distintos agonistasopioidesseobservaqueconcentraciones

subefectivasdel mastoparánreducendicha estimulación- Los agonistas

afectadosfueron el DAGO, la morfina, la DADLE y el DPDPE, esdecir, los

mismosque tambiénven reducidasu capacidadanalgésicaen presenciade

mastoparánen los estudios “in vivo”. Hay que señalar que la analgesia

mediadapor los receptores6 resultacompletamenteabolidaen presenciadel

venenopeptídico, mientrasquela analgesiaproducidaporla activaciónde

los receptoresji presentaun componentequeesinsensiblea la actividad

bloqueadora del mastoparán(Sánchez—Blázquezy Garzón, 19941,)- En

contraposicióncon el mastoparán,la NAC a pesarde regular la analgesia

mediadaporlos receptoresp perono la mediadaporlos receptores6 (Garzón

y Sánchez-Blázquez,1991; Sánchez-Blázquezy Garzón, 1992; Sánchez-
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Blázquez y Garzón, 1993), no modifica la respuestaGTPásicade las

membranasde PAG de ratón frentea susagonistas.

La NAC sólomostrósucapacidadestimuladoradelaactividadGTPásica

de baja1Cm del PAG de ratón cuandoel ensayosellevó a caboen presencia

de GTP y a 370C, es decir, en unas condiciones que favorecen el

desacoplamientode los receptoresy lasproteínasG. El GTPdesplazaal GDP

de la subunidada, lo que provocaqueel receptorpasea un estadode baja

afinidad. Esto confirmarla la hipótesisde que la NAC tiene acción directa

sobrelas proteínasG y quesu efectono estámediadopor receptores.Sólo

cuandolasproteínasG seencuentranlibresenla membranasonsusceptibles

desermodificadaspor la NAC. Sin embargo,el mastoparántambiénresulta

efectivo enunascondicionesde experimentaciónmásdesfavorablescomoes

una preincubaciónen frío en ausenciade GTP. Estos resultadosponende

nuevode manifiestounamayorfacilidaddeestepéptidoparaactuarsobreel

sistemade transducción.

Los resultadosdel estudiode las posiblesrelacionesdecompetencia

y/o facilitación que se establecenentreel mastoparány la NAC sobrela

actividadde las proteínasO muestranque la eficaciadel mastoparáncomo

estimuladorde la actividad GTPásicase ve incrementadaen presenciade

concentracionessubefectivasdeNAC, quedeestemodosevuelvea mostrar

comosustancianeuromoduladora.De estosestudiosse puedeconcluir que

tanto el veneno peptidico mastoparáncomo el péptido endógeno NAC

estimulanla actividad GTPásicade alta afinidad del FAO del ratón en un

procesono mediadopor receptorpor lo quese proponeun mismosustrato

biológico de actuación, probablemente las mismas proteínas G. Las

diferenciasobservadasenunay otraestimulaciónpodríanserconsecuencia

de la diferentenaturalezade los dos péptidos-
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1.- Laspéptidosendógenos13-endorfina(1-31)y suderivadoacetilado«N

acetil-~-endorfina <1-31) se encuentran distribuidos de modo

diferencialenelSNC de la ratay el ratón. Los procesosdetolerancia-

dependenciaa opioidesprovocanvariacionesenel contenidode ambos

péptídos. Los cambios observadosen los niveles de 0N-acetil-43-

endorfina (1-31) son de gran interés puesto que aportan una

información valiosa acerca de este neuropéptidodel que hasta el

momento se desconocesu papel funcional aunquese le implica en

papelesde reguladoresde la funciónopioide.

2.- En el SNC de ratón existendosactividadesenzimáticasresponsables

de la hidrólisis de GTP, una de las cualeses de alta afinidad y

presentaunaKm de0.2-0.3 pM. La actividadGTPásicadebajaKm (o

dealtaafinidad) presentaunadistribucióndiferencial. El tratamiento

crónicocon morfinamodifica la actividadGTPásicadealtaafinidad en

el tálamo, el mesencéfalo (incluyendo a la sustancia gris

periacueductal)y la médulaespinal.Dadoqueloscambiosproducidos

sonde distinto signo (se producendisminucionesenel mesencéfaloy

en la médulaespinalpero incrementosen el tálamo) los sistemasde

neurotransmisiónque coexisten con el opioide podrían resultar

determinantesen la manifestacióncelular frente a situacionesde

tolerancia-dependencia.

3.- La estimulaciónde la GTPasade bajaKm provocadaporagonistasen

membranasreflejalosacontecimientosqueseproduceninmediatamente

a continuación de la activación del receptor por la unión de un

agonista- Lapotenciaciónporopioidesdela actividadGTPásicadealta

afinidad enel SNCde ratóny enlascélulashibridasdeneuroblastoma

x glioma NG 108-15 dependedirectamentede la concentraciónde

agonistautilizada, esligando-selectivay reversibleporantagonistas

oploides- En membranasdePAG deratónlos agonistasopioidesDAGO,

selectivo del receptor opioide ji; morfina, agonistapreferentedel

receptorji; 13-end,agonistaopiodep/8; DADLE, agonistaopioide6/ji;

y losagonistasselectivosdel receptor6, DPDPEy [D-Ala2 1 -Deltorfina
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U, estimulanla actividad GTPásicade altaafinidad. El DPDPE tras

unirse a los receptores8 del PAG del ratón actúacon menoreficacia

queel restode los agonistasparaactivarla GTPasade bajaKm. Los

antagonistasopioidesnaloxona(antagonistanoselectivo)eId 174864

(antagonistaselectivode los receptores8) redujeronla estimulación

dela GTPasaproducidapor los agonistasopioides,lo queconfirmala

implicación de los receptoresopioidesen los efectosestudiados.

4.- Los diferenciadeefectosdel DPDPEy la [D-Ala2]-Deltorfina II sobre

la actividad GTPásicade alta afinidad del SNC de ratón están de

acuerdocon la existenciade dossubtiposde receptores8 (8. y 62),

que parecen regular diferentes proteínas transductoras. La

disponibilidad de estas proteínasen las distintas áreas del SNC

determinarála predominanciadeefectosfarmacológicos/fisiológicosde

uno u otro tipo dereceptoresopioides8.

5. - Con la utilización de antisuerosespecíficosgeneradosfrente a las

subunidadesG
12ay G~,,,aenexperimentos“in vivo” e “in vitro” seha

puestode manifiestoqueen la estimulaciónde la actividadGTPásica

mediadapor el receptor8 participa la subunidadG,2a pero no la

subunidad G~,a, mientras que en la mediadapor el receptor ji

participantanto las subunidadesG12ay G,,,a.

6.- En lascélulashibridasde neuroblastomax glioma NG 108-15,en las

queestádescritala existenciade un único tipo de receptoropioide,

el 6, los agonistaspreferentesdel receptor ji, DAGO y morfina,

producenunaestimulaciónconcentración-dependientedela actividad

GTPásicaaunquede menormagnituda la ejercidapor los agonistas8

selectivos, DPDPE y [D-Ala
2]-Deltorfina II. El tratamiento de las

célulasconel modificadorcovalentedelreceptorji, 13-funaltrexamina,

aboleel efectodel DAGO y de la morfina lo que sugierela existencia

de una pequeñapoblaciónde receptoresji.
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7.- La actividaddel flACO, la morfinay la [3-end sobrela GTPasadealta

afinidad de membranasdel SNC deratón estámediadaporel receptor

ji puesto que la exposición de las membranasa los antisueros

generadosfrenteal receptorji liniita el efectoestimulatoriode dichos

agonistas.La actividaddel DPDPEy la [fi-Ala2 J-DeltorfinaII sobrela

GTPasadealta afinidadde membranasdel SNC de ratónestámediada

principalmentepor el receptor6 aunqueno se puededescartarla

participacióndel receptorji.

8. — El veneno peptídico mastoparán,a concentracionesnanomolares,

estimnulala actividad GTPásicade baja Km en membranasde PAG de

ratón. Como el mastoparánno interaccionacon ningún receptor, la

estimulaciónqueprovocasobrela actividadGTPásicano dependedel

grado de ocupacióndel receptorsino que aumentasegúnlo hacela

concentraciónde péptido. Las antagonistasde diferentesreceptores

ligados a proteínasG (opioides ji, 6 y K, a
2-adrenérgicoy U2-

dopaminérgico)facilitan el efectoestimulatorio del mastoparán.Las

proteínasO parecenestar directamenteimplicadasen dicho efecto

fadlitador. Dadoqueel efectodel mastoparénsesiguemanifestando

cuando los receptoresestán ocupadosse propone que el péptido

anfífiláco actúasobrelas proteínasO enun sitio distinto al implicado

en la unión al receptor.

El péptidoendógenoN-acelil--13-endorfina(1-31) tambiénestimulala

actividad GTPásicade baja Km del PAG de ratón en un procesono

mediadopor receptory únicamenteencondicionesexperimentalesque

favorecenel desacoplamientode los receptoresy las proteínasG, es

decir, cuandolasproteinasO seencuentranlibresenla membrana.El

mastoparány la N-acetil-13-endorfina(1-31) podríantenerun mismo

sustratobiológico de actuación,¿lasmismasproteínasO? a pesarde

la diferente naturalezade los dos péptidos: el mastoparánes un

venenoque podría comportarsecomo una toxina y la N-.acetil—13—

endorfina(1-31) esun péptidoendógenoal quesele asignanpapeles

funcionalescomoneuromodulador.
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