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1. Comunicacién intercelular

La comunicacién en los organismos multicelulares se realiza, en su
mayor parte, a través de sustancias quimicas extracelulares. Las células
delimitan su estructura frente al medio extracelular por una bicapa lipidica
que regula el acceso de una serie de sustancias, que pueden ser moléculas
tan complejas como las proteinas o tan simples como los iones. Para
comunicarse con el medio extracelular, las células han desarrollado
mecanismos de transduccion de sefiales que permiten detectar cambios en la
concentracion de sustancias en su superficie externa, reconocer y transmitir
esta informacidn a través de la membrana plasmatica y, traducirla en seiiales
intracelulares.

En algunos sistemas de transduccion de sefiales la deteccién de
estimulos extracelulares y la generacion de la respuesta intracelular son
propiedades de la misma proteina o del mismo complejo proteico. Es el caso de
los canales idénicos ( por ejemplo, el receptor GABA,, o el receptor nicotinico
de acetilcolina), y el de los receptores con actividad enzimatica intrinseca en
el dominio intracelular (es el caso de los receptores de insulina y de los
factores de crecimiento que presentan actividad tirosina quinasa o del
receptor de péptido natriurético que presenta actividad guanilato ciclasa).
El resto de los sistemas de transduccidn de serfiales son mas complejos puesto
que el receptor y el efector son proteinas distintas que se comunican a través
de unas proteinas reguladoras gque unen nucleétidos de guanina, las
proteinas G.

En la transmisién de sefiales regulada por proteinas G participan,
basicamente, tres componentes:

i) Receptor. Los receptores acoplados a las proteinas G son funcional
y estructuralmente homélogos a pesar de la gran variedad de los estimulos
que median, desde luz, olor y sabor hasta mensajercs extracelulares como
aminas bidgenas, proteinas o péptidos. Tienen un tamafic molecular muy
parecido (40-120 kDa) v forman siete dominios transmembranares unidos por



tres bucles extracelulares y tres bucles intracelulares. Presentan dos sitios
de unién de gran importancia, uno de reconocimiento y unién para el ligando
y otro para la interaccién con las proteinas G.

ii) Proteina G. Transmite la informacién desde el receptor hasta el
efector intracelular. Es un heterotrimero formado por subunidades a (alfa),
B (beta) ¥y Tt (gamma), siendo la subunidad a la que une nucledtidos de
guanina y presenta actividad GTPasica.

iil) Efector. Genera los cambios intracelulares tras la recepcion de la
sefial. Puede ser un sistema enzimatico como la adenilato ciclasa, la
fosfolipasa C especifica de los fosfatidil-inositoles, la fosfodiesterasa
especifica de cGMP, la fosfolipasa A,, transportadores de Mg** y de glucosa,
pero también son efectores los canales de Ca®*, K' y Na'.

1.1. Desarrollo histérico

El estudio de la transmisién de sefiales entre células se inici6 a final de
la década de los 50 cuando Rall y col. (1956) estudiaban la estimulacién por
1a hormona adrenalina de la liberacioén de glucosa en hepatocitos. Los anatisis
de los fragmentocs celulares revelaron gque la adrenalina estimulaba la
conversién del ATP en un nucle6tido, desconocido entonces, el AMPc. Este
proceso era catalizado por una enzima de la membrana plasmatica, también
desconocida, la adenilato ciclasa (AC). La participaciéon de los nuclebttidos
de guanina en la transmision de la sefial de la adrenalina se demostré afios

"mas tarde. Por un lado, se observd que para que la hormona glucagén
activara la AC era necesaria la presencia en los ensayos tanto de su receptor
como del GTP (Robdell y col., 1971a; Robdell y col., 1971b); y por otro,
Cassel y Selinger (1976) descubrieron que cuando se afiadia adrenalina a
fragmentos de membrana plasmatica, no sélo se estimulaba la AC, sino que el
GTP se transformaba en GDP y Pi por la accidén de una GTPasa.

A finales de los afios 70, Ross y Gilman (1977) diseflarcn un
experimento para restaurar la actividad AC en una linea celular mutante,



denominada cyc’, que presentaba receptores para la adrenalina pero que
aparentemente no expresaba dicha actividad enzimatica. Al afiadir a estas
células un extracto conteniendo actividad AC y exponerlas a la presencia de
adrenalina, las células producian AMPc. Sin embarge, sorprendentemente al
utilizar un extracto inactivado las células también sintetizaban AMPc. La
explicacion legd pronto. Las células cyc™ presentaban actividad AC, pero su
silencio se debia a la ausencia de un componente celular esencial para la
activacién dela enzima. Ross y Gilman demostraron que dicho componente era
una proteina que se activaba por el GTP, a la que denominaron proteina G.
Asumieron gue la adrenalina exra capaz de estimular la produccién de AMPc
al transmitir la informacion desde su receptor a una proteina G, que tras
unir GTP activaba la AC para convertir ATP en AMPc., Esta proteina G fue
purificada por Sternweiss y col. en 1981 y denominada G,, ya que estimulaba
la AC. Casi simultaneamente se descubri¢ otro tipo de proteina G que se
denomindé G. (o transducina) implicada en la respuesta a la luz de los
bastones de la retina (Bitensky y col., 1981; Stryer y col., 1981). Desde
entonces, por técnicas de purificacion y clonaje se han identificado hasta 21
subtipos distintos de proteinas G.

1.2. Receptores

Los receptores acoplados a proteinas G son proteinas integrales de
membrana. Gran cantidad de moléculas, incluyendo hormonas y
neurctransmisores, se unen de modo especifico a los receptores de la
membrana plasmatica. La unién de un ligando provoca la interaccion del
receptor y la proteina G (en su forma heterotrimérica) en la cara intracelular
de la membrana, la proteina G se activa y de este modo se inicia la respuesta
celular.

Se han descrito tres familias de receptores acoplados a las proteinas
G . La familia principal, en la que se incluyen unos 300 miembros, tiene como
ligandos a neurcotransmisores, neuropéptidos, hormonas glicoprotéicas,
moléculas olfatorias y fotones. Estos receptores se caracterizan por compartir
la misma estructura tridimensional y gran similitud de secuencia, al menos en



su porcién transmembranar. Los receptores metabotrdépicos de glutamato y
los de secretina constituyen las otras dos familias de receptores acoplados a
proteinas G pero no comparten con la familia principal el patréon de secuencia
(Baldwin, 1994).

Tras el clonaje de los recaeptores de la familia principal se ha podido
analizar su estructura aminoacidica formada por 450-600 aminocacidos.
Presentan siete dominios transmembranares de caracter hidrofébico (I, II,
III, Iv, VvV, VI y VII), cada uno de ellos con 24-28 aminoacidos, que forman
a halices conectadas entre si por seis bucles hidrofilicos, tres internos (i,,
i; ei;) y tres externos (e,, e; ¥ e;). El extremo amino termina!, de longitud
muy variable y a menudo glicosilado, esta expuesto a la cara externa de la
membrana plasmatica, mientras que el carboxilo terminal, con abundancia de
residuos de serina y treonina susceptibles de ser fosforilados, esta orientado

hacia ila cara interna.

Lu ar de o
nl l.lqandn

COOH

CITOPLASMA

Figura 1. Representacién esquemdtica de un receptor acoplado a proteinas G en la que se observan los
siete dominios {ransmembranares que se agropan formando una zona que €5 recomocida por los ligandos.
En el recradro se ofrece upa vision del planc exterior de la membrana plasmética en el que se aprecia
como las a hélices participan en 1a creacidn del sitio de uaién para el ligaude.
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De las aproximaciones experimentales que se utilizan para estudiar la
estructura y funcién de los receptores, la mutagénesis dirigida y la
construccién de receptores quiméricos son las que proporcionan una mejor
informacion sobre qué regiones del receptor son esenciales para la
interaccién con el ligando ¥ con las proteinas transductoras.

Los dominios transmembranares ademds de anclar el receptor a la
membrana, generan e! sitio especifico de uniéon para los agonistas y
antagonistas, al menos en el caso de los receptores para hormonas,
neurotransmisores pequerios y fotones. Sin embargo, en los receptores para
hormonas de alto peso molecular como son las glicosiladas: la hormona
estimulante del tirocides { TSH), la hormona luteinica (LH)/la gonadotropina
- coridnica humana (hCG) y la hormona estimulante de los foliculos (FSH), el
sitio de unién especifico para los ligandos parece estar localizado en los
dominios extracelulares del receptor (Bockaert, 1991). En este trabajo se
van a describir inicamente los receptores mencionados en primer lugar. En
los dominios transmembranares del receptor es donde se da la mayor
conservacidn en las secuencias. Entre los receptores de una misma subfamilia
( para un mismo ligando) se da mayor coincidencia, disminuyendo la homologia
al comparar receptores de distintas subfamilias. Presentan gran abundancia
de residuos de prolina y glicina que, i) podrian contribuir a la formacién de
un "bosillo" al que solamente se uniria de modo especifico un determinado
ligando y, ii) podrian participar en la transmisién a la zona intracelular de
la molécula los cambios conformacionales que el receptor sufre tras la union
del ligando.

El lugar del reconocimiento para el ligando también presenta
caracteristicas comunes en los diferentes receptores. Los residuos
conservados (con carga neta negativa) de los segmentos transmembranares
podrian actuar como estabilizadores de carga para los ligandos (cargados
positivamente). De especial importancia en la union de agonistas parece ser
un residuo de acidoe aspartico localizado en el segmento transmembranar IT de
los receptores. Su sustitucién por un residuo de asparagina en el receptor
opiocide § supone la pérdida de la afinidad para los agonistas 6§ selectivos pero
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no afecta a la unién de antagonistas ni a la de agonistas opiocides no selectivos
lo que sugiere que los agonistas especificos y los antagonistas se unen de
modo distinto a este receptor (Kong y col., 1993).

La interaccién con las proteinas G se localiza en el tercer bucle
intracelular (i, ), entre las hélices transmembranares V y VI, y en el extremo
carboxilo terminal, después del segmento VII (Dixon y col., 1987; Lefkowitz
y col., 1989; Lefkowitz y col., 1993; Sullivan y col., 1987). A este
reconocimiento también contribuirian los residuos cargados de los segmentos
transmembranares. Del estudio de mutantes del receptor muscarinico m; de
- acetilcolina (Kunkel y Peralta, 1993) y de los trabajos realizados con el
receptor dopaminérgico D, (Malek y col., 1993) se ha podido determinar la
importancia para la transduccién de seflales de dos agrupaciones de residucs
de caricter basico localizadas cerca de 1os segmentos transmembranares V y
VI. El bucdle i, también parece ser un punto de contacto entre receptor y
proteina G (Sullivan y col., 1987; Taylor, 1990). Trabajos recientes con
receptores de acetilcolina han puesto de manifiesto la importancia de un
dominio hidrofébico del bucle i; en el acoplamiento de los receptores a las
proteinas transductoras G que median la inhibicién de la AC y la estimulacién
de la fosfolipasa C (PLC) (McClue y col., 1994; Moro v col., 1993; Zhu y
col., 1994). Dado que la sustancia P, el mastoparan, y otros péptidos gue
presentan en su secuencia agrupaciones de residuos de caracter basico
estimulan la actividad GTPasica en presencia de fosfolipidos, se piensa que
son capaces de activar directamente las proteinas G mimetizando la zona del
receptor con acumulacién de cargas positivas ( Higashijima y col., 1988; 1990;
Mousli ¥y col., 1990). A pesar de estas similitudes, se observan pocas
homologias de secuencia en las regiones del receptor implicadas en el
acoplamiento con proteinas G incluso en aquellos que interaccionan con las
mismas proteinas G (Strosberqg, 1991).
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1.3, Proteinas G

Las proteinas G coordinan la relaciéon receptor-efector ya que reciben
la informacién desde los receptores y la transducen para regular a los
efectores proteicos (enzimas o canales idénicos), que posteriormente movilizan
a los segundos mensajeros intracelulares. Se encuentran en todas las células
eucarioticas en las que controlan funciones metabélicas, hormonales y de
desarrollo. Forman parte de una gran familia de GTPasas en ]Ja que se
incluyen:

i) proteinas G de bajo pesoc molecular (en tormo a 20-25 kDa). Se
incluyen las subfamilias Ras, Rho, Rab, Rac y Arf, que participan en la
proliferaciéon y diferenciaciéon celular, en el transporte vesicular, en la
organizacion del citoesqueleto y en la regulacion de funciones nucleares
{Bourne y col., 1990; Feig, 1994; LLedo y col., 1994). Los factores
bacterianos relacionados con la sintesis proteica {(como el factor de elongacién
bacteriano TU) también se han clasificado dentro de este grupo.

ii) proteinas G heterotriméricas formadas por tres subunidades
distintas: a, B ¥y T, de pesos moleculares 40-46, 37 y 7-9 kDa,
respectivamente. En estas proteinas vamos a centrar la exposicién del
presente trabajo. Son las encargadas de la transduccidn de sefiales
extraceiulares en respuestas intracelulares aunque, al igual que las
proteinas G de bajo peso molecular, también participan en la formacién,
transporte y exocitosis de las vesiculas de secrecién (Aroni y DiFiglia,
1992).

La subunidad a de las proteinas G heterotriméricas presenta actividad
enzimatica intrinseca. Cuando se encuentra unida al GDP, la subunidad a es
inactiva. Un receptor activado por un ligando cataliza el intercambio de GDP
por GTP en la proteina G, que entonces interacciona con una proteina
efectora para producir una sefial intracelular. El estado activo de la proteina
G finaliza con la actividag@ GTPasica intrinseca. Como en el caso de las
proteinas G heterotriméricas, las proteinas G de bajo peso molecular también
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interaccionan con proteinas "receptoras" y "efectoras" especificas. Estas
interacciones se regulan por el estado "activo" (GTP unido) o "inactivo"
(GDP unido) de las proteinas G. En la Figura 2 se comparan los componentes
que participan en el ciclo de activacitén de las proteinas G de bajo peso
molecular y de las proteinas G heterotriméricas. Como se observa en esta
figura se han descrito gran namerc de proteinas que interaccionan con las
proteinas G de bajo peso molecular, sin embargo, su designacién como
receptoras o efectoras todavia no esti clara. Entre estas proteinas se
encuentran i) las GAPs (proteinas activadoras de la actividad GTPasica),
que estimulan la actividad GTPasica de baja Km ¥y que son especificas para
cada subfamilia de proteinas G de bajo peso molecular, y il) las GEPs
{ proteinas intercambiadoras de nucle6tidos de guanina) formadas por
inhibidores y estimuladores de la disociacién de GDP, que interaccionan con
las proteinas G de bajo peso molecular cuando estan unidas al GDP, regulan
la likeracién de GDP y por tantc la tasa de conversién entre los estados
inactivo y activo. En contraposicion con las GAPs, las GEPs no son totalmente
especificas y pareden ser capaces de regular proteinas G de bajo peso
molecular pertenecientes a diferentes subfamilias (Yamane y Fung, 1993).
Feig (1994) ha propuesto como GEPs para la subfamilia Ras a receptores con
actividad tirosina quinasa como es el caso del receptor para el factor de
crecimiento epidérmico.

/-\ Proteina G Sistema
Gs, Q1 adenilato ciclasa
> | c-coP ‘G-GTP (> EFECTO] Gt Golt  sensorial
R* : N
(inactivo) {activo) Go.Gs  canales idnicos
, Ggq fosfolipasa
Actividad GTPésica
intrinseca
GEP
d Proteina G Sistema
GGoP ras, rab {ransporte
N ) G-GTP EFECTO] rho vesicular.
SENALD {inactivo} [activo) D cac exocilosis
‘_/ ARF endocitosis
GAP

Pigura 2. Mecanismos de tracsduccién de sedales mediados por proteinas G. Pamel A: Activacidn de las
proteinas G heterotriméricas. Un receptor active cataliza el intercambio del GDP por GTP en la subonidad
a. Panel B: Coaponentes conocidos de la transduccidon mediada por las proteinas G de bajo peso molecular.
Una sedal conduce a la proteina ¢ a su estado activo, proceso facilitado por GEPs. En ambos casos la
actividad GTPdsica devuelve a la proteina G 2 su estado inactivo.
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Tabla 1. Propiedades de las subunidades G, de mamiferas.

Ctase/ Mm % ident. de aas (a) Toxina (b) Distribucion Receptores Efector
Subunidad (KDa x 10°) en los tejidos representstivos
GI
o (o) 442 100 P Uhicua B8AR (d). Glucagén, TAC
O 457 - CTX Ubicua TSH, otros TCanales de Ca®"
{Cansles de Na
Uy 447 88 CTx Neuroepitelioc Olfativo Olfativos TAC
q -
o, 403 100 PTX Casi Ubicua M,Cho. o,AR, TCanales de K
o, 40.5 88 PTX Ublcua otros lCanales de Ca*
Oy 405 94 PTX Casi Ubicua $AC (?)
TPLCL?)
Uy 400 73 PTX Cerebro, otros Met-Erk, 0LAR, TPLA, [?)
s 3 401 73 PTX Cerebro, otros atros
o,y 10 6B CTXPTX Retina, bastones Rodopsina TFosfodiesterass
o, 401 68 CTXPTX Retina, conos Opsina de conos especifica de cGMP
o, 405 67 CTA{?) Papilas Gustativas Gusto(?) ?
PTX
De 409 6D Cerebro, Plaquetas, M,Cho (?), 1ac (?)
Adrensles otros otros
G
a a2 100 Casi Ubicua M,Cho. o, AR, PLCS,,
a4, 42 88 Casi Ubicua otros -B,. -B, otros (?)
o,y 415 79 Pulmén, rifion, higado ?
s 43 57 Células mieloides, Celulas B ? ?
Rl 435 58 Células mielides, Cetulas T ? TPLCB,,
8, 5,
G‘IE
Rt a4 100 Uhicua ? ?
Uiz 44 67 Ubicua ? ?

(8) Porcentajes de identidad entre amincacidos. Comparacion con el primer miembro de cada clase.

{b) Las toxina colérica (CTX) y pertisica (PTX) catalizan Ia ADP ribosilacién en un residuo Arg y de Lys, respectivemente, de cada subunidad o indicada.

(c} Variantes producte de un procesamiento alternativo de! misma gen. o, forma menor de 12 o, 0, , forma mayor de la o,
(d] Abrebiatura para s recaptores: GAR, S-adrenérgico; Glue, glucagdny M,Cho, M, muscarinico colinérgico; u,AR, o-adrenérgico; Met-enc, mev-encefaling;

M, Cho, M,-muscarinico calinérgico; o,AR, o,-adrenérgico.
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Tabla 2. Propiedades dellas subunidades G, y G, de mamiferos.

—
Subunidad Mm % ldent. de Distribucion Efector/
(KDe = 107 aas (a) en los tejidos funcién

G,

B, 373 100 Ubicua Necesaria para la interacidn de la G, con el receptor.

By 373 90 Ubicua

B, 372 B3 Ubicua Inhibicién de la activacion por G,

B, 372 88 Ubicua
Mudulacitn de ‘a activacion de clertas AC por las G, o
calmodulina.
Soporte para la desensibilinacion y fosforilacion del
receptor inducidas por agonista.

G

YT, B4 100 Retina, otros(?) TPLC

Yo 79 38 Cerebro, adrenales, otros
TCanales de K’ (?)

Ya 85 38 Cerebro, testiculos

Ya (?parcial) (34) [Rifion, retina(?)] TPLA, (?)

Ys 7.3 25 Higado, otros(?)

Ya 75 35 Cerebro, otros(?)

{a) Parcentaje de identidad entre aminoacidos. Comparacién con el primer miembro de cada clase.




Todas las subunidades a contienen segmentos de secuencia homélogos
a las secuencias de las proteinas G de bajo peso molecular, por ello se piensa
gue estas regiones tan conservadas en las subunidades a son las
directamente relacionadas con la hidroélisis del GTP. Estas regiones se han
denominado A, C, G, e E (Figura 3).

Myristylation

VGGOR LFLNKXD
MGXXXS.. e \/ ’ PTX
A . < L)
75

L "
1 350

[ .. LXDCGLF

Ga . \LLLLCTCESGKSTFIRQ. . Ga,; --TIAIDT.. a,
g:':;,e:‘::, + + JLLLGAGESGRSTFLEQ. . Gay, .+ TTAINT.. gei . ggrgg
GaygOayy - LLLLGPGESGRSTFIRG. . Ga, ..TCAVDT.. S o Lxyicle
aa) . . LLLLGTANSGESTIVRQ. . otfos --TCATOT.. G:..’ o LEENLY
otros . . LLLLGAGESGRSTIVRS. . Gu:, iKOLMLE

Gay508, . LPEINLL

Figura 1. Distribucidn de la especificidad de secuencias entre las distintas subunidades G,. Las cajas
vacias representan los doninios altamente copservados. Las cajas oscuras son las regiones gee presentan
mayor diversidad en las secuencias de aminodcidos entre las diferentes snbunidades.

La subunidad £ y la subunidad t forman el complejo estable 8t, que
sdlamente es disociable en condiciones desnaturalizantes (Neer y Clapham,
1988). La afinidad del complejo Bt por la subunidad a viene determinada por
los subtipos de B y de t que lo forman (Kleuss y col., 1993). Recientemente
se ha implicado al complejo Bt en la transmision de sefiales intracelulares,
como la activacion de la fosfolipasa A, (PLA;), la PLC o de la AC. Como los
complejos Bt son compartidos por diferentes subunidades a para formar el
herotrimero, las caracteristicas de la subunidad a se emplean en los trimeros
para definir a la proteina G completa. En zonas muy concretas con una gran
especializacién en la transmision de informacién como son los sinaptosomas,
se ha observado la existencia de proteinas G no sélo como heterotrimeros sino
también como multimeros de tamafio variable {(Coulter y Rodbell, 1992;
Jahangeer y Rodbell, 1993; Nakamura y Rodbell, 1990). Recientemente se ha
propuesto un modele, apoyado en gran medida en la observaciones
anteriores, que limita la movilidad de las proteinas G en la membrana. Seguan
este modelo los receptores, las proteinas G y posiblemente también los
efectores se encuentran organizados en grandes complejos moleculares qﬁe
limitan su movilidad en la membrana y potencian la especificidad de las
interacciones que se dan entre ellas (Neubig, 1994).
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Por técnicas de clonaje y secuenciacién se han identificado en células
de mamiferos 21 subunidades a diferentes, 4 subunidades B y 6 subunidades
t. Las primeras proteinas G se aislaron por técnicas convencionales de
purificacion y se las asigné un subindice segin la funcién que desenpefiaran.
A la proteina G que ejercia un efecto estimulatorio sobre la AC se la denominé
G. (de "stimulation"), mientras que a la que ejercia un efecto inhibitorio
sobre la AC se la denomindé G, (de "inhibition") (Bokoch y col., 1984;
Hildebrandt y col., 1983). La proteina G se encontrd por primera vez en el
tejido atrial en el corazén y esta relacionada con la regulacion de los canales
de potasio. Sin embargo, al aumentar el namero de proteinas G identificadas
por técnicas de clonaje, los nombres que les fueron asignados ya no aluden
a su funcién. La G,,., como la G,, también estd relacionada con la inhibicién
de la AC pero no es susceptible de ser ribosilada por la PTX (Casey col.,
1990). La G, esta implicada en la regulacién de la PLC (isoforma ). La vista
¥ el clfato estidn mediadas por las proteinas G, (de "transducin"} v G, (de
"olfactory"), respectivamente. Recientemente ha sido descrita una nueva
proteina G, la G, {(de "qusducin”), cuya expresion esta limitada a las papilas
gustativas. Presenta un 80% de homeologia de secuencia con las G,
especialmente en las regiones de las subunidades a que interaccionan con los
receptores y los efectores, y se la relaciona con una fosfodiesterasa. Por
dltimo, la G, (de "other") se localiza fundamentalmente en tejidos excitables
como el corazén, la médula espinal ¢ el cerebro. Esta distribucidén sugiere que
la G, estd asociada a la funcidn de canales idnicos gue controlan la
excitabilidad de las células. En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas de
las proteinas G mejor conocidas.

Subunidad g

La subunidad a presenta actividad GTPasica intrinseca, ademas de un
unico sitio de alta afinidad para la unién de nucledétidos de guanina, sus
caracteristicas determinan la subfamilia dentrc de la cual se ubica el trimero
v determina la especificidad de la proteina G por un receptor y un efector
concretos.
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En algunos casos las subunidades a presentan residuos que pueden ser
modificados covalentemente por toxinas bacterianas. La toxina del colera
(CTX) cataliza la transferencia de una unidad de ADP-ribosa desde el NAD
(nicotinamida adenina nucle6tido) a un residuo de arginina de las
subunidades a de determinadas proteinas G. En concreto, a la Arg'™ de la
G, yala Arg'™ de la G,,. La toxina pertusica (PTX) cataliza la transferencia
de una unidad de ADP-ribosa desde el NAD a aquellas subunidades a que
poseen un residuo de cisteina en la cuarta posicion contando a partir del
extremo carboxilo terminal. Las proteinas G gque pueden sufrir esta
modificacion son las G,, G, v 1a G... La modificacién de las subunidades a por
la CTX conduce a una activacion continua de estas proteinas { por inhibicién
de la actividad GTPasica), mientras que la modificacién por la PTX impide la
activacion de la proteina G por el receptor.

Aunque ninguna de las subunidades a contiene regiones que se puedan
asociar a la bicapa lipidica, el heterotrimero estid fuertemente unido a la
membrana plasmatica (Hepler y Gilman, 1992). A esto parecen contribuir
ciertas modificaciones lipidicas gue pueden sufrir las proteinas G. En
concreto, los acidos grasos miristoico y palmitico pueden encontrarse unidos
covalentemente a las subunidades a de las proteinas G. Las subunidades a de
las proteinas G,,, Gz, Gis, Go, Gi/x ¥ G, s decir aquellas que presentan en
el extremo amino terminal un residuo de glicina, pueden estar miristoiladas.
La incorperacion del Acido miristoico es un procesc co-translacional esencial
para gque las subunidades a establezcan interacciones de alta afinidad con el
complejo BT vy, por tanto, para anclar el hetrotrimero a la membrana (Yamane
y Fung, 1993). Las subunidades a también pueden incorporar post-
translacionalmente un residuo de acido palmitico mediante enlaces muy labiles
de naturaleza tioéster que se establecen con los residuos de cisteina del
extremo amino terminal. La palmitoilacién contribuye a la interaccién de la
subunidad a con su efector (Casey, 1994).

El extremo amino terminal de la subunidad a participa en la unién con

el complejo Bt. Dado que la ADP-ribosilacion de las subunidades a blogquea
la interaccién de la proteina G con el receptor y que la presencia de
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antisueros especificos contra el extremo carboxilo terminal previene la
activacion de las proteinas G mediada por el receptor, se piensa que el
extremo carboxilo terminal es el implicado en la relaciéon con el receptor. Con
respecto a la zona implicada en la interaccion con los efectores se especula
gue la secuencia de la regitn carboxilo terminal determina la especificidad del
efector (Simon y col., 1991). En base al analisis cristalografico del factor de
elongacién TU y a las secuencias amincacidicas de las subunidades a clonadas
se ha propuesto un modelo tridimensional para las subunidades a (Figura 4).

Hasta el momento se han clonado y secuenciado 21 subunidades a en
vertebrados. Todos los subtipos de subunidades a estan altamente
conservados con variaciones entre especies menores a un 3%. Esta
conservacién podria significar que cada subtipo tiene un papel especifico en
la transduccidon de sefiales. Las diferencias aminoacidicas entre un subtipo
¥y otTo no estan distribuidas al azar en la secuencia sino que estan agrupadas
en regiones bien definidas. Una zona en la que se observa gran variabilidad
es la comprendida entre los residuos 85 y 125. Aungue esta zona es muy
diferente de una subunidad a a otra, estd muy conservada en el mismo
subtipo de a en diferentes especies.

Figura 4. Modelo tridimensional propuesto para las subunidades a. Se seialan las regiomes implicadas
el wnidn de oacledtidos de guanina, asi come [as regiones implicadas en la interaccién coz los
receptores (extremo carboxilo terminal} y con el compiejo Bt (extremo amino teraminal).
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En mamiferos se han encontradc cuatrce isotipos distintos de
subunidades B: B., B2, Bx ¥ PB., cada una de ellas formada por 340
aminoacidos. Presentan un 80% de identidad en su secuencia, sin embargo,
los tipos B, ¥ B: tienen la misma secuencia aminocacidica en todas las especies
en las que se han c¢lonade (Fong y coi., 1987; Levine y col., 1990; Von
Weizsacker y col., 1992). Los subtipos B,, B: ¥ B, se encuentran ampliamente
distribuidas, mientras que el 8, es inicamente abundante en tejido nervioso
y pulmén (‘Tabla 2).

En la secuencia aminoacidica de todas las subunidades B clonadas
aparece un patrén repetitivo de secuencia. Se observan ocho segmentos,
cada uno de los cuales presenta una secuencia de 40 amincacidos en la que
destacan determinados pares especialmente el formado por triptéfano y acido
aspéartico. La Gnica excepcidn a esta topologia repetitiva es el extremo amino
terminal, que adopta una estructura de a hélice y que parece estar
directamente implicado en la interaccién entre las subunidades B ¥ t.

Por técnicas electroforéticas, inmunoldogicas, de clonaje ¥y
secuenciaciéon de proteinas se han identificado 7 subunidades t distintas,
cada una de ellas con una cadena de 75 aminocacidos de longitud y poca
homologia de secuencia ( Robishaw v col., 1989; Tamir y col., 1991). El tipo
T: Se expresa practicamente en todos los tejidos estudiados, el t; es
especialmente abundante en cerebro y testiculos, mientras que el tipo t, se
expresa unicamente en los fotorreceptores (Tabla 2).

Las subunidades t de todas las proteinas G pueden encontrarse
modificadas post-translacionalmente. La modificacién consiste en 1la
eliminaciéon de los tres aminoacidos del extremo carboxilo terminal adyacentes
a un residuo de cisteina, y su carboximetilacion e isoprenilaciéon posterior
(Mumby ¥ col., 1990). El tipo t, en la cisteina carboxilo terminal incorpora
un grupo farnesil. Las subunidades Tt de cerebro se encuentran
poliisopreniladas y ademas incorporan en el extremo carboxilo terminal una
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unidad de trans-geranilgeranil (Yamane y col., 1990}. Estas modificaciones
podrian participar en el anclaje de la subunidad t a la membrana y son
esenciales para que los complejos @t sean activos. A pesar de gue las
subunidades a de las proteinas G,, G, ¥y G. presentan un residuo de cisteina
en esa posicion no sufren esta modificacién (Casey, 1994; Yamame y col.,
1993).

Las subunidades 8 y Tt aparecen en estructuras nativas formando parte
de la proteina G heterotrimérica, en asociacién con una subunidad a, o como
una mezcla de dimeros Bt no disociables (Neer y Clapham, 1988).
Recientemente se han descrite efectos directos de los complejos Bt sobre
efectores celulares purificados. Los complejos Bt estimulan la PLA; en la
retina, activan los canales de K' regulados por acetilcolina del corazén,
activan determinadas isoformas de la PLC (B: ¥y B:) y tienen un efecto dual
sobre la AC estimulando las isoformas AC-II y AC-IV e inhibiendo la AC-I
(Camps y col., 1992; Jelsema y Axelrod, 1987; Katz y col., 1992; Logothetis
y col., 1987; Tang y Gilman, 1991). Todavia no se ha podido determinar si
la disociacién de la proteina G heterotrimérica es esencial para la activacién
del complejo Bt (Clapham y Neer, 1993).

Se podria concluir que los complejos Bt tienen diversas funciones en
la transduccidn de sefiales a través de la membrana: i) estabilizar la
interaccién de las subunidades a con los receptores, ii) modular los efectos
de las subunidades a activadas, y iii) regular la actividad de los efectores
celulares.

1.3.1. Clasificacién de las protefnas G

La secuencia de aminoacidos de las diferentes subunidades a ha puesto
de manifiesto que el 20% de los aminocacidos estan conservados. Sin embargo,
las diferencias en la secuencia son suficientes como para permitir la
clasificacion de los diferentes subtipos (Tabla 1). Se han clasificado en
cuatro familias o clases. La clase G,, que incluye los dos tipos de G.a y la
G.:iea; la clase G,, de la que forman parte los tres tipos de G,a, los dos de la
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G.a, las dos transducinas, la G, y la G,,.a; 1a clase G,, formada por la G.a,
la G,a, laGua, 1a Gisa ¥ la G,qa; ¥ la clase G,; integrada por las G,,a ¥ Giaa.

Clase G,

En esta familia se incluyen tanto las G.a como la G,;:a. Activan la AC
y estimulan los canales de Ca®" dependientes de voltaje (Dolphin, 1991;
Yatani y col., 1988a). Los receptores implicados en estos efectos incluyen los
B.—~, B:- ¥y fi-adrenérgicos, D,-dopaminérgicos, lA-serotoninérgicos y
receptores para glicoproteinas (Strosberg, 1991).

Las técnicas de clonaje molecular han revelado la existencia de primero
dos y luege cuatro formas de DNAc para la G,a, que difieren en la presencia
o ausencia de un fragmento de 42 o 45 nucleétidos en la posicién 242. Estos
DNAc proceden de un mismo gen que por procesamiento alternativo origina
los distintos RNAm (Bray y col., 1986). Las dos formas cortas tienen 380 y
381 aminocacidos y las dos largas 394 y 395, con un fragmento de 15
aminoacidos insertado en el residuo Arg’'. Los pesos moleculares esperados
para los cuatro polipéptidos estarian en el rango 44.2-45.7 kDa, sin
embargo, en electroforesis de SDS migran en dos bandas con pesos
moleculares aparentes de 45 y 52 kDa. La Arg®®® es el sitio de la ADP-
ribosilacion por la CTX.

La subunidad a,,,: Sse expresa inicamente en las ¢élulas neuroepiteliales
del epitelio olfatoric donde estimula la AC. Tiene 381 aminoicidos y
estructuralmente se parece mucho a las subunidades a, con las que comparte
un 90% de identidad de secuencia. Al igual que las subunidades a,, es
susceptible de ser ribosilada por la CTX (Jones y Reed, 1989).

Clage G,
Es la familia més amplia e incluye las proteinas G;a, G.a, G.a ¥ G.,.a,

que conservan su estructura génica aungque provienan de genes distintos.
Al comparar los genes que codifican para G,a, G.,a ¥ G.a se observa que todos
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ellos conservan las posiciones de sus intrones y exones.
Proteina G,

En un principio se asocid exclusivamente a los miembros de esta clase
con la inhibicién de la AC (Bokoch y col., 1984; Katada y col., 1984) en
contraposicién con la familia de las G, (Hildebrandt y col., 1983), sin
embargo, en la actualidad también se las relaciona con otros efectores como
son los canales de K' y de Ca** (Yatani y col., 1988b) a través de los
receptores a,—adrenérgicos, D,-dopaminérgicos, m,, m; y m,~muscarinicos,
A;-purinérgicos, de somatostatina, opioides (Freissmuth y col., 1991;
Kurose y col., 1986; Milligan y col., 1985; Murray-Whelan y Schlegel, 1992;
Strosberq, 1991; Ueda y col., 1988).

Se han clonado tres DNAc para tres subtipos diferentes de a,, a partir
de diferentes tejidos, presentan alta homologia de secuencia y cada uno de
ellos procede de un gen independiente. Codifican para subunidades a de 40-
41 kDa de peso molecular, presentan distintas cinéticas de unién y liberacién
de nucled6tidos de guanina (Carty y col., 1990) y son sustratos de la PTX.
Estas subunidades se han denominado a,;:, .z ¥ Qi3 en funcién del orden en
que han sido clonadas (Suki y col., 1987). Tienen 354, 355 y 354
aminoacidos, respectivamente y presentan entre un 88 v un 94% de identidad
de secuencia. Los tres subtipos estan ampliamente distribuidos en todos los
tejidos, incluido SNC y fibras nerviosas periféricas, ademas de en lineas
celulares (Berti-Mattera y col., 1992; Orford y col., 1991; Young y col.,
1993). Esta establecido que las tres G,a inhiben la AC y promueven la
apertura de los canales de K', aunque la inhibicién de la AC sblo ha podido
ser demostrada "in vivo" para la G,,a (Moxham y col., 1993). El subtipo G,;a
parece ser el mas directamente implicado en la regulacién de los canales de
K' (Codina y col., 1988) v en ciertos tipos de células se le ha relacionado con
procesos de transporte vesicular y exocitosis (Aridor y col., 1993).
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Proteina G,

Esta proteina fue purificada por primera vez a partir de cerebro
bovino por Sternweiss y Robishaw en 1984. En el cerebro de mamiferos se
han descrito tres variantes del subtipo G.a: G.,:a, G.:a y, el recientemente
observado, Gg,a. Los subtipos G.,,a ¥y G.:a se generan por procesamiento
diferencial del mismo gen y tienen un comportamiento electroforético
semejante. De hecho, la mayoria de los tejidos contienen los dos polipéptidos
(Strathmann y col., 1990). Las dos variedades tinicamente difieren en el
extremo carboxilo terminal de su secuencia aminoacidica y presentan el
residuo Cys susceptible de ser ADP-ribosilado por la PTX,

Regula canales de Ca®’*, de K' y la activacién de la PLC, a través de
receptores de GABA,, 2-serotoninérgicos, a,—adrenérgicos, m,, m; y Ms—
muscarinicos y opioides (Hescheler y col., 1987; Moriarty y col., 1990;
Sweeney y Dolphin, 1992; Ueda y col., 1988; vanDongen y col., 1988; Yatani
¥ col., 1988b). El subtipo G..a tiene un pesc molecular aparente mayor,
inmunglégicamente se parece mas al subtpo G.:a ¥, peodria controlar
efectores distintos a los manejados por G,,a y G,:a (Niirnberg y col., 1994).
Se localiza fundamentalmente en el tejido nervioso, tanto a nivel central como
periférico, y en lineas celulares (Asano y col., 1990; Canlon y col., 1991;
Carter y Medzihradsky, 1993).

Proteina G,

Es la implicada en el mecanismo de la fotorrecepcidon en la retina y
media entre la rodopsina y la fosfodiesterasa (PDE) dependiente de cGMP.
Se han clonado dos tipos de a,. Uno se expresa en los conos (a.: 0 a.—C, de
"cone") y otro en los basteones (a.: o a.-r, de "rod") y parecen estimular
diferentes PDE dependientes de c-GMP. Tienen 350 y 354 aminoacidos y
comparten un 80% de identidad aminoacidica {(Birmbauer y col., 1990).
Aunque las dos formas presentan en su secuencia los residuos Arg y Cys
susceptibles de ser modificados por CTX y PTX, respectivamente,
anicamente la G.,a es ribosilada por ambas toxinas.
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Proteina G,,.

La secuencia aminoacidica de la G,,,a es muy parecida a la de las G,a
v Gya, pudiendo sufrir las mismas modificaciones lipidicas. En concreto, tiene
355 aminoacidos y presenta entre un 41 y un 67% de identidad de secuencia
con las otras subunidades a (Fong y col., 1988; Matsuoka y col., 1988). Sin
embargo, carece del residuc Cys del extremo carboxilo terminal susceptible
de ser ribosilado por la PTX (Casey y col., 1990). También difiere del resto
de subunidades a en que tiene sustituciones en la secuencia en las regiones
especialmente conservadas en el resto de las proteinas G (Matsuoka y col.,
1988). Tiene una expresion mas limitada, siendo especialmente abundante en
el SNC, plagquetas, bazo y espermatozoides (Casey y col., 1990; Hinton y
col., 1990). Esta distribucién tan restringida podria sugerir una funcién
muy especializada de este tipo de proteinas.

Estudios realizados con subunidades a,,, purificadas han puesto de
manifiesto su baja velocidad de intercambio de nucledtidos de guanina y su
extremada dependencia de iones de Mg** en comparacién con otras
sunbunidades a. Estas propiedades cinéticas podrian ser resultado de la
secuencia amincacidica diferencial que esta proteina presenta en el sitio de
unidn para los nucledtidos de guanina (Casey y col., 1990). En experimentos
de reconstitucién la activacion de los receptores a,-adrenérgico, D,-
dopaminérgico y A,~purinérgico en la linea celular de rifién 293 promueve la
inhibicion de la AC, 1o que indicaria de nuevo una estrecha relacién entre las
proteinas G, y la G,,. (Wong y col., 1992).

Clase G,
Todas las proteinas que se agrupan en esta clase carecen del lugar de
modificacién para la PTX y activan a diferentes miembros de la PLC, al menos

a las isoformas B (Smrcka y col., 1991; Sternweiss y Smrcka, 1992; Taylor
y col., 1991).
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Gq ¥ G, estan ampliamente distribuidas en los tejidos, incluido el SNC,
ademas de en multiples lineas celulares (Milligan, 1993a; Mitchell ¥ col.,
1991) y difierern unicamente en un 12% de su secuencia localizandose la
mayoria de las diferencias en el extremo amino terminal. Esta zona parece ser
importante en determinar la especificidad de la interaccién con el complejo
Bt. Gi( se encuentra fundamentalmente en células epiteliales y estomaticas
mientras que G,s ¥ G, se localizan en células hematopoyéticas. Ademéas G,sa
y G,¢a presentan sélo un 57% y un 58% de identidad con la G.,a. Esta
especificidad en su distribucién pedria significar un funcién muy
especializada de estas proteinas (Hepler y Gilman, 1992).

Clase G,

Incluye las proteinas G,; ¥ G::, que se expresan en la mayoria de los
tejidos y son resistentes a la modificaciéon por PTX.

1.3.2. Ciclo de actvacién de las proteinas G

Un receptor de la superficie celular reconoce y une un ligando
especifico, gue puede ser un neurotransmisor enddgeno o una sustancia
exdgena. Una vez unido, este ligando induce un cambio conformacional en el
receptor que le lleva a activar una proteina G. Por tanto, el Hgando unido al
receptor inicia dos procesos; uno que conduce a la pérdida de afinidad por
el propio ligando y, otro que comienza con la activacion de la proteina G
heterotrimérica y que supone la generacion de una sefial intracelullar,

La interaccioén de la proteina G con el receptor activado promueve la
liberacion del GDP unido a la subunidad a. La posterior unién del GTP
provoca la disociacién del complejo a-GTP del dimero pBt. Es entonces cuando
la subunidad a~-GTP ¥/0 los dimeros ft interaccionan con los efectores
{(actividades enzimaticas o canales i6nicos). El ciclo de activacion finaliza
cuando la actividad GTPéasica intrinseca de la subunidad a hidroliza GTP a
GDP. Se produce la liberacién de fosfate inorgénico (Pi) ¥y a-GDP, que se
vuelve a asociar con el complejo Bt (Gilman, 1987).
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Las propiedades de este ciclo se pueden resumir en i) amplificacién de
la sefial: la activacion de un nico receptor puede activar muchas proteinas
G, del mismo modo gue la activaciéon de un efector puede generar muchos
sequndos mensajercos (Gilman, 1987; Taylor, 1992); ii) duracién sostenida de
la accion: la tasa de hidrdlisis de GTP es muy lenta, mucho mas que la unién
de una hormona a su receptor (Graziano y Gilman, 1989; Landis y col.,
1989); y iii) autorregulacién: una vez activada la proteina G es capaz de
inactivarse mediante la hidrolisis de GTP. Los anilogos ne¢ hidrolizables del
GTP (come el Gpp(NH)p o el GTPtTS) al provocar una persistente disociacién
del trimero producen una persistente activacion de las subunidades a.

Figura 3. Esquema de la transduccién mediada por proteinas G. Un receptor upe un agonista lo que provoca
ua caebio en la interaccién entre el receptor y la proteina G. Esto permite que el GTP en preseacia de
Mg* sustituya al GDP de la subunidad a. El complejo GTP-subunidad e se disocia del complejo fr y unmo
u otro interaccionan con los efectores. La actividad GTPdsica intrinseca de la subonidad ¢ hidroliza
el GTP a GDP liberando Pi, La subunidad g onida al GDP se vuelve a combinar con el complejo Bt lo que
da por concluido el ciclo de activacide.
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1.3.3. Modulacién de la actividad GTPAasica

Mediada por receptores

La activacién de las proteinas G se produce tras su interaccioén con un
receptor lo que conlleva la sustitucién de GDP por GTP en la subunidad a y
la posterior disociacion del trimero. Es la actividad enzimatica GTPasa,
intrinseca de la subunidad a, la que devuelve a las proteinas G a su estado
inactivo. Cuando los receptores son activades por agonistas se produce un
incremento en la actividad GTPasica como consecuencia del aumento del
metabolismo del GTP en GDP y Pi en la subunidad a. Por tanto, la
determinacién de la actividad GTPasica de una proteina G acoplada a un
receptor estimulado por un agonista es reflejo tanto de la inactivacién como
de la activacion de la proteina G promovida por un receptor. Fueron Cassel
y Selinger en 1976 estudiando el sistema f—adrenérgico en eritrocitos de pavo
los que describieron por primera vez la existencia de una actividad GTPasica
de alta afinidad estimulable por agonistas, en su caso por catecolaminas.
Desde entonces, la hidrdlisis de GTP estimulada por agonistas (ligandos
exdgenos y enddgenos), se ha descrite para mialtiples sistemas receptoriales,
incluido el opicide, el adrenérgico y el colinérgico, en una gran variedad de
membranas ( Aktories y Jakobs, 1981 ; Barchfeld y Medzihradsky, 1984; Clark
y col., 1986; Fedynyshyn y Lee, 1989; Franklin y Hoss, 1984; Garzén y
col., 1994c; Hilf y Jakobs, 1989; Koski y Klee, 1981; Ueda v col., 1987).

La actividad de las proteinas G y el control de su actividad por
nucledtidos de guanina y por receptores activados por agonistas esta
controlada por el Mg’* mediante un proceso todavia no del todo conocido
(Gilman, 1987). Tanto en sistemas reconstituidos con receptores y proteinas
G purificados como en preparaciones de membrana, se requieren
conceniraciones del orden micromolar de este ién para que los receptores
controlen la union e hidrélisis del GTP (Asano y col., 1984; Hiif y Jakobs,
1989). Ademis de estar controlada por el Mg, la hidrélisis de GTP
dependiente de receptores activados por agonista esta controlada por el idn
sodio. Para los primeros receptores en los que se puso de manifiesto este

29



requerimiento fueron los receptores opiodes de las c¢élulas hibridas Qe
neuroblastoma glioma NG 108-15 (Koski y col., 1982). El incremento en la
hidroélisis de GTP dependiente de la ocupacion de receptores por agonistas
en presencia del sodio es el resultado de la inhibicién de la actividad
enzimatica basal por el ién, puesto que la estimulacién sélo es observable
cuando la actividad basal estd disminuida. Dos posibilidades pueden
considerarse: i) que el sodio disminuya la capacidad de intercambio de
nucledétidos de guanina o la actividad hidrolitica de la proteina G, o ii) que
el scdio actie a nivel de los receptores disminuyendo la eficacia del
acoplanmiento receptor-proteina G. Costa y col. en 1990 en base a que el sodio
no altera la proporcién de proteinas G gque pueden ser activadas por
receptores ocupados y, sin embargo regula la interaccion entre los
receptores y las proteinas G en ausencia de ligando, propusieron que este
ién juega un papel muy importante en los mecanismos subyacentes a la
interaccién entre los receptores desocupados v las proteinas G. Al menocs en
membranas intactas, puesto gue los mismos autores demostraron que los iones
sodio no ejercian ningun efecto directo sobre proteinas G purificadas. De
estos resultados se concluye que el lugar de actuacién del catién no se
encuentra en ninguna de las subunidades a, B o T de las proteinas G. Si, al
menos, parte de la actividad GTPasica basal es el resultado de la interacciéon
espontinea entre los receptores desocupados y las proteinas G, el sitio de
actuacion del sodio es el propio receptor.

No mediada por receptores

El mastoparan, péptido de 14 aminoacidos (Ile-Asn-Leu-Lys-Ala-Leu-
Ala-Ala-Leu-Ala-Lys-Lys-Ile-Leu-NH:) que se encuentra en el veneno de la
avispa, es un secretagogo no especifico en diversas células de mamiferos.
Provoca la secrecidn de histamina en mastocitos, de serotonina en plaquetas,
de catecolaminas en las células cromafines y de prolactina en los lactotropos
adenohipofisarics. Esta estimulacion de la secrecién estd mediada por
proteinas G puesto que se bloquea por tratamiento con PTX (Higashijima y
col., 1988; 1990; Mousli y col., 1990a).
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El mastoparén incrementa la actividad GTPasica y la tasa de unién de
nucledtidos de guanina en proteinas G purificadas, de un modo similar a como
lo hacen los receptores activados por agonista (Higashijima y col., 1988;
1990). El efecto es selectivo puesto que es mas eficaz en estimular la
proteinas G, ¥ G, que las G, y G. (Higashijima y col., 1988).

A nivel celular, el mastoparan comparte propiedades secretoras con
una poliamina, el compuesto 48/80, y con una neuroquinina, la sustancia P,
que también promueven la liberacion de histamina en los mastocitos. El
compuesto 48/80 y la sustancia P activan proteinas G; y G, purificadas
(Mousli ¥ col., 1990b) en un proceso que se evita con el pretratamiento de
las proteinas con PTX o con anticuerpos generados contra el extremo
carboxilo terminal de las subunidades a {Weingarten y col., 1990). Se trata
de péptidos anfifilicos cuyas secuencias presentan una cadena hidrofébica
larga y una zona rica en residucs positivos, que en respuesta a cambios en
el potencial de membrana, podrian interaccionar primero con los residuos
negativos de la membrana y luego directamente con el extremo carboxilo
terminal de la subunidad a de la proteina G en la cara citoplasmatica de la
membrana ( Higashijima y col., 1988; Mousli y col., 1990a). La carga aniénica
de la membrana podria facilitar este proceso puesto que tratamientos con
neuraminidasa desensibilizan la respuesta de los mastocitos a estos
secretagogos (Mousli y col., 1990b). Otro tipo de compuestos como son los
antidepresivos triciclicos también activan de modo directo proteinas G,
purificadas (Yamamoto y col., 1992). Todas estas sustancias podrian
compartir con el mastoparén el mismo mecanismo de accion.

Cuando el mastoparan se une a membranas fosfolipidicas forma una a
hélice altamente estructurada que expone al medio acuosc los residuos
positivos (las tres Lys y el grupo amino terminal). Este motivo estructural
también aparece en los bucles intracelulares (i, e i;) de los receptores
acoplados a proteinas G, y que parece que son los directamente implicados
en la interaccidn con las proteinas G (Dixon y col., 1987). El mastoparan, la
sustancia P y otros péptidos podrian mimetizar la zona del receptor con
acumulacidén de cargas positivas (Higashijima y col., 1988; 1990; Mousli ¥y
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col., 1990a). Al estudiar el efecto de analogos del mastoparan sobre la
estimulacién de la actividad guanilato ciclasa y del sistema de transduccién
en membranas de pulmén y en cultivos celulares se ha observado que tanto
los residuos positivos como la estructura de a hélice son esenciales para
desencadenarla (Song y col., 1993; Danilenko y col., 1993).

1.4. Sistemas efectores

A diferencia de lo que se ha descrito para los receptores, los sistemas
efectores forman parte de una familia mas restringida cuyos miembros
presentan grandes diferencias entre ellos. Incluyen enzimas como la AC
(Bokoch v col., 1984; Katada y col., 1984; Sternweiss y col., 1981), la PDE
especifica de cGMP de las células fotorreceptoras ( Birnbaumer y col., 1990),
la PLC especifica de los fosfatidil-inositoles {Sternweiss y Smrcka, 1992;
Smrcka y col., 1991; Taylor y col., 1991), la PLA; gue libera &acido
araquidénico; transportadores de Mg’ y posiblemente también de glucosa;
y distintas clases de canales i6nicos, incluyendo canales de K*, de Ca**, y de
Na' (Dolphin, 1991; Hescheler y col., 1987; VanDongen y col., 1988; Yatani
y col., 1988b}. En base a esto, las respuestas provocadas por los mensajeros
extracelulares al ocupar receptores acoplados a proteinas G incluyen no sdlo
cambios en los niveles intracelulares de segqundos mensajeros (nucledtidos
ciclicos, fosfatidil-inositoles, diacilglicerol, &cido araquidénico o Ca**) sino
también cambios en el potencial de membrana. De los tres elementos que
constituyen el sistema de transduccién, receptores, proteinas G y efectores,
los efectores son los menos conocidos en términos moleculares. Estudios de
clonaje han identificado ocho isoformas de la AC (Tang y col., 1991),
dieciseis isotipos de distintos de la PLC y miltiples tipos de la PLA,
{Sternweiss y Smrcka, 1992), También hay evidencias de la multiplicidad de
canales de Ca’*, K' y Na', modulables por proteinas G (Clapham, 1994;
Dolphin, 1991).

El sistema efector méas estudiado es la AC, que cataliza la conversion

de ATP, generalmente asociado al i6n Mg®', en el segundo mensajeroc
intracelular AMPc, que amplifica la seflal generada por la sustancia
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extracelular. De este modo, los niveles de AMPc, controlados por un
receptor, regulan la actividad de la proteina quinasa A. Esta proteina
quinasa fosforila determinadas proteinas plasméticas cuya activacién
promoverd la respuesta celular. Al estudiar la secuencia de la AC se ha
observado que es una glicoproteina que presenta dos porciones hidrofdbicas
fuertemente ancladas a la membrana plasmatica y dos dominios hidrofilicos en
los que se encuentran los centros cataliticos, responsables de la unién de
nucleé6tidos {Tang y col., 1992).

Muchos sistemas hormonales (como el muscarinico y el a—adrenérgico)
estimulan la actividad de las fosfolipasas asociadas a la membrana. La PLC
cataliza la hidrélisis del fosfatidil~inositol difosfato (PIP;) a inositol 1,4,5-
trifosfato {(IP;) ¥y a diacilglicerol {DAG), gque acttan como segundos
mensajeros. El IP; regula la liberacion de Ca** de los depdsitos intracelulares
y el DAG estimula la proteina quinasa C, dependiente de Ca®* y fosfolipidos.
Ademas el Ca® generado puede regular, directamente los canales de K’
dependientes de Ca’ o, indirectamente mediante la calmodulina, la proteina
quinasa dependiente de Ca** y calmodulina: la fosforilasa B (Birnbaumer y
col., 1990). Las secuencias aminoacidicas de las PLC descritas presentan
gran similitud en dos regiones, de entre 170 y 260 aminoacidos, gque parecen
ser esenciales para la actividad catalitica de la enzima. Las homologias que
aparecen en el resto de la secuencia se han utilizado para definir a las
subfamilias de PLC como B, T ¥ & (Sternweiss y Smarcka, 1992). La PLA,
cataliza la Hberacién de acido araquiddnico de la membrana celular. Se inicia
entonces la cascada del acido araguiddnico que conduce a la produccién de
los metabolitos prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, que mas gque
actuar como mensajeros intracelulares se consideran mensajeros
intercelulares.

Los efectos celulares de los segundos mensajeros estan mediados por
proteinas quinasas que actiian sobre proteinas diana intracelulares, tales
como, canales idnicos, transportadores, enzimas glicoliticas, y factores de
transcripcién, y 9que generan cambios intracelulares que afectan 1la
transcripcién génica, la reorganizacion del citoesqueleto, los mecanismos de
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secrecidon vy la despolarizacitn de la membrana.

En células nativas, distintos receptores responden a la misma hormona
0 neurcotransmisor, sin embargo estos receptores pueden ser de distintos
subtipos. Es decir, es imposible determinar si la activacion que produce la
unién de distintos agonistas sobre distintos sistemas de transduccién de
sefiales es consecuencia de su unién a un mismo subtipo de receptor
multifuncional o si, por el contrario, es consecuencia de su unién a distintos
subtiros de receptores, cada uno de los cuales es especifico para las
diferentes rutas de transmision de sefiales. Para intentar esclarecer en qué
punto se produce la bifurcacién dentro del sistema de transduccién de
sefiales, se expresa un determinado receptor en una célula que normalmente
nolo presenta. Estos estudios se complican mas si Hene en cuenta gue no sélo
las subunidades a de las proteinas G tienen efecto sobre los distintos
efectores sino que también los dimercos gt lo tienen (Sternweiss, 1994), de
hecho, se ha descrito que estos complejos modulan efectores distintos a los
modulados por las subunidades a e incluso ejercen efectos de signo contrario
sobre ellos (Birnbaumer, 1992). En la actualidad se consideran tres posibles
mecanismos de bifurcacién de las sefiales generadas por los receptores
acoplados a proteinas G (Milligan, 1993c):

Modelo 1. En las células se expresan distintos subtipos de un mismo
receptor cada uno de los cuales es capaz de interaccionar con distintas
proteinas G, que a su vez interaccionan con distintos efectores.

Medelo 2. Un inico receptor es capaz de activar maltiples proteinas G,
cada una de las cuales regula un efector distinto.

Modelo 3. Un dnico receptor interacciona con una Gnica proteina G. La

bifurcacién de la sefial se produce tras la disociacién del heterotrimero. La
subunidad a y el dimero 1 regulan diferentes efectores.
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Figura 6. Posibles mecanismos de bifarcacion de sefiales para los receptores mediados por proteinas 6.

2. Sistema opiaide

2.1. Péptidos oplaides endbégenos

En un principio se aplicaba el término "opiaceo" para desigar a agquellas
sustancias derivadas del opio (morfina, codeina y los derivados
semisintéticos de la morfina), sin embargo en la actualidad este término se
encuentra en desuso y se ha sustituido por el término "opiocide" que se
emplea para designar a las sustancias, tanto naturales como sintéticas, con
actividad morfinica.

La estimulacién elécirica de ciertas regiones del tronco cerebral
produce analgesia en distintas especies animales y en el hombre. La primera
zona del SNC donde se describié la existencia de analgesia producida por
estimulacion eléctrica fue la sustancia gris periacueductal {({PAG) (Reynolds,
1969). El mismo efecto se observd cuando se estimulaba la sustancia gris
periventricular (Rhodes y Liebeskind 1979) y el nicleo magno del rafe en el
bulbo (Fields y Basbaum, 1978). La capacidad de inducir analgesia por la
estimulacién eléctrica de determinados ntcleos del SNC, analgesia que es
antagonizada por antagonistas opioides especificos, estimulé la buisqueda de
ligandos endogenos que utilizaran fisioldgicamente esos receptores. Asi se
descubrieron dos pentapéptidos, denominados metionina-encefalina (Met-
encefalina) y leucina-encefalina (Leu-encefalina), y un péptido de 31
aminoacidos denominado f—endorfina {f~end), que contiene la secuencia de
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Met-encefalina en el extremo amino terminal. Los tres péptidos son capaces
de ocupar selectivamente los receptores opioides, de inducir las acciones
farmacoldgicas propias de la morfina y de ser antagonizados por el
antagonista opioide naloxona. Posteriormente se han descubierto otros
péptidos de diversa longitud, que se caracterizan por contener siempre en
el extremo amino terminal una secuencia de Met~ o de Leu-encefalina. Se
encuentran amplamente distribuidos en el SNC, SN periférico, tejido
cromafin y glandulas endocrinas, en especial en la hipéfisis,

Todos los péptidos opioides aislados hasta el momento derivan del
procesamiento post-translacional de tres precursores polipeptidicos (Hollt,
1983): la pro-opiomelanocortina (POMC), denominada asi porque de ella
derivan, entre otros péptidos, la f-end, la ACTH (hormona
adrenocorticotropa) y la a~-MSH (hormona estimulante de melanocitos); la
proencefalina A y; la proencefalina B o prodinorfina. Estos tres polipéptidos
son de parecida longitud y se caracterizan por poseer de manera repetida
ciertas secuencias de aminoadcidos a lo largo de su estructura. La
proencefalina A contiene seis copias de Met-encefalina y una de Leu-
encefalina; la proencefalina B tiene seis copias de Leu-encefalina; y la POMC
presenta tres secuencias de a-MSH (Figura 7).

La POMC es sintetizada tanto en los 16bulos anterior ¥y neurcintermedio
de la hipdfisis como en el cerebro aunque es mucho mas abundante en la
hipéfisis. En el cerebro hay dos grupos distintos de células que contienen
péptidos derivados de la POMC. Un grupo celular se localiza en el ntcleo
arcuado hipotalamice desde donde proyecta sus axones hacia estructuras
telencefalicas, diencefalicas, mesencefélicas y del tronco cerebral. En
especial estos axones inervan dreas implicadas en la integracion nociceptiva
y sensorial. Las aferencias llegan, por tanto, hasta estructuras limbicas,
talamicas, hipotalamicas y periventriculares (como el PAG) (Bloom y col.,
1978; Watson y col., 1977). El sequndo grupo de células se encuentra en el
nucleo del tracto solitario y parece proyectar hacia éreas implicadas en la
regulacién de estructuras respiratorias y cardiovasculares { Khachaturian y
col., 1985). El procesamiento de la POMC depende de la naturaleza y
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localizacién de las células, por lo que la distribucidén de los péptidos
derivados de la POMC (B-end, ACTH y a-MSH, ) no es homogénea en el SNC
(Rossier y Bloom, 1979).

Los péptidos derivadeos de la POMC pueden sufrir posteriormente
distintas modificaciones enzimaticas para originar otras formas moleculares,
que en el caso de la B-end reducen o abolen completamente su actividad
opioide e, incluso provocan la aparicion de otras respuestas farmacologicas.
Los fraccicnamientos proteoliticos en el extremo carboxilo terminal de la 8-
end originan B-end (1-27), B~end (1-26), t-end (B-end (1-17)) y a-end (B-
end (1-16}) (Smyth vy Zakarian, 1980; Zakarian y Smyth, 1982), que junto
con la B—end pueden sufrir acetilaciones en el extremo amino terminal. Tanto
los fraccionamientos proteoliticos como las acetilaciones eliminan la actividad
antinociceptiva de la p-end y reducen su afinidad por los receptores opioides
(Deakin y col., 1980; Smyth y col., 1979). Ademas la generacién de las
formas t-end y a-end se ve acompariada de la aparicién de actividades
neuroclépticas y psicéoticas (De Wied y col., 1978). Se ha propuesto que la N-
acetilacion podria ser un proceso metabdlico importante para mantener el
nivel fisioldogico adecuado de actividad opioide tanto en el encéfalo como en
la hipéfisis (Smyth y col., 1979; Zakarian y Smyth, 1979). Por ello, la
actividad de la acetiltransferasa es de gran importancia en el control de la
actividad biologica de los productos de secrecidn. Se ha descrito incluso que
la biosintesis de ia POMC vy la actividad acetiltransferasa se encuentran
correguladas (Millington y col., 1986). La capacidad de las células POMC
para secretar péptidos con distinta actividad bioldgica podria ser importante
para los organismos para adaptarse a cambios en el medio ambiente.

A diferencia de la POMC, de la que tinicamente deriva un péptido con
actividad opioide (B-end), de la proencefalina A derivan varios péptidos con
esta actividad: Leu-Encefalina, Met-Encefalina, Met-Encefalina-Arg-Phe,
Met-Encefalina~-Arg-Gly-Leu ¢ los péptidos BAM, E y F (Figura 7). Las
neuronas que contienen proencefalina A se encuentran ampliamente
distribuidas en el SNC, desde la corteza cerebral hasta la médula (Tempel v
Zukin, 1987), y son distintas a las células que contienen POMC (Rossier y
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col., 1977). Las mayores concentraciones de encefalinas aparecen en el
estriado y en el diencéfalo, especialmente en el hipotdlamo y en el area
predptica, lo que sugiere la participacién de estos péptidos en funciones
neurcendocrinas. En el mesencéfalo, las células encefalinérgicas se localizan
fundamentalmente en el PAG ¥ en el nicleo magno del rafe, es decir en zonas
directamente relacionadas con los mecanismos de control del dolor.

La proencefalina B o prodinorfina contiene distintos péptidos con
actividad opioide, incluyendo dinorfina A, dinorfina B y a~ y 8-neocendorfina
(Figura 7). Los péptidos derivados de la proencefalina B tienen también una
distribucién muy amplia en el SNC aungque menos que los derivados de la
proencefalina A. Destaca la localizacion de un grupo de células
prodinorfinérgicas, distintas a los corticotropas que sintetizan POMC, en el
16bulo anterior de la hipéfisis (Khachaturian y col., 1985).
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Figura 7. Diagramas de las estructoras de las proteinas y gemes de las tres familias de péptidos
opioides. En la parte inferior se detallan las secuencias de la Met-encefalina y la Len-encefalina.

38



Los péptidos opioides enddégenos pertenecientes a las tres familias
anteriormente descritas presentan afinidades diferenciales por los distintes
receptores opiocides. La B-end muestra afinidad por los receptores np, § y €,
pero no por el K. Los péptidos derivados de la prodinorfina presentan
selectividad por los receptores K y & (aungque preferencial por los K)}. Los
péptidos derivados de la proencefalina A muestran afinidad por los cuatro
tipos de receptores, pero la afinidad varia en funcidén de la longitud de la
cadena (Garzétn y col., 1983).

2.2. Receptoreg opicides

La existencia de receptores opioides quedd demostrada en la década de
los 70 por distintos laboratorios (Pert y Snyder, 1973; Simon y col., 1973;
Terenius, 1973). En estudios de fijacién realizados en homogeneizados de
cerebro se observd que estos receptores se localizaban preferentemente en
membranas sginapticas {fracciones P, y P;). Dado gue ciertas enzimas
proteoliticas y diversos agentes modificadores de proteinas reducian la unién
especifica de radioligandos opioides a esos receptores se concluy® que eran
de naturaleza proteica (Pasternak y Snyder, 1974; Simon vy col., 1973). Con
el descubrimiento de los péptidos opiocides endbégenos se acelerd el estudio de
los receptores opioides. Al estudiar la unidén de ligandos a este receptor se
observo que la unién era estereospecifica y sensible a iones y a nucledtidos
de guanina (Goldstein y col., 1971; Simantov y col., 1976). Un aspecto
particular de este receptor es que la unién de agonistas y antagonistas se
altera de forma diferencial por cationes ¥y GTP (Childers ¥y Snyder, 1980).

En base a estudios farmacoldgicos se han descrito al menos tres tipos
distintos de receptores opicides, que se han denominado p (mu), 6 (delta)
v K (kappa) (Lord y col., 1977). Estos receptores presentan diferente
afinidad por los distintos ligandos opiocides y también diferente distribucién
autorradiografica (Mansour y col., 1988). En el vaso deferente de la rata se
ha identificado un cuarto tipo de receptor opioide especialmente sensible a
la R-end: el receptor € (epsilon) (Garzén y col., 1985). Con el clonaje de los
receptores opioides los estudios de distribucioén de los receptores opiodes en
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el SNC combinan técnicas autorradiograficas (en los que se observa la
fijacion especifica de ligandos) con la determinacién de la expresién de RNAm
especificos para cada uno de ellos. En general, existe una buena correlacion
entre la expresion de los RNAm para los receptores opicides y los sitios de
fijacidn correspondientes, lo que sugiere una sintesis receptorial local
(Mansour y col., 1995). Sin embargo, los mismos autores justifican la
existencia de areas en las que la expresién de RNAmM no se corresponde con
los niveles de fijacién en base a i) la alta sensibilidad de las técnicas de
hibridacién "in situ" en comparacién con las técnicas de fijacidén clasicas en
las que se emplean ligandos de baja selectividad y, ii) la existencia de un
mecanismo de transporte de receptores, que permitiria su desplazamiento
tanto desde los somas hasta los terminales en una misma neurona como su
transporte desde un area nerviosa hasta otra. Esta 0ltima hipétesis
justificaria que en la sustancia nigra se detecte fijacién n y no expresion de
RNAm para el receptor p. Mansour y col. (1995) sugieren que los receptores
1 se sintetizan en el estriado y son transportados al mesencéfato mediante el
sistema nigroestriatal.

Los receptores n, preferentes para compuestos como la morfina, se
encuentran ampliamente distribuidos en el SNC siendo especialmente
abundantes en neocorteza, caudado-putamen, septum, tilamo, hipocampo,
sustancia nigra, coliculos superior e infericr, locug coeruleus, y nicleo del
tracto solitario. Las encefalinas son especialmente potentes sobre los
receptores &, que presentan una distribucién mé&s restringida que los n.
Destacan por su abundancia en estructuras encefalicas rostrales tales como
neocorteza, caudado-putamen y amigdala. Los receptores K, denominados asi
por constituir los sitios de fijaciébn de los compuestos semejantes a la
ketociclazocina, son los receptores preferentes de los péptidos derivados de
la prodinorfina y presentan un tercer patrén de distribucidén en el SNC con
sitios localizados en el area predptica, hipotalamo, eminencia media, caudado-
putamen, amigdala y nucleo del tracto solitario. Aunque se detecta un cierto
grado de solapamiento en la localizacion de cada uno de los receptores, su
distribucién anatémica concreta varia. A la vista de esta distribucion se
puede asumir que el receptor p se encuentra en areas relacionadas con el
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control de la sensacién nociceptiva e integracidén sensorial y motora; el
receptor &, que también participa en el control nociceptivo y en la modulacién
de sistemas endocrinos, presenta una localizacién mas restringida siendo
especialmente abundante en las areas mas rostrales del encéfalo. Y, por
altimo, la distribucién del tipo K es consistente con su participacion en la
regulacién de la ingesta, equilibrio hidrico, control de la temperatura
corporal, motilidad gastrointestinal, percepcion de la sensacidén dolorosa y
funcién neurcendocrina.

Se ha propuesto la existencia de dos subtipos distintos de receptor .
El n;, une opivides y encefalinas con alta afinidad mientras que el p; lo hace
de modo preferencial a la morfina (Goodman y Pasternak, 1985; Pasternak y
Wood, 1986). El primero de ellos se ha postulado que media la analgesia
opioide supraespinal, mientras que el p; es el responsable de los efectos
secundarios gque acompafian a la administracion de opiocides, tales como
depresién respiratoria, inhibicién del transito intestinal y dependencia fisica
(Bodnar y col., 1988; Connelly y col., 1994; Raffa y Chupsky, 1993). B-
funaltrexamina (Ward y col., 1982) y naloxonacina (Wolozin y Pasternak,
1981) son antagonistas irreversibles para los receptores p ¥y W,
respectivamente. Otros antagonistas de los receptores p son, el andlogo de
la somatostatina: CTOP (Cys’,Tyr®,0Orn’,Pen’ Amida), y la naloxazona,
antagonista selective para el subtipo p, (Gulya y col., 1986).

Recientemente se ha descrito la participacioén de distintos subtipos del
receptor & (6, y &;) en la regulacién de la antinocicepcion en el ratén. El
antagonista selectivo de los receptores 6, el ICI 174864 (Cotton ycol., 1984),
no es capaz de discriminar ambos subtipos. El subtipo &, se localizaria
fundamentalmente en el cerebro y tendria como agonista especifico al péptido
DPDPE mientras que el subtipo &, seria de localizacién espinal y la [D-Ala*]-
Deltorfina II seria su agonista preferencial (Mattia ¥ col., 1992; Takemori vy
Portoghese, 1993). Con el desarrollo de antagonistas selectivos no peptidicos
para los subtipos &6, vy &6, (tales como el hidrocloruro de benzilidene-
naltrexona o BNTX y el naltribén o NTB, respectivamente) se esta avanzando
en la caracterizacion farmacoldégica de los receptores & (Sofuoglu y col.,
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1991).

Con anterioridad y dada la capacidad de los agonistas 6§ para modular
‘la antinocicepcién n (Porreca y col., 1992; Sanchez-Blazquez y Garzon,
1989) se habia considerado la hipétesis de la existencia de complejos
receptoriales formados fundamentalmente por receptores p y 6 entre los se
podrian establecer interacciones (Rothman y col., 1988) . El modelo propuesto
define la existencia de receptores & como tales (&..., NO asociados al complejo)
y de receptores § asociados al complejo (8..) (Xu y col., 1993).

En base a estudios de fijacién los receptores opicides K se han
clasificado en tres subtipos: K,, K, ¥ Ki;. Los K; fijan preferentemente
ketociclazocinas, los K, que presentan baja afinidad por estas sustancias, v
los sitios K;, gue en condiciones muy restrictivas para la fijacion tipc K, son
marcados selectivamente por la naloxona benzoilhidrazona (Yasuda y col.,
1994). La nor-binaltorfimina es un antagonista altamente selectivo de los
receptores opioides K (Portoghese y col., 1987).

Los receptores opiocides se encuentran acoplados negativamente al
sistema enzimatico de la AC, inhibiendo la formaci6én intracelular de AMPc,
y también controlan la apertura de canales de calcio ¥ potasio (Di Chiara y
North, 1992; Hescheler y col., 1987; North y col., 1987). En este procesc
participan las proteinas transductoras G sensibles a la toxina pertisica G,
y G.. Estudios recientes han puesto de manifiesto, que al menos en las
células hibridas NG 108-15, la activacion de los receptores opioides conduce
a la estimulacion de la PLC (Jin y col., 1994). Con el descubrimiento de
subtipos de receptores opioides se ha planteado la cuestién de si los distintos

subtipos de un mismo receptor utilizan el mismo sistema de transduccion.

El reciente clonaje de los receptores p (Chen y col., 1993; Min y col.,
1994; Thompson y col., 1993; Wang y col., 1993), &6 (Abood y col., 1994;
Evans y col., 1992; Fukuda y col., 1993; Kieffer v col., 1992) vy K {(Li ¥
cal., 1993; Yasuda y col., 1993) facilitara los estudios moleculares dirigidos
a profundizar en el conocimiento de sus distintas propiedades funcionales,
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del sistema de transduccién que emplean y en el desarrolio de ligandos
especificos para cada uno de ellos. Existen evidencias farmacolégicas que
sugieren que los receptores opiocides p, & y K clonados tienen perfiles
farmacolégicos similares a los subtipos p,, 6. ¥ K; (Lai y col., 1994; Raynor
v col., 1994; Uhl vy col., 1994; Yasuda y col., 1994). Los estudios
farmacolégicos realizados con los receptores clonados han revelado que los
compuestos con capacidad altamente adictiva tales como morfina, fentanil y
metadona, presentan una alta afinidad por el receptor n clonado pero muy
poca por los receptores & o K (Raynor y col., 1994).

Los receptores opicides, que son miembros de la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G, presentan siete dominios
transmembranares y comparten un alto grado de semejanza en su secuencia
aminoacidica con aproximadamente el 50% de sus residuos idénticos (Figura
8).

Figura 8. Diagrama de la estructura proteica de los receptores opicides. El extremo agino terminal es
extracelolar mientras qnme el carborilo terminal es intracelular. Estos extremos parz cada uno de los
tres receptores se sedialan con flechas que también indican el nombre del receptor. La membraua lipidica
se representa come un rectdngulo vacio. También se sedalan un posible sitio de palmitoilacién y wm
puente disulfuro. 0, residuos idénticos entre los tres receptores; 9, residuos idénticos en dos de ellos
¥: 0, residvos dnicos para cada receptor.
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El receptor & se ha clonado en la rata y en el ratén. Su cDNA codifica
para una proteina de 372 aminoacidos, que presenta un 97% de identidad de
secuencia entre los receptores & de las dos especies. Conserva también un
alto grado de homologia con los receptores de somatostatina. El receptor K
se trata de una proteina de 380 aminoAcidos que comparte un 61% de identidad
amincacidica con el receptor 6 de la rata y un 70% con el del ratén. Se le
relaciona con el ciclo de los fosfatidilinositoles ¥ con la inhibicién de la
actividad de los canales de Ca*'. La secuencia del receptor p de la rata tiene
398 aminoacidos y presenta entre un 57-68% de homologia de secuencia con los
receptores & y K del ratén, respectivamente.

Las regiones mas conservadas entre los tres receptores son los
dominios transmembranares II, III y VII, el primer bucle extracelular e, y los
bucles intracelularesi,, i; ei,. La gran similitud de secuencias en estas areas
sugiere que podrian estar implicadas en la unién del ligando (II, III, VII y
€,), acoplamiento a las proteinas G (i; e 1) ¥y regulacién del receptor, es
decir, a agquellas propiedades comunes a los tres tipos de receptores
opiovides. Estas similitudes justificarian el solapamiento en la unién de
ligandos entre los tres receptores y la interaccién con las mismas proteinas
G.

Los dominios transmembranares I, IV-VI, los bucles extracelulares e,
¥ e:, asi como los extremos amino y carboxilo terminal son los que presentan
mas divergencias entre Ics tres receptores. En los extremos amino y
carboxilo terminal las diferencias se dan tanto en la secuencia aminoacidica
como en longitud de la misma. Esto significaria que tanto los extremos amino
terminal como las regiones extracelulares participan en la discriminacién de
los ligandos. Una caracteristica de los receptores opicides es la existencia de
sitios potenciales de glicosilacién en los extremos amino terminales. En los
receptores & vy K aparecen dos sitios de glicosilacidn mientras que en el
receptor p se dan cinco. Por tanto, dependiendo del grado de glicosilacion
los receptores opioides pueden presentar diferentes pesos moleculares.



En general la respuesta de una neurona a la accién de un opioide se
caracteriza por i) inhibicion de la actividad bioceléctrica, y ii) inhibicién de
la liberacion del neurotransmisor en el que esa neurona se ha especializado.
Estudios electrofisioldgicos han demostrado que los opioides al reducir el
ritmo de descarga de las neuronas reducen la cantidad de neurotransmisor

liberado. Los opioides, al actuar sobre los receptores 1 y &, aumentan la
conductancia de potasio, por consiguiente la membrana se hiperpolariza
dificultandose la produccién y/o propagacion del potencial de accidon, que es
el responsable dé la liberacién del neurotransmisor presinaptico (North,
1986). El receptor K al activarse reduce la entrada de calcio al interior
celular dificultando la liberacién del neurctransmisor (Werz y McDonald,
1985).

Uno de los efectos mas relevantes de los opioides es la analgesia. Su
elevada potencia y selectividad para reducir la sensibilidad nociceptiva sin
alterar otras sensaciones los hacen extremadamente utiles en el tratamiento
del dolor de alta intensidad. En la transmisién de la sensacion dolorosa
participan vias aferentes que conducen los estimulos sensitivos periféricos
hasta la médula y/o centros superiores supraespinales del SNC, donde la
sensacién nociceptiva se integra, y desde donde parten vias descendentes
de respuesta que modulan a su vez la informacién nociceptiva (la estimulaciéon
eléctrica de ciertas regiones produce analgesia). Actualmente se acepta que
los tres tipos de receptores opioides estan implicados en el control de la
sensacion dolorosa. Sin embargo, ain no esta bien definida la importancia
relativa de cada tipo de receptor en la respuesta frente a diferentes estimulos
(térmicos, de presion...). A nivel supraespinal el receptor i es el principal
responsable de la analgesia opioide, si bien el receptor § puede mediar un
grado moderado de antinocicepcién (Porreca y col., 1992; Sanchez-Blazquez
v Garzon, 1989). Los opioides, ademas de participar en los mecanismos de
transmisién y control de la sensacién nociceptiva, se encuentran implicados
en otras accicnes relacionadas con la regulacién de la actividad motora, con
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la termorregulacién, con procesos emocionales, con la regulacién de la
ingesta, de la presidén arterial, de la respiracién, etc (Olson y col., 1991;
1992; 1993).

La administracién continuada de sustancias opiocides en los mamiferos
conduce a la aparicion de tolerancia a estas sustancias que se manifiesta por
una disminucién en la respuesta a dicha sustancia (por lo que hay gque
aumentar la dosis para conseguir el mismo efecto) y se acompafia de
dependencia fisica caracterizada por una acusada respuesta a los
antagonistas y por la aparicién de alteraciones comportamentales (sindrome
de abstinencia) tras la retirada de la sustancia. Los estudios realizados en
érganos periféricos, en especial en el plexo mientérico de cobaya, y en
células de origen neuronal en cultivo {Collier, 1980; Sharma y col., 1975)
han hecho posible establecer el mecanismo por el cual se desarrolla la
tolerancia-dependencia a los opiocides.

Existen evidencias que sugieren que las alteraciones en 1los receptores
opioides o en la liberacién de neurotransmisores (Bhargava y Gulati, 1990;
Werling y col., 1989) podrian ser las responsables de la aparicién de estos
fenémenos. En este sentido, desde el descubrimiento de los péptidos opioides
enddégenos se les ha intentado asignar un papel en los procesos de tolerancia-
dependencia y de abstinencia dado que la administraciéon crénica de morfina
se asocia con cambios en la sintesis y/0 secrecidn y el procesamiento de las
prohormonas proopiomelanocortina, proencefalina A y prodinorfina
(Bronstein y col., 1990; Garcia de Yébenes y Pelletier, 1993; Gudehithlu y
col., 1991; Rattan y col., 1992; Romualdi y col., 1993},

Sin embargo los cambios que se producen mas allad del receptor, es
decir, en el sistema de transduccién y en los segundos mensajeros podrian
también justificar la aparicion de estos cambios adaptativos.. La
administracién crénica de opioides de células hibridas NG 108-15 y en el locus
coeruleus conduce a una hipertrofia del sistema productor de AMP¢ ( Nestler,
1992; Sharma v col., 1975). Esta hipertrofia del sistema productor de AMPc
se considera responsable de la dependencia opioide y podria ser la respuesta
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adaptativa de las células a las sefiales inhibitorias que los receptores opicides
activados envian a la AC. Apoyando esta hipbtesis se encuentran los trabajos
realizados con inhibidores de la PDE (teofilina, cafeina o IBMX), que
producen acumulacién de AMPc al inhibir su metabolismo. Estos compuestos
al ser administrados antes gque el antagonista naloxona son capaces de
producir un cuadro de retirada-sindrome de cuasi-abstinencia semejante al
que se observa en la dependencia morfinica ( Francis y col., 1986; Lérida y
col., 1989).

Es asi mismo posible que la hipertrofia del sistema productor de AMPc
podria induzca cambios en la expresion génica, que se encuentra en gran
medida modulada por proteinas quinasas dependientes de AMPc (Nestler,
1992). Esta hipétesis justificaria las modificaciones observadas en los niveles
de RNAm de las distintas prohormonas opioides tras la administracién cronica
de morfina (Bronstein y col., 1990; Garcia de Yébenes y Pelletier, 1993;
Romualdi y col., 1993)}.

3. Antecedentes y objetivos del trabajo

Las proteinas transductoras o proteinas G desempefian un papel
esencial en la mediacién de los efectos fisiolégicos y farmacolégicos de la
mayoria de los receptores para hormonas y neurotransmisores. Transmiten
la informacién desde los receptores, situados en el exterior de la membrana
celular, hasta los efectores intracelulares ya sean éstos enzimas o canales
idnicos. Los receptores opicides i1 ¥ & se encuentran acoplados negativamente
al sistema enzimatico de la adenilato ciclasa por 10 que inhiben la formacion
intracelular de AMPc. Los receptores opioides también controlan la apertura
de canales de calcio y potasio (Di Chiara y North, 1992; Hescheler y col.,
1987). En este proceso median las proteinas transductoras G sensibles a la
toxina pertasica G, ¥y G, (Laugwitz vy col., 1993; Ueda y col., 1988).

En el laboratoric de Neurofarmacologia del Instituto Cajal el estudio del

sistema opioide es un objetivo prioritario, por ello el presente trabajo se
diserid con el chjeto de profundizar en el conocimiento, i) de la adaptacion del
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sistema opioide enddgeno frente a los tratamientos crénicos con opioides y;
ii) del sistema de transduccién asociado a los receptores cpicides py 6. En
la realizacion del trabajo se han empleado dos técnicas experimentales, el
radicinmunocensayo para determinar niveles de péptidos opicides end6gencs,
v la cuantificacién de la actividad GTPasica de alta afinidad asociada a las
subunidades a de las proteinas G, técnica gue permite estudiar la
comunicacién entre los receptores opioides y el sistema de transduccion.

La exposicién continuada de un sistema celular a un agonista provoca
fenémenos adaptatives en las células que afectan tanto a los receptores
implicados (Law y col., 1982; Vachon y col., 1987), como al sistema de
transduccién que éstos emplean (Ammer y Schulz, 1993; Milligan, 1993;
Milligan y Green, 1991). Estos fenémenos forman parte de los procesos que
conducen a la aparicion de tolerancia y dependencia, En este trabajo se ha
abordado el estudio del fenémenc de la tolerancia-dependencia a opioides
desde dos aproximaciones experimentales. Por una parte, se han estudiado
los cambios que la presencia crénica de morfina y la posterior retirada del
opioide provocan en los niveles de los dos pépiidos opioides endogenos -
endorfina (1-31) y su derivado *N-acetilado en el SNC de la rata y el ratén.
Y por otra, de qué modo el tratamiento créonico con la morfina afecta a las
relaciones entre los receptores opioides y las proteinas transductoras G en
el SNC del ratén. En la bibliografia se encuentran ampliamente documentados
los cambios que se producen en los niveles de B-endorfina (1-31) y en la
expresion de los sistemas opiocides derivados de la pro-opiomelanocortina en
animales tolerante-dependientes a opioides y con sindrome de abstinencia -
(Bronstein y col., 1990; Garcia de Yébenes y Pelletier, 1993; Gudehithlu y
cal., 1991), sin embargo, los efectos que estas situaciones experimentales
provocan sobre su derivado N-acetilado nc habian sido estudiados en
profundidad.

El establecimiento de un perfil de distribucién para la B-endorfina (1-
31) y para la N-acetil-B-endorfina (1-31) en el SNC de la rata y del ratén,
las dos especies que mas se utilizan en la investigacién de opiocides, vy los
cambios que se producen en dicho perfii en situaciones de tolerancia-
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dependencia y de abstinencia a opioides es de gran importancia ya que se ha
propuesto a la N-acetil-B-endorfina {1-31) como un regulador de caracter no
competitivo sobre el receptor opicide p. Este neuropéptido que presenta baja
afinidad por los receptores opioides (Deakin y col., 1980) y carece de
actividad analgésica cuando se inyecta i.c.v. en roedores (Smyth y col.,
1979) atenia la severidad del sindrome de abstinencia en el ratén (Garzén y
Sanchez-Blazquez, 1992) y regula los efectos antinociceptives de diferentes
opivides, entre ellos la B-endorfina (1-31), DAGO y morfina {(Garzén y
Sanchez-Blazquez, 1991; Sanchez-Blazquez y Garzbn, 1992a; 1993a).

Las subunidades G, son enzimas que unen e hidrolizan GTP. Aunque
la tasa de hidrdélisis de GTP es lenta {Gilman, 1987), es posible determinar
la actividad GTPasica de membranas plasmaticas debido a la alta
concentracion de proteinas G existente en ellas. También es posible medir la
estimulacion de la hidrélisis de GTPF mediada por el receptor, ya que cuando
un agonista se une a un receptor se estimula el intercambio de GDP por GTP.
La técnica de determinaciéon de la actividad GTPasica fue descrita por primera
vez en eritrocitos de pavo por Cassel y Selinger en 1976, en la actualidad el
método sigue siendo valido aungue se han realizado algunas modificaciones
para mejorar el rendimiento. La medida de la actividad GTPasica mediada por
proteinas G se lleva a cabo introduciendo en el ensayo el trazador radiactivo
t[**P]GTP que compite con el GTP sin marcar y que constituye el sustrato de
la reaccién. En el medio de incubacitn, ademds de las membranas a estudiar,
se encuentran presentes un inhibidor de las nucledsido trifosfatasas no
especificas, un sistema regenerador de ATP (para disminuir la transferencia
del *Pi liberado al ADP), un inhibidor de la ATPasa de Na'/K', MgCl,
(necesario para la actividad catalitica de las proteinas G) y NaCl
(imprescindible para atenuar las interacciones que se producen entre los
receptores desocupados y las proteinas G). Al producirse la hidrélisis, se
libera **Pi que puede medirse por contaje radiométrico tras su separaciéon del
t[**P]GTP no hidrolizado.
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Koski y Klee (1981) demostraron que los opicides, en un proceso
mediado por receptor, estimulan la actividad GTPéasica de baja Km en la linea
celular de neuroblastoma x glioma NG 108-15 y que dicha activacion se
correlaciona con la inhibicién de la enzima adenilato ciclasa. Por tanto, la
estimulacién de la GTPasa de baja Km provocada por agonistas en membranas
refleja los acontecimientos que se producen inmediatamente a continuacioén de
la activacién del receptor por la unién de un agonista. Trabajos posteriores
demostraron que los opioides también estimulan la actividad GTPasica de baja
Km (o de alta afinidad) en el SNC de la rata (Franklin y Hoss, 1984;
Fedynyshyn y Lee, 1989). Franklin y Hoss (1984) pusieron de manifiesto que
la GTPasa de baja Km en el SNC de rata presenta una distribucién
diferencial, posiblemente atribuible a, i) la distribucién no homogénea de los
distintos tipos/subtipos de G, en el cerebro de la rata (Orford y col., 1991)
Y, ii) la diferente tasa de unién y liberacién de nuclebtidos de guanina por
las distintas subunidades G, (Carty y col., 1990; Linder y ccl., 1990).

En este estudio se eligi6é el SNC de ratdén para llevar a cabo el analisis
del sistema de transduccién ya que es la especie mas frecuentemente utilizada
en la investigacién de los efectos centrales de los opicides. Se trata de un
trabajo pioneroen el que se caracteriza la actividad GTPasica de alta afinidad
en el SNC de ratén. En la mayoria de los experimentos se ha utilizado la
sustancia gris periacueductal (PAG) dada su estrecha relacién con los
centros que median la analgesia opioide supraespinal (Herz y col., 1970), sin
embargo, como en el efecto antineciceptivo de los opicides parecen estar
implicadas tanto estructuras supraespinales como espinales (Takemori v
Porthoghese, 1993) en algunos casos también se han empleado preparaciones
de médula espinal. Se ha realizado un estudio en paralelo en cultivos de
células hibridas de neurcblastoma x glioma NG 108-15, en las que la mayoria
de los autores describen un Unico tipo de receptores opicides, el . En una
primera etapa se procedid a caracterizar la actividad GTPasica de baja Km en
diferentes areas del SNC del ratén, posteriormente se pudo establecer el
patrén de activacion de diferentes agonistas opioides sobre la GTPasa en esas
estructuras.
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Con el desarrollo de las técnicas de clonaje molecular se han
identificado maltiples familias de receptores, de proteinas G y de efectores.
La generacién de antisueros selectivos frente a las distintas subunidades a
de las proteinas G o frente a los distintos receptores opioides es una de las
aproximaciones experimentales mias cominmente utilizadas en el estudiode los
subtipos de proteinas G o de los receptores que se encuentran en una
determinada preparacién (Berti-Mattera y col., 1992; Canlon y col., 1991;
Garzén y col., 1994c; Young y col., 1993). La administracion "in vivo" de
antisuercs se ha revelado como un método eficaz de estudio de la
antinocicepcién opiocide y de las relaciones que se dan entre el sistema de
transduccion y los receptores (Garzén y SAnchez~-Blazquez, 1994c; Sanchez-
Blazquez y Garzin 1993b; Garzon y col., 1994a; 19944; Sanchez-Blazgquez
y col.,1993). Esta técnica se enfrenta, sin embargo, a la dificuitad de
generar antisueros especificos dada la alta conservacién de las secuencias
que codifican para cada una de las subunidades G, (Jones y Reed, 1987). La
administracion de aligodesoxinucleétidos antisentido que blogquean la sintesis
de las subunidades a de las proteinas G o de los receptores opioides se utiliza
para estudiar, i) la funcionalidad de un receptor en ausencia de un subtipo
de proteina transductora o, ii) la antinocicepcidn que permanece en ausencia
de un determinado receptor, respectivamente. Los oligodesoxinucledtidos
han demostrado ser eficaces tanto si se administran "in vivo" (Raffa y col.,
1994: Tseng y col., 1994) como si se incorporan por microinyeccién nuclear
a células en cultivos (Kleuss y col., 1993).

Para establecer qué tipo de proteinas G, qué receptores opioides
participan en la activaciéon de la actividad GTPasica por distintos agonistas

" opioides 0, qué cambios se producen en la relacién agonista-receptor cuando

un determinado subtipo de proteina G se encuentra ausente, se procedit a
estudiar la modificacién de la actividad GTPasica de alta afinidad sensible a
opioides en el SNC de ratén producida por i) antisueros especificos
generados frente a las subunidades G, 0, por ii) antisueros generados frente
a los receptores opiocides p y &. Para ello, antes de proceder a la
determinacién de la actividad GTPasica segun el método descrito
anteriormente, se preincubaron los antisuercos selectivos purificados por
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afinidad con los tejidos siguiendo los protocolos descrites en la bibliografia
(McClue y col., 1992; McKenzie y Milligan, 1990; McKenzie y col., 1988). Con
respecto a las subunidades G.., analizamos la participacioén de las subunidades
Gi:a v G.,i0, que parecen ser las mis implicadas en la antinocicepcién
supraespinal a través del receptor p, del que la morfina es preferencial
(Raffa y col., 1994; Sanchez-Blazquez y col., 1993). El estudio de la eficacia
de los distintos agonistas sobre los receptores opicides se realizd en los tipos
nys.

Atendiendo a estas consideraciones se fijaron los siguientes cbjetivos:

1.~ Determinar el perfil de distribucién de los péptidos endoégenos B-
endorfina (1-31) ¥ su derivado *N-acetilado en el SNC de la rata y el ratén
y . estudiar la modificacién de este patrdén de distribucién en situaciones de
tolerancia y dependencia a opicides y de sindrome de abstinencia. Se utilizd
la técnica del radiocinmuncensayo en el cual se empled un antisuero generado
frente a la secuencia completa de la B-endg_rfina humana (1-31).

2 .- Establecer la distribucion de la actividad GTPasica de alta afinidad en
distintas estructuras del SNC de ratén, paraa continuaciéon evaluar el efecto
de la administracién crbonica de morfina sobre dicha actividad enzimitica.

3.- Estudiar la sensibilidad a los opicides de la actividad GTPasica de alta
afinidad mediada por los receptores opioides p y & en distintas areas del SNC
de ratén y en la linea celular hibrida neuroblastoma x glioma NG 108-15,
portadora dnicamente del tipo 6. En una primera etapa se establecid la
respuesta producida por los agonistas opiocides: morfina (preferente del
receptor p), DAGO (selectivo del receptor 1), DPDPE (selectivo del receptor
8), [D~Ala’]-Deltorfina II (selectivo del receptor §), DADLE (agonista §/u)
y B-endorfina (1-31) (agonista p/6). Posteriormente se procedi$ a analizar
la modificacién de la actividad enzimatica GTPasa sensible a esos opicides por
antisueros generados frente a los receptores opioides p y 6.
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4.~ Determinar la participacién de las subunidades G;;a ¥ G,,.a en la
estimulacion por agonistas opioides de la actividad GTPasica de baja Km en
el SNC de ratén. Para ello, una vez establecido el patrdon de estimulacién de
la actividad GTPasica por los distintos agonistas se estudid la modificacién
de este patrén por la presencia de antisueros generados frente a las

subunidades G;a ¥ G,,.a.

5.~ Evaluar la capacidad de estimulacién sobre la actividad GTPéasica de baja
Km del SNC de raton de ciertos agentes reguladores de la funcién opioide
como son el veneno peptidico mastoparan y el neuropéptide N-acetil-g-
endorfina (1-31).
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MATERIALES Y METODOS



1. Materiales

1.1. Animales

Se utilizaron ratones macho, variedad albina, de la cepa Swiss CD-1
{22-27qg) (Charles River, Barcelcona) asi como ratas macho, variedad albina,
raza Wistar (250-300g) procedentes del animalario del instituto. Los animales
procedentes del exterior permanecieron en nuestro estabularic durante un
periodo de al menos 4 dias antes de su utilizacién. Los animales no habian
sido sometidos previamente a ningdin ensayo y se mantuvieron a una
temperatura ambiente de 20+3°C. Dispusieron de agua y comida "ad libitum"
(dieta estandar, Interfauna C.R.M.) y los ciclos de luz/oscuridad se
sucedieron regularmente cada 12h (siendo el pericdo de luz de 7:00 a.m. a
7:00 p.m.). También se utilizaron conejos, variedad albina, raza New
Zealand (Biocentre, Barcelona), para generar los antisueros necesarios.
Estos animales se mantuvieron en las mismas condiciones de estabulacién a las
descritas para los ratones y las ratas.

Tanto la estabulacién como la utlizacion de los animales se realizd
siguiendo la normativa vigente en la Comunidad Europea sobre el uso y
experimentacién con animales de laboratorio.

1.2, Cultvos celulares

Las células hibridas de la linea celular neurcblastoma-glioma NG 108-15
provenian del laboratorio del Prof. R. Schulz (Instituto de Farmacologia,
Toxicologia y Farmacia, Universidad de Munich, Alemania). Se crecieron a
37°C en atmoésfera humidificada al 5% CO, en frascos {Nunc) de 75cm® con 25
ml de medic de cultivo que se renovaba cada 2/3 dias. El medioc empleado fue
" Dulbecco's modified Eagle's medium" (DMEM) conteniendo suero fetal bovino
5%, HAT 2% (hipoxantina 100pM, aminopterina lpM y timidina 16pM) y
suplementado con penicilina 100 unidades/ml, estreptomicina 100 pg/ml, vy L-
glutamina 13%.
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1.3. Reactivos

Los farmacos y productos quimicos utilizados asi como la procedencia
de éstos se detalla a continuacién. Los péptidos sintéticos p-endorfina
humana (1-31) (B—-end), N-Acetil-B-endorfina humana (1-31) (NAC), B-
endorfina humana (1-27), B-endorfina humana (6-31), t-endorfina (8-
endorfina 1-17), metionina-encefalina, mastoparan, Cys’,Tyr’,0Orn®,Pen’
amida (CTOP), [D-Ala’, N-MePhe', Gly-ol® }-encefalina (DAGOQ), [D-Ala®,D-
Leu’]-encefalina (DADLE), [D-Pen**]-encefalina (DPDPE), [D-Ala’]-
Detltorfina II y la secuencia peptidica EEQGMLPEDLS (residuos 115-125 de la
subunidad a,,) se adquirieron a Peninsula Laboratories (San Carlos, CA,
USA). Las secuencias peptidicas C-TGPAESKGEITPELL (residuos 111-125
de la subunidad a.,.), C-MELVPSARAELQSSPL (residuos 1-16 del receptor
opioide §), MDSSTGPGNTSDCSDP (residuos 1-16 del receptor opicide p) y
CTKYRQOGSID (zesiduos 208-216 del receptor opioide p) fueron sintetizados
por BioSynthesis (Madrid). [***1]-Tyr*’ g-endorfina humana (I.M.162, 2000
Ci/mmol) procedi6 de Amersham ( Buckingshamshire, UK). [t-**P]GTP (NEG-
004Z, 6000 Ci/mmol) se obtuvo de Du Pont de Nemours ( Dreiech, Alemania).
La morfina base se obtuvo del Ministerio de Sanidad y Consumo. La morfina-
HC1 se adquirié a Merck (Darmstadt, Alemania). Naloxona, arlacel A, marcol
52, aceite mineral, albamina de suero bovina (BSA), tiroglobulina bovina,
hidrocloruro de l-etil-3-(3-dimetilamino-propil) carbodiimida, éster de m-
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), tween 20, tmerosal,
ditjotreitol, 5'-trifosfato de adenosina {(ATP), fosfato de creatina, creatina
fosfoquinasa, ouabaina, 5'-trifosfato de guanosina (GTP), 5'(B,t,imino)
trifosfato de adenosina [App(NH)p], idazoxan, (-)-bicuculina se
adquirieron a Sigma (San Louis, MC, USA). [N,N-dialil-Tyr-(acido a-
amingisobutirico),;-Phe-Leu~OH] (ICI 174864) se obtuvode CRB (Cambridge,
UK). Nor-binaltorfimina (Nor-BNI)}, §S(-)-sulpiride, hidrocloruro de
benzilideno—-naltrexona (BNTX) y naltribén metanosulfonato (NTB) se
adquirieron a RBI (Natick, MA, USA). Glicerol, dodecilsulfatosodico (SDS),
2'-mercaptoetanol, glicina, acido clorhidrico, acido acético, trietanolamina,
acetonitrilo y demas productos quimicos, se adquirieron a Merck (Darmstadt,
Alemania).
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2. Métodos

2.1. Tolerancia y dependencia a la morfina

La implantacién subcutanea de morfina se utiliza como procedimiento
habitual para inducir tolerancia y dependencia a la administracién cronica de
este alcaloide en diferentes especies animales (Maggiolo y Huidobro, 1961).

2.1.1. Adminigtracién crénica de morfina

En el caso del ratdén, la tolerancia se indujo por la administracién
subcutdnea (s.c.) de una preparacién de cesion lenta de morfina (Christie
¥y col., 1984), que en este trabajo la hemos denominado suspensién de
morfina. Ofrece a priori varias ventajas sobre la implantacidon de los
comprimidos tradicionales. En primer lugar, su administracién no requiere
anestesia ni trauma quirirgico. Por otra parte, la individualizacién de la
dosis con respecto al peso del animal resulta mas sencilla, y por altimo, tanto
la manufactura como la administracién del preparado resultan mas faciles.
Este método ademas proporciona unos niveles muy constantes del opidceo en
plasma durante al menos 3 dias (Blasig y col., 1973). La suspensién de
morfina se administré en un volumen de 10 mi/Kg de peso, lo que representa
una dosis de morfina de 1 g/Kg, idéntica a la empleada por Christie y col.
(1984) para el estudio de la tolerancia a la morfina en el ratéon. La
composicién de dicha suspensién de morfina es de 1g/10 ml de morfina base,
42.5% aceite mineral, 7.5% arlacel A en solucién salina al 0.9%. La mortalidad
inducida en el ratdn por el tratamiento con la suspensién de morfina es muy
baja en comparacién con la que provoca la implantacion de los comprimidos.

Para inducir tolerancia en la rata, se implantaron s.c. minibombas
osméticas ALZET (modelo 2001, ALZA Corporation), que contenian una
solucién de 10 pg/ul de morfina-HCL, La implantacion de estas minibombas ha
demostrado ser un método eficaz en la induccién de tolerancia (Adams y
Holtzman, 1990). Estas minibombas tienen una capacidad de aproximadamente
200 1l (235+17 pnl) y mantenen un flujo constante de liberacion de 1 ul/h,
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durante 7 dias. De este mocdo no se producen oscilaciones en los niveles de
morfina en plasma y tejidos y se evitan las altas concentraciones de morfina
que se detectan entre las 4 y 6h en el plasma de animales implantados con el
comprimido tradicional, y que son las responsables de la mortalidad (Yoburn
y col., 1985). Las ventajas que presenta la implantaciébn de minibombas
frente a la administracién de la suspension de morfina es que no hay tener
ninguna precaucion especial con los animales tras la administracion del
opioide puesto que al ser éste liberado a flujo constante, el riesgo de
depresién respiratoria (que la morfina provoca si se administra en grandes
cantidades) practicamente no existe.

La minibomba consta de un depésito de llenado revestido de material
flexible e impermeable que se encuentra rocdeado por una capa de gel
osmético. Todo ello ests incluido en una membrana semipermeable de éster de
celulosa. Cuando la minibomba llena se coloca en un medio himedo, el agente
osmético embebe agua a un ritmo controlado por la membrana semipermeable.
El agua genera una presiéon hidrostatica sobre el revestimiento
comprimiéndolo v produciendo, por tanto, la salida de su contenido a un flujo
constante. La minibomba osmética tiene un regulador de flujo que consta de
un capuchén desmontable, una pestaiia de cierre y un conducto de acera
inoxidable. Para ufilizarla correctamente hay que manipularla con ciudado
para no obturar los poros de su superficie, asi como asegurarse de que la
sustancia a liberar sea estable y soluble a 37°C en el vehiculo de la
disolucién. El llenado de la minibomba se realiza con una jeringa y aguja
adecuadas, que penetran en el depésito, encajando perfectamente en el
orificio en el que se encuentra situade un regulador de flujo, gque hay que
retirar previamente. Es necesario asegurarse de que las minibombas estan
completamente llenas de la solucidén deseada y de gque no hay burbujas de aire
en su interior. Se requiere un periocdo de 4-6h para que la minibomba alcance
un flujo de liberacién constante.

Para implantar s.c. las minibombas, los animales fueron ligeramente

anestesiados con éter. A continuacién, se les hizo una pequeria incisién en
la piel de la zona escapular, apartando el tejido conectivo subcutaneo, se hizo
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un pequefto bolsillo donde se insertd la minibomba con el regulador de flujo
al extremo opuesto de la incisién. Por ltimo se cerrd la incision.

2.1.2. Determinacién del grado de tolerancia y dependencia

Como indice dela tolerancia a la morfina, se evalud el efecto analgésico
producido por el opioide, a distintos tiempos tras la implantacién de la
suspension oleosa ¢ las minibombas en un grupo de animales paralelo a los
grupos experimentales. Se utilizd el test del "tail-flick", tanto en el caso del
ratén como en el de la rata, en el que se determina el Hempo que tarda cada
animal en reaccionar al estimulo térmico. Se llevd siempre en paralelo un
grupo de animales control a los que se les implanté Gnicamente placebo
.(suspensiones oleosas o minibombas sin morfina) y que sirvieron para
determinar la latencia basal.

El test del "tail-flick" se realizd segin la técnica descrita por Nott
{(1968). Consiste en la aplicacién de un estimulo de tipo térmico en la ¢ola del
animal, para lo cual se introducen mas de dos tercios de su cola en una
cubeta con agua termostatizada a 52°C. La evaluacion de la regpuesta al dolor
se realiza midiendo el tiempo (en segundos) que tarda el animal en reaccionar
al estimulo doloroso con un enérgico coletazo ¢ sacudida corporal. El tiempo
de corte establecido fue de 10 segundos con el fin de no producir daiio tisular
al animal. Los resultados se expresan como la mediatE.S.M. del porcentaje
del maximo efecto posible (¥MEP).

% MEP= 100 * (latencia del test - latencia basal)/{10-latencia basal)

El grado de dependencia fisica a la morfina de los animales, se
determiné valorando la aparicién e intensidad del sindrome de abstinencia.
La interrupcion de la administracion de un opioide en animales tolerantes da
lugar a la expresion de la dependencia fisica, que se manifiesta con una serie
de signos caracteristicos que constituyen lo que se denomina "sindrome de
abstinencia" (Blasig y col., 1973; Francis y Collier, 1975; Lérida y col.,
1990). Para interrumpir la administracién del opioide en los animales
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pertenecientes a los grupos experimentales se procedid en el caso de la rata,
a la retirada de las minibombas a las 72h de su implantacién; en el caso del
raton no fue necesario este procedimiento porque estd descrito que la
suspension de morfina se agota a las 72h de su implantacién (Christie y col.,
1984).

Para determinar el desarrollo de la dependencia fisica a la morfina se
administré siempre a un grupc de animales tolerantes paralelo a los
experimentales, el antagonista opioide naloxona, 5 mg/Kg en el ratén y 1
mg/Kg en la rata por wvia intraperitoneal (i.p.), 3 dias después de la
implantacién de la morfina y se procedié a evaluar la aparicion de los signos
caracteristicos del sindrome de abstinencia. Estos signos comportamentales
incluyen saltos, estiramientos, sacudidas, diarrea, ptosis, castafieteo de
dientes ¥ quejido al manejo. De entre estos signos, el mas estudiado es la
ejecucion repetiiva de saltos (Lerida y col., 1989; Marquis y col., 1991) y
es por tanto el que nosotros elegimos. Para cuantificar este parametro,
inmediatamente después de la administracién de la naloxona, los animales se
intredujeron en una caja de metacrilato de 28x28x40 cm de altura, y se
registré el nimero de ellos que presentaron esta conducta. Como la mayor o
menor incidencia de este signo se asocia con la intensidad del sindrome,
también se cuantificd el numero de de saltos de cada animal. La conducta
saltatoria se determindé durante Jos primeros 10 min, periodc en el que se
producen més del 90% de los saltos que se pueden legar a contabilizar en 30
min.

2.2. Obtencién y caracterizaciém de los antisueros empleados

A fin de elevar las posibilidades de reconocimiento de la secuencia
antgénica cuando est& integrada en una proteina madre se emplearon
antsuerocs policlonales. En este trabajo se utilizaron, en los experimentos de
actividad GTP-4sica, 1gGs procedentes de antisueros policlonales que se
purificaron por afinidad. Los antisueros se generaron frente a secuencias
especificas de las subunidades a de las proteinas G y de los receptores
opicides & y . En la cuantificaciéon de los péptidos B-endorfina 1-31 { f—end)
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y N-Acetil-g-endorfina (1-31) (NAC), se empled un antisuerc policlonal
generado frente a la secuencia completa de la 8-endorfina humana (1-31) en
el laboratorio del Prof. V. H@lt (Max Planck, Instituto de Bioquimica y
Psiquiatria, Martinsried-Munich, Alemania), seg(n la técnica descrita por
Hollt y col (1978).

2.2.1. Técnicas de produccifn

La obtencién de antisueros totalmente selectivos para los subtipos de
Ga y para los receptores opioides es muy dificil. En este sentido, los tres
subtipos de G,a presentan 87-93% de homologia en sus aminoacidos; las G.a
presentan 72% de homologia con las G,a, un 30% con las G.a y 40% con las G.a,
ademas de un 80% de homologia entre ellas. La G,,.a exhibe una homologia
aproximada del 67% con los demas subtipos ¥ en terno al 50% con las Ga
(Simon y col., 1991). En cuanto a los receptores, el receptor p de la rata
- presenta una homologia en 1a secuencia de un 66% con el receptor & del ratén
y de un 68% con el receptor K del ratén. Entre los receptores 5 de la rata y
el ratdén la identidad en la secuencia alcanza el 97% ( Reisine y Bell, 1993). Por
otro lado, las diferencias entre las secuencias se encuentran muy dispersas
en ellas, vy en el caso de los receptores se localizan principalmente en los
extremos amino y carboxilo terminales.

Las péptidos que se escogieron como antigenos tras realizar un analisis
detallado de las secuencias fueron:

Q.;.: C-TGPAESKGEITPELL, fragmento interno (111-125).

a:;.: EEQGMLPEDLS, fragmento interno (115-125).

6: C-MELVPSARAELQSSPL, extremo aminc terminal (1-16) del
receptor & del ratén.

1: Se eligieron dos secuencias distintas del receptor n de la rata, una
en el extremo amino terminal y otra interna. Fueron: MDSSTGPGNTSDCSDP
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(1-16), extremo N-terminal (al antisuero cbtenido se le denomind MU/T); v
CTKYRQGSID (208-216), fragmento interno (sequndo bucle extracelular)
probablemente implicado en la unién del agonista (al antisuero obtenido se le
denominé MU/2EL).

Los numeros entre paréntesis se refieren a a los residuos de la
secuencia deducida a partir del c-DNA y descritos en la bibliografia (Evans
y col., 1992; Chen y col., 1993; Fukuda y col., 1993; Jones y Reed, 1987;
Kieffer y col., 1992; Itoh y col., 1986; Matsouka y col., 1988; Matsouka y
col., 1990; Strathmann y col., 1989; Thompson y col., 1993; Wang y col.,
1993; Yasuda y Bell, 1993).

Aco ento de los dos a la proteina dora

Debido al bajo peso molecular de las secuencias seleccionadas y a fin
de aumentar su actividad antigénica se conjugaron con una molécula
transportadora de elevado peso molecular, la tiroglobulina bovina. Cuando
hubo que orientar el péptido con respecto a la molécula transportadora, éste
se sintetizd con una molécula adicional de dsteina en el extremo que iba a
quedar anclado a la tiroglobulina y se utilizé como puente de unién entre el
péptido y la molécula transportadora el éster de m-maleimidobenzcil-N-
hidroxisuccinimida (MBS). Cuando no fue necesaria la orientacion, se utilizd
el hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminc-propil ) carbodiimida para acoplar
el péptido a la tiroglobulina (Harlow y Lane, 1988). Se utilizd MBS para
conjugar los péptdos a.,., MU/2EL v §; y la carbodiimida para los péptidos
a,, y MU/T,

1. Acoplamiento de los péptidos mediante MBS

El MBS une péptidos a proteinas transportadoras a través de cisteinas
¥ grupos amino libres. El procedimiento puede resumirse en los siguientes
pasos:

—-) Blogueo de los grupos amine libres con anhidrido citracénico. Los
péptidos v el anhidrido citraconico se disuelven en agua a una concentracion
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de 10 mg/ml, a continuacitn se mezclan at 50% (pH 8-9) y se incuban en
agitacién a temperatura ambiente durante 1h. Tras la incubacién, se afiade
un 10% de fosfato sédico 1M (pH 7.2).

~-) Adicién del MBS (a una concentracién de 25 mg/ml en dimetil
formamida) a la solucién del péptido hasta que se alcance una concentracién
de MBS de 5 mg/ml. Se incuba en agitacién durante lh a temperatura
ambiente.

-) Separacion del péptido del MBS no unido por filtracién en gel en una
columna G10 (Pharmacia) preequilibrada con fosfato sédico 100mM (pH 7.2).

-) Adici6on de la molécula transportadora (disuelta en tampén fosfato
salino (PBS)) en una proporcién de 1 mol de péptido/50 aminoacidos de
transportador. La mezcla se incuba en agitaciéon durante 3h a temperatura
ambiente.

-) Diilisis con PBS 100mM para eliminar el péptidc no unido.

2. Acoplamiento de los péptidos mediante carbodiimida

La carbodiimida une grupos carboxilo y grupos amino libres., El
protocolo seguido para acoplar los péptidos a la tiroglobulina fue el
siguiente:

-) Blogueo de los grupos amino libres del péptido con anhidrido
citracénico. En el caso de que el péptido antigénico sea rico en grupos
carboxilos se pueden bloquear, como alternativa, los grupos amino de la
proteina transportadora. Los péptidos y el anhidrido citracénico se disuelven
en agua a una concentracién de 10 mg/ml, a continuacidon se mezclan al 50%
{rH 8-9) y se incuban en agitacion a temperatura ambiente durante lh.

-) Separacion del péptdo y del citracénice no unido por filtracién en
gel en una columna G10 equilibrada con agua.

-) Dilucién del péptido con agua hasta alcanzar una concentracion de
lmg/ml. '

-) Adicion de la carbodiimida a una concentracion final de 10 mg/ml.
Se ajusta el pH a 8 y se incuba durante 5 min a temperatura ambiente.

-} Adicién de un mismo volumen de la molécula transportadora
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(disuelta en PBS) en una proporcion de 1 mol de péptido/50 aminoacidos de
transportador. La mezcla se incuba durante 4h a temperatura ambiente.

-) Adici6n de acetato sodico (pH 4.2) hasta alcanzar una concentracién
final de 100mM. De este modo se para la reaccion. Se incuba durante 1lh a
temperatura ambiente.

-} Didlisis con acetato so6dico (pH 4.2) durante 3h y después con PBS
para separar el péptido no unido del conjugado péptido-proteina.

Inmunizacién de los animales

Antes de llevar a cabo la inmunizacién, el péptido se mezcla con un
adyuvante para fomentar la respuesta inmunoldgica. El més utilizado es el
adyuvante completo de Freund, que contiene bacterias inactivas susperndidas
en una emulsion oleosa. Al mezclarlo con la solucidén acuosa del antigeno se
forma una emulsién agua/aceite estable, que al inyectarse intradérmicamente
a los conejos, forma un depésito del que el antigeno se va liberando lenta y
continuamente. La composicion del adyuvante completo de Freund es: marcol
52 85%, arlacel A 15% y bacterias secas de la especie Mycobacterium butyricum
al 0.1%. El adyuvante incompleto de Freund carece de las bacterias
{ Calbiochem-Novabiochem Corporation, La Jolla, CA, USA).

La inmunizacién se realiz6 segan la forma descrita por Dunbar (1987)
¥ el proceso que se siguid en este trabajo se detalla a continuaciéon. Se hizo
una mezcla (dilucion 1:1) con el péptido (disuelto en solucién salina a una
concentracion de 0.5-1 mg) y el adyuvante completo de Freund. Con la
emulsién resultante se realizaron inyecciones intradérmicas, de 100 pl cada
una, a ambos lados de la columna vertebral. Ademas se hizo una inyeccién
subescapular, a unos 1.3 cm de profundidad, con 300 pl de la mezcla. En las
inyecciones subsiguientes se utilizé el adyuvante incompleto de Freund.

A los cuarenta dias de la primera inmunizacién se realizdé una sangria
de control en el conejo. Las sangrias se sucedieron (aproximadamente una
cada mes) hasta que la titwlacidon disminuy6. La sangre extraida se dejd a
temperatura ambiente durante 3/4h transcurridas las cuales, se centrifugd
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a 1000xg a 4°C (Sorvall RC5C, rotor S5-34). Se obtuve un suerc que se
fracciond y se liofilizé. La especificidad y reactividad cruzada de estos
suercs se caracterizaron posteriormente por electroforesis seguida de
inmunotrasferencia.

Purificacién de logs anHsueros

La purificacién de los antisueros se realizd6 por cromatografia de
afinidad sobre proteina A (cartuchos de cromatografia de proteina A:
MemSep CAPA 100 01, Millipore), que es un ligando natural de las
inmuneoglobulinas. La proteina A es una proteina de la pared bacteriana de
Staphylococcus aureus gque se une a la regién ¥, de las inmunoglobulinas de
mamifero, especialmente a las inmunoglobulinas G (IgGs).

El proceso de purificacion fue monitorizado con un detector ultravioleta
ajustado a 280 nm y consistié en los siguientes pasos:

-) Dilucién de los sueros en un tampén formado por Tris-HCI] 50mM,
NaCl 0.2Ma pH 7.7.

-} Filtracidon de la solucidon proteica.

-} Equilibrado del cartucho de proteina A con el tampdn descrito
anteriormente.

-) Inyeccion de la solucién de proteina en el cartucho.

-) Aclarado del cartucho con el tampén hasta que la absorbancia
alcance la linea de base.

-) Elucion de la proteina absorbida al cartucho con glicina-HC1 0.2M
a pH 2.5 hasta que la absorbancia recupera la linea de base. El material
eluido se neutralizd con Tris-HC! 1M hasta alcanzar un pH de 7.5 y se
concentré y dializé en PBS. Tras la dilisis el material resultante se fraccioné
en alicuotas que se mantuvieron a -70°C hasta el momento de su utilizacién.
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2.2.2. Métodos de caracterizacién

El radicinmunoensayo (RIA) es uno de los métodos mas empleados en
la cuantificacién de antigenos (Ag) conocidos. Cuando es necesario
identificar y caracterizar los Ag contenidos en una mezcla proteica compleja
se utiliza la inmunotransferencia sobre membranas ("immunoblotting"). En
este método las mezclas proteicas se resuelven en geles de separacién
analitica, y luego se transfieren a membranas para la identificacién de los Ag
individuales mediante antisueros especificos. Con el empleo de geles
3SDS/poliacrilamida se obtiene informacién acerca del tamaflo y las relaciones
moleculares de los Ag estudiados.

En este trabajo, la inmunotransferencia se utilizé para caracterizar los
antisueros generados frente a secuencias especificas de las subunidades G,.a
v G.,.a 0 de los receptores opiocides pn v §; v el RIA se empled para cuantificar
los niveles de B-end y NAC en el SNC de la rata y el ratétn, una vez se hubo
caracterizado el antisuerc generado frente a la secuencia completa de la g-
end (HOlt y col., 1978).

Antisueros frente a las gsubunidades G,;a vy G;,.a de las proteinas G y frente
a los receptores oploides p y &

Electroforesis e inmunotransferencia

Las muestras se calentaron a 100°C durante 5 min en tampdén de
solubilizacion (Tris-HC1 50mM, SDS 5%, glicerol 10% y 2'-mercaptoetanol 5%,
PH 6.8). Se utilizaron de 40 a 60 pg de proteina para cada calle de la
electroforesis, gue se realizd en un gradiente de poliacrilamida (7-18%
acrilamida/1.9% bis-acrilamida (peso/volumen)) (cubeta de electroforesis
Hoefer SE 280); la corriente empleada fue de 15 mA (fuente de electroforesis
ISCO 595). Como estandares se utilizaron fosforilasa b (misculo de conejo),
catalasa (higado bovino), alcohol deshidrogenasa (higado de caballc) y
anhidrasa carbénica (eritrocito bovino).
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A continuacién, las proteinas se transfirieron a membranas PVDF
{ difluoruro de polivinilo) de 0.2 pym (Biorad) durante 2h a 70 voltios (Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Biorad). En este proceso se
empled tampén de transferencia ( Tris-HC1 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.04%
y metanol 20%, pH 8.3). Se procedid al bloguec de los sitios de unién de
proteinas desocupados con leche deslipidada {"Blotto", BioRad) en TTBS
(Tris-HC1 50mM, NaCl 500mM, tween 20 0.05% a pH 7.7) durante 1h a 37°C.
Tras lavar la membrana, se afiadi6 el antisuero primario (dilucién 1:3000) en
TTBS. Este antisuero se incubd en agitaciéon con la membrana durante toda
la noche a 4°C {Deca Probe PR 150, Hoefer). Una vez retirado el primer
antisuerc, la membrana se lavdé con TTBS. Como segundo antisuero se
emplearon IgGs de cabra anti-conejo conjugadas con fosfatasa alcalina
(dilucién 1:3000) (Promega, #S373B) en TTBS, que se incubaron durante
2/3h a temperatura ambiente. Una vez retirado este segundo antisuero, la
membrana se lav®é con TTBS. Como sustrato para el revelado de la membrana
se empled una mezcla de NBT ("Nitroblue tetrazolium") y BCIP (5-bromo-4-
cloro-3~indolil fosfato) en dimetilformamida ("Western Blue", Promega,
#5384B).

Los antisueros anti-G,,a y anti-G, ,,a inmunoreaccionan con proteinas
de 39-41 kDa en estructuras neurales de SNC de ratdn (Sanchez-Blazquez
y col., 1993). El antisuerc frente al receptor opivcide & detecta una proteina
de 39 kDa en SNC de ratén (Garzdén y col., 1994a) y dos proteinas, una de
39 kDa y otra de 43/45 kDa (probablemente se corresponda con una
glicosilacién del receptor), en las células NG 108-15 (Garzén y col., 1994b).

El antisuero frente al receptor opioide n MU/T detecta en cerebro de
ratén tres bandas proteicas, de 43 kDa, 51 kDa y 58 kDa, siendo la de 51 kDa
la predominante. También detecta bandas correspondientes a pesos
moleculares mayores, 100 kDa y 114 kDa, que podrian ser formas diméricas
va que desaparecen tras la sonicacién de las muestras sclubilizadas. Si las
membranas se tratan con una enzima desglicosidante se obtiene una dnica
banda de 43 kDa semejante a la descrita en la bibliografia (Cho y col., 1986;
Lui-Chen y col., 1993; Eppler y col., 1993). De hecho, se han descrito cinco
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sitios posibles de glicosilacién en el extremo N-terminal del receptor p en
distintas especies (Lui-Chen y col., 1993). En membranas de células NG 108-
15, en las que se han descrito sblo receptores &, el antisuero MU/T detecta
Unicamente una tenue banda en torno a los 43 kDa (Garzén y col., 1995).
Como las proteinas glicosiladas presentan alteraciones en su movilidad en
SDS-PAGE, al utilizar el antisuero MU/2EL en las inmunotransferencias, la
banda de mayor sefial detectada en cerebro de ratén es la correspondiente a
un peso molecular de 58 kDa (Garzén y Sanchez-Blazquez, 1995), similar a
la descrita por otros autores (Gicannini y col., 1993). Las
inmunotransferencias que ilustran estos resultados se muestran en la Figura
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FIGURA 9. I[nmunodeteccién de las subunidades Gypa y 6./.0 (Panel A}, del receptor & (Pagel B) y del
receptor p (Panel C) empleando antisueros especificos. Fraccicues P, de cerebro de ratén o de células
XG 108-15 fueron solubilizadas con SDS y 2'mercaptoetanol, se separaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida/SDS. Después de tramsferir las proteinas a membranas de PVDF ('Western betting') se
inmonodetectaron los antigenos con los correspondientes antisueros {dilucién 1:3000),
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Antisuero frente a la B-endorfina (1-31)

El antisuero (As) que se utiliz6 en este trabajo fue generado contra la
secuencia completa de la f-endorfina humana (1-31). Previamente a la
utilizacién de este antisuero en el radiocinmunoanalisis, fue necesario realizar
una serie de ensayos gue nos informaran sobre sus caracteristicas y que a
continuacién se detallan.

1. Titulacifn

Se llevd a cabo para conocer la dilucién del As que era capaz de
reconocer al 50% de una cantidad prefijada de su correspondiente Ag, en
nuestro caso, f-end. Se prepararon diluciones crecientes del As, desde
1:10" hasta 1:x10°, que se incubaron durante 18-24h con 5000-10000 cpm de
B-end marcada radiactivamente (**°*I-Tyr’’-p-end) en el tampén RIA. A
continuacién, y para separar el complejo Ag-As del Ag libre, se afiadid
carbon activo, se centrifugaron los viales a 11000xg durante 10 min y se
recogieron los sobrenadantes (contienen los complejos Ag-As) gue se.
midieron en un contador LKB Wallac (1282 Compugamma CS). Se obtuvo la
curva de la Figura 10 en la que se representan: en ordenadas, el tanto por
ciento de la formacion del complejo As-Ag marcado (% As-Ag'), y en abcisas,
las diluciones crecientes del As. El 50% de unién del antisuero a la B-end
marcada se consiguié en torno a la dilucién 1:10°, que fue la que se utilizé en
los ensayos siguientes.

2. Sensibllidad

Se llev6 a cabo para conocer la cantidad de Ag frio que es capaz de
prevenir en un 50% la unién de la B-end marcada al As. Se utilizaron las
siquientes concentraciones de B~end y NAC: 1, 3, 10, 30 y 100 fmoles/tubo,
¥ se procedid segun el protocolo del RIA que se detalla mas adelante. Los
resultados se representan en la Figura 11; a medida que aumenta la cantidad
de Ag frio se observa una paulatina disminucién de la unién complejo As-Ag".
14 y 12 fmoles fueron las cantidades de 8-end y NAC, respectivamente, que
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redujeron la union de la f-end marcada al As en un 50%.

3. Selectividad

Dado que existen muchos péptidos opicides endégenos cuya secuencia
es semejante en algunos de sus aminoacidos con la de la B-end,
principalmente en el extremo amino terminal {como es el caso del otro péptido
que nos ocupa: NAC), es necesario estudiar la selectividad del As frente a
dichos péptidos, ya que interferirian en la cuantificacién del contenido de -
end en el RIA, Los péptidos empleados para evaluar la selectividad del As

fueron:

B-Endorfina (1-31):
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-Lys-Lys-Gly-
Glu

“N-Acetil-f-Endorfina (1-31):

Ac-Tyr-Gly-Gly-FPhe-Met—-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-
Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-
Ala-Tle-Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr—-Lys-Lys-Gly-
Glu

B-Endorfina (1-27):
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-
GIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys—-Asn-
Ala-Tle~-Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr

B-Endorfina (6-31):
Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr~-Pro-Leu-Val-
Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-Ile-Ile~-Lys~-Asn-
Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu

T-Endorfina:

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys~-Ser—-
GIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu
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Metionina-Encefalina:
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

Cada uno de ellos se empled a las siguientes concentraciones: 1, 3, 10,
_ 30 y 100 fmoles/tubo, y se procedi6 segin la técnica general del RIA. En la
Figura 12, se representan los resultados para cada uno de los péptidos
ensayados. El As presentd una elevada selectividad tanto para B—-end como
para NAC; mientras que del resto de los péptidos se requerian
concentraciones mucho mayores (hasta 3 logaritmos) para que comenzaran a
ser reconccidos por €l As. En este sentido, la biblicgrafia describe que la
obtencidén de As altamente especificos frente las forma N-acetiladas de la B-
end es dificil (Weber y col., 1982).

2.3. Determinacién del contenido de Bf-endorfina (1-31) y N-acetil-B-
endorfina (1-31) en estructuras del SNC e hi de la rata y del ratn

El método mas sensible de deteccibn de péptidos es el |
radicinmunoensayo { RLA) que se puede considerar un ensaye de fijacién en
el gque el receptor es un péptido activo. Esta técnica presenta como
inconveniente la aparicion de fendémenos de reactividad cruzada con péptidos
relacionados yv/o con precursores y metabolitos: el As sOlo reconoce el
determinante antigénico de la molécula del péptido contra la que fue
generado, pero puede ocurrir que en la muestra existan otras moléculas gque
presentan el mismo determinante. Ademis, en esta técnica se emplean
antisueros policlonales; los antisueros contienen wuna poblacién de
anticuerpos que reaccionan con partes distintas del Ag, su especificidad es,
por tanto, la suma de las acciones de los diversos anticuerpos que integran
su poblacion. De hecho como se ha descrito en el apartado 2.2.2. de este
capitulo, el As empleado en este trabajo reconocia las dos formas (1-31) del
péptido p-end. Por tanto, se procedié a separar los péptidos de la muestra
por cromatografia liquida de alta presién (HPLC) y a continuacidén, una vez
aislados, se cuantificaron independientemente por RIA.
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2.3.1. Extraccion de los dos. Pre de lag muestras

Se prepararon cuatro grupos experimentales: control, tolerante 24h,
tolerante 72h (habian estado implantados con morfina durante 24h o 72h) ¥
abstinente (habian estado implantados con morfina durante 72h y se les
sacrificd 24h después de la retirada de la minibomba o del agotamiento de la
suspensién oleosa que contenian la morfina).

Los animales se sacrificaron por decapitacién y rapidamente se
obtuvieron y congelaron (sobre nieve carbénica a -70°C). las siguientes
estructuras: septum, estriado, talamo, hipotalamo, sustancia gris
periacueductal (PAG), resto del mesencéfalo, bulbo-médula oblongata e
hipdfisis (separada como adenchipéfisis y 16bulo neurcintermedio en la rata).
Una vez pesadas las estructuras, se resuspendieron en 5-10 volumenes de
acido clorhidrico 0.1N, y se pusieron en un bafio a ebullicién durante 10 min,
con el fin de inactivar las peptidasas enddégenas. Con este procedimiento se
minimiza la degradacién de la B—end presente en las muestras por lo que se
consigue recuperar mayor cantidad de péptido.

A continuacién, las estructuras se homogeneizaron en frio, con un
homogeneizador de teflén, para romper las células y facilitar la salida de los
péptidos. Los homogeneizados se centrifugaron durante 10 min a 12000xg
(Sorvall RCS5C, rotor SS-34) v se recogieron los sobrenadantes que se
fraccionaron y se liofilizaron. Los volumenes de fraccionamiento fueron
distintos para cada estructura, segin su contenide enddégeno, para
adaptarlos asi ala curva de calibrado del RIA. Los liofilizados se conservaron
a -20°C hasta el momento de su fraccionamiento por HPLC.
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HPLC con debeccién ultravioleta. Generalidades

La técnica de la cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC) de fase
reversa se basa en el uso de particulas de silice de muy pequefio tamailo,
revestidas de cadenas policarbonadas, que estan firmemente empaquetadas
en columnas de acero que soportan altas presiones. La interaccién con este
soporte permite que las moléculas de las distintas sustancias presentes en la
muestra eluyan de la columna de diferente manera al pasar la fase liguida
movil, siendo posible la separacidon de sustancias que difieren sdlo
ligeramente en las propiedades de interaccién con el soporte.

La cromatografia de fase reversa es el método de separacion méas
utilizado en la separacién de péptidos. Los péptidos 'de diferente polaridad
eluyen secuencialmente, en funcién de su hidrofobicidad, con gradientes de
fase mévil o incrementando la concentracién de solvente organico. En este
tipo de cromatografia, se produce una atraccién primaria entre la fase
estacionaria, apolar, y la regién no polar del soluto. El orden de elucién es,
por tanto, de hidrofilico a hidrofébico (de polar a no polar). Variaciones de
PH o de concentracidn y tipo de sales en la fase mdvil, cambian la polaridad
de los péptidos y, por tanto, su retencién en columnas de fase reversa. La
fase estacionaria mas comiin son ceolumnas policarbonadas C,, que son lo
suficientemente hidrofébicas como para retener péptidos pequefios perc que
también retienen los grandes. La elucién en gradiente se emplea para reducir
el tiempo de anilisis aumentando la fuerza del solvente con el tiempo. Se
utiliza para separar mezclas complejas, con varios componentes de polaridad
diferente, Los gradientes pueden ser binarios, ternarios o cuaternarios
segun el namero de solventes empleados en la separacion; pueden ser lineales
0 no, segun la curva que los defina; también se pueden emplear gradientes
de flujo ¢ incluso, combinar los dos. Con el fin de no daflar la columna, la
muestra a cromatografiar debe estar libre de particulas en suspension y su
pH dentro de los limites de estabilidad del soporte, siendo ademéas aconsejable
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la utilizacion de una precolumna que proteja el buen funcionamiento de la
columna.

Los métodos de deteccién de las sustancias cromatografiadas se basan
en las propiedades fisico-quimicas de las moléculas. La deteccién ultravioleta
se emplea en la deteccién de compuestos aromaticos (absorben a 280 nm),
acidos y amidas (absorben a 210 nm) y péptidos (absorben a 214 nm). En
general, se consigue una deteccidén muy sensible de la mayoria de los
péptidos, a una longitud de onda entre 200 y 220 nm. Sin embargo, los
péptidos que presentan aminoacidos aromaticos, pueden detectarse a 280 nm,
con este método se pierde sensibilidad pero se eliminan los problemas de
absorcién de la fase movit,

Preparacién de las muestras

Los liofilizados se resuspendieron en 100 pl de agua destilada y se
ultracentrifugaron a 100000xg {Beckman TL 100, rotor TL 100-1) durante 30
min, con el fin de eliminar cualquier posible particula en suspensiéon. Los
sobrenadantes obtenidos se inyectaron en el sistema cromatografico el mismo
dia de su generacion.

Condiclones cromatograficas

La separacioén de los péptidos B-end y NAC se llevd a cabo por HPLC,
con deteccion ultravioleta, empleando columnas cromatograficas de fase
reversa. El sistema cromatografico que se utilizd constaba de dos bombas de
alta presion (Perkin-Elmer, series 10 "liquid chromatograph"), controlador
de gradiente (Perkin-Elmer, series 20 "LC controller"), precolumna
{Spherisorb 10 ODS-2, 500x4.6 mm, tamafic de particula 10 um), ¢columna de
fase reversa (Spherisorb 5 ODS-2, 250x4.6 mm, tamafio de particula 5 pm),
detector ultravioleta (Perkin—-Elmer, L.C-75 "spectrophotometric detector”"),
v un integrador (Perkin-Elmer, "chromatographic intelligent-terminal®}.
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La separacién cromatografica se realizé con un gradiente lineal de 20
min y se utilizd como fase mévil tampén acido acético 0.1M ajustado a pH 5.0
con trietilamina (solvente A) y acetonitrilo {solvente B). Las condiciones
iniciales fueron A:B= 65:32 y las finales A:B= 62:37. Previamente a su
utilizacién, la fase mévil se desgasificd, con el fin de evitar el efecto
desestabilizador de las burbujas de aire sobre la presién de las bombas
cromatograficas y la presion del detector.

Los tiempos de retencién de los dos péptidos se determinaron con un
detector ultravioleta ajustado a 280 nm tras la inyeccién de cantidades
conocidas (5-10 pg) de los péptidos sintéticos B-end y NAC. El flujo
empleado fue de 1.5 ml/min. Bajo estas condiciones cromatograficas, los
tiempos de retencion fueron: 9 min para B-end y 14 min para NAC. Dichos
tiempos de retencidén se confirmaron varias veces a lo largo de la jornada de
trabajo para verificar que no sufrian alteraciones. En la Figura 13 se
presentan varios cromatogramas gue muestran la separacion de los dos
péptidos. La cantidad de muestra inyectada fue de 80-100 pl. En cada una de
ellas, se recogieron las fracciones correspondientes z los dos péptidos que
se liofilizaron para eliminar los solventes que interfieren en el RIA. Para
calcular el porcentaje de recuperacion de cada péptido, en diversos momentos
del proceso de preparacién de las muestras (durante la extraccién de los
péptidos y antes de la inyeccién en el sistema cromatografico) se afiadieron
cantidades conocidas de B-end y NAC a una estructura que nos sirvioé de
control negativo: el cerebelo.

2.3.3. Radicinmunocensayo. Metodaologia general

El radioinmunoensayo (RIA) es un método de cuantificacion de
moléculas bioldégicas concapacidad antigénica o susceptibles de adquiriria por
conjugacidén a otras mas voluminosas. El método se basa en una reaccion
antigeno-antisuero (Ag-As) . en la que el antisuero (As) se une a su antigeno
(Ag) especifico. Como launién Ag-As tiene lugar a través del establecimiento
de puentes no covalentes, la reaccion Ag-As es reversible y sigue, por
tanteo, laley de accién de masas. Sin embargo, antisueros de elevada afixiidad
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tienden a estabilizar el complejo Ag-As haciendo muy dificil su disociacidn.
El Ag se encuentra de dos formas: marcado radiactivamente (Ag caliente} y
sin marcar (Ag frio); los dos compiten por unirse al As, de manera que se
forman dos tipos de complejos: complejo marcado y complejo sin marcar. Una
vez alcanzado el equilibrio, en nuestro caso una vez transcurridas 18-24h de
incubacién, los complejos formados se separan del Ag libre por absorcién de
éste al carbono activo, que se elimina después por centrifugacién.

Como en el ensayo la concentracién de As y Ag son constantes, la
cantidad de complejo marcado es el indice del contenido de Ag frio existente
en la muestra problema. Por tanto, cuanto mayor cantidad de Ag contenga la
muestra, menos cantidad de complejo marcado se formaré en el equilibrio.
Esta cantidad se determina por contaje radioméirico de una alicucta del
sobrenadante que resulta al separar por centrifugacién el carbono activo
unido al Ag no acoplado al As. En todos los ensayos de RIA se procesa en
paralelo una curva de calibracién, en la que la muestra problema se sustituye
por cantidades conocidas de Ag frio, gque nos permite conocer la cantidad de
éste presente en el material biolégico en estudio.

Este RIA se utilizd para determinar el contenido de pB-end y de su
derivado acetilado en las estructuras de rata y ratén ya mencionadas,
obtenidas y procesadas segun se indicé en apartados anteriores. Se empled
como trazador marcado '*’I-Tyr*’-B-endorfina y se sigui6é el procedimiento
descrite por Héllt y col (1979) . Una vez reconstituidas las muestras problema
en los volumenes adecuados de tampén de RIA, se incubd la siguiente mezcla
de reaccién durante 18-24h a 4°C:

=300 yl de tampén RIA de incubacién,
=50 ul de muestra probiema o del Ag frio en el caso de la curva de
calibracion,
~50 11 de B-end marcada radiactivamente vy,
=100 pl del As en la dilucién que se unia al 50% con la f-end marcada
(dilucién final 1:10%);

de modo que el volumen final de reaccion fue de 500 ul.
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FIGORA 13. Crosatogramas de BPLC de fase reversa em el que se muestran los tiempos de elucion de § pg
de B-endorfina (1-31) (A), de 10 pg de N-Acetil-p-endorfima {1-31) (B) y de ambos péptidos (C)
determinados por absorbancia a 280am. En ordepadas se representa, a la izquierda, las unidades de
absorbancia y, a la derecha, el porcentaje de acetonitrilo, En abcisas se representa el tiempo {en
ninutos), También aparece trazado el gradiente lineal de acetonitrilo empleado para la separacién.
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El tampon RIA de incubacién esta formade por: tampon fosfato sodico
0.02M (pH 7.5), NaCl 0.15M, BSA 0.01%, gelatina 0.1%, trit6n-X-100 0.1%
(Panreac) y timerosal 0.01%. Cada muestra problema o punto de la curva de
calibrado se realizd por duplicado.

La curva estandar se construyo con las siguientes cantidades de g~end
fria: 1,3,30 y 100 fmoles/tubo. La curva se completd con unos tubos de:

-cuentas totales, levaban Gnicamente p-end marcada y el tampdon de
incubacién. Se procesaron con agua destilada en vez de con carbdn
activo ¥y nos indicaban la radiactividad total preseni:e en el ensayo,

-blancos, lewvaban una cantidad muy alta de pB-end fria,
aproximadamente de Inmol/tubo, de este modola B-end marcada queda
desplazada completamente. Se procesaron con carbdn activo y nos
indicaban la radiactividad residual del ensayo Y.

-ceros, nollevaban f-end fria y se procesaron con carbéon activo. Nos
permitian conocer el % de unién del Ac al Aqg.

Transcurrido el tiempo de incubacién, 18-24h a 4°C, se afiadit a todos
los tubos 500 pl de tampdn de revelado. En los tubos que anteriormente
denominamos cuentas totales, el tampdn de revelado se sustituy6 por el mismo
volumen de agua destilada. El tampdn de revelado es idéntico al tampén RIA
pero carece de tritén-X-100 y esta suplementado con carbén active 1.5%
{Norit A, Serva) y BSA 0.75%. A continuacion, los tubos se agitaron y se
centrifugaron a 11000xg durante 10 min. Se recogié una alicuota de cada
sobrenadante y se procedid a su contaje radiométrico.
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2.4. Determinacién de la actividad GTP-ésica en el SNC del ratén y en las
células hibridas NG 108-15

La determinacién de una actividad nucledtido trifosfatasa (NTPasa)
especifica para el GTP en un sistemaz multifuncional como la membrana
plasmatica requiere un ensayo en el que se hayan suprimido al maximo las
actividades nucleétido trifosfatasas no especificas. Por ello, se utiliza una
concentracién baja de GTP (30nM-3pM) y un inhibidor de gran numero de
ATPasas, el analoge no metabolizable del ATP AppNHp.

La membranas contienen actividades nucledsido quinasa y adenilato
quinasa que, en presencia de ADP, redistribuyen la radiactividad tanto a
nucledtidos de adenina come de guanina. Para evitarlo, se introduce en el
ensayo un sistema regenerador de ATP formado por la fosfato de creatina y
la creatina fosfoquinasa. La adiccitn de ATP mejora el rendimiento del
sistema regenerador de ATP (Cassel y Selinger, 1976). Al inhibir la ATPasa
de Na'/K' empleando ouabaina también se evita la hidrdlisis no especifica de
GTP por ATPasas. En el ensayc también se incluyen MgCl, ¥ NaCl, el primero
es necesario para que se produzca la disociacién de la subunidad a del
complejo Bt, y el NaCl para disminuir la interaccion de los receptores
desocupados con las proteinas G (Carty y col., 1990, Koski y col., 1982,
Costa y col., 1990). De hecho, es bastante probable que la actividad
GTPasica basal se deba a esa interaccién. En ausencia del ién sodio, la
actividad basal es tan grande que impide estudiar la estimulacion de la enzima
Por agonistas.

2.4.1 Preparacién de log sinaptosomas

Los ratones se sacrificaron por decapitacion v el cerebro y la médula
espinal se extrajeron rapidamente. El cerebro se disecciond en diferentes
estructuras sobre una placa de Petri a 4°C. Estas estructuras fueron:
corteza cerebral, estriado, talamo, hipotalamo, sustancia gris periacueductal
{PAG]), resto del mesencéfaio y bulbo-méduia oblongata. En los experimentos
realizados para caracterizar la actividad GTPAasica del SNC de ratén se
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utilizaron sinaptosomas de cerebro total.

El tejido procedente de al menos 5 animales se reunid, se lavd en
tampén Tris/HC1 25mM, EGTA 1mM (pH 7.4) a 4°C y se homogeneizd en frio
con un homogeneizador Polytron PT-10-35. En algunas ocasiones éste tampo6n
fue suplementado con sacarosa 0.32M. El precipitado generado
(correspondiente a la fraccidén nuclear) tras una centrifugacién de 10 min a
1000xg (Sorvall RC5C, rotor SS-34) se resuspendié en el mismo volumen de
tampon y se desechd tras otra centrifugacién a 1000xg. A continuacién, los
dos sobrenadantes resultantes se reunieron y se centrifugaron a 22500xg
durante 20 min. El precipitado asi cbtenido, se resuspendi6é de nuevo en el
tampdn y se sometio a otra centrifugacién adicional a 22500xg durante 20 min.
El nuevo precipitado, correspondiente a la fraccion P, rica en sinaptosomas,
se conservd y el sobrenadante se ultracentrifugé a 200000xg (Beckman L8-
80M, rotor 70 Ti) durante lh. Este Gltimo precipitado se denominé P,.

Seguin el tampén en el que hubieran sido preparados los precipitados
se denominarcn: P,sin, P,con, P,sin o P,con. Con esta denominacion se hace
referencia a la presencia (con) o no (sin) de sacarosa durante el proceso de
generacién de los precipitados. En todos los experimentos, excepto en
aquellos realizados para caracterizar la actividad GTPasica del SNC de raton
se utilizaron fracciones P,. La razon fue la siguiente: aunque en las
fracciones P, se detecta actividad GTPéasica de baja Km, ésta no se modifica
ni por agonistas ni por antagonistas (Ott y col., 1989). Los precipitados se
resuspendieron en Tris/HCI 25mM, EGTA ImM (pH 7.4) a una concentracion

media de proteina 3-7 ng/uil v se congelaron en fracciones a —-70°C hasta que
se utilizaron.

Las células, en PBS, se desprendieron de los frascos por agitacion y
se precipitaron por centrifugacién a 500xg (Beckman GP )} durante 5 min. Las
células se resuspendieron en tampén Tris/HCl 25mM, EGTA 1mM, sacarcgsa

81



0.32M (pH 7.4) a 4°C, hasta alcanzar una concentracién de 10° células/mi,
y se homogeneizd en frio con un homogeneizador tefléon/vidrio. La fraccion
P;con se prepard como en el caso de los sinaptosomas.

2.4.3. Descripcién del método

La determinacion de la actividad GTPasica asociada a proteinas G se
llevd a cabo monitorizando la liberacién de **Pi a partir de [t-*P]GTP. El
ensayo para determinar la actividad GTPéasica es una modificacion del método
de Cassel y Selinger (1976). El medio de incubacién consiste en: GTP 3uM,
[t-**P]GTP 0.4nM (4x10° c.p.m.), EDTA 0.1mM, ditiotreitol 2mM, NaCl
100mM, MgCl; 5mM, App(NH)p 0.25 mM, ouabaina 1mM, ATP 1mM, fosfato de
creatina 10mM, 2.5 unidades de creatina fosfoquinasa, Tris~HCl 10mM (pH
7.4) vy 1-5 pg de fraccion proteica, todo ello en un volumen final de 100 pl.
A fin de proteger los péptidos enddégenos (como la B-end o su derivado
acetilado) de la degradacion de proteasas inespecificas se incluyeron en la
mezcla de incubaciéon BSA 0.1% y bacitracina 0.01%. En ensayos de fijacién
estos agentes habian demostrado ser eficaces en la protecccién de estos
péptidos (Garzon y Sanchez-Blazquez, 1991).

En general, la reaccién se inicié con la adicién de la suspensién de
membranas al medio de incubacién precalentado y se llevd a cabo durante
10/20 min a 37°C. Sin embargo, como se describiri en el préximo apartado,
el protocolo experimental sufrié variaciones en funcion del estudio que se
estuviera abordando. Tras la incubacién, las muestras se enfriaron en un
bafio de hielo (en esas condiciones la hidrélisis de [t-*’P]GTP es
inapreciable). A continuacién, para inhibir por completo la actividad
enzimatica y para separar el ¥*Pi del [t-**PGTP no hidrolizado, se afiadieron
900 nl de una suspensién de carbon activo al 5% (peso/volumen} {Norit A,
Serva) en acido fosforico 20mM (pH 2.3) a 4°C. Después de realizar una
centrifugacién a 11000xg durante 15 min se recogieron 500 pl del
sobrenadante (donde se encuentra el **Pi) a los que se afiadieron 2 ml de
liquido de centelleo (ECOLUME, ICN). Por dltimo se procedid a su contaje
radiométrico en un contador de centelleo ( Beckman, LS-5801).
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En estas condiciones experimentales, la hidrélisis de GTP fue de
aproximadamente un 20%. La hidrdlisis dependiente del componente enziméatico
de alta afinidad constituye el 30-50% de la hidrélisis total. La liberacién de
¥pi por este componente se reduce por competicién al incrementar la
concentracién de sustrato no marcado (GTP). En presencia de un exceso de
GTP frio el **Pi liberado se debe esencialmente a la actividad de NTPasas de
baja afinidad. Esta hidrélisis de baja afinidad no esta mediada por proteinas
G y se incrementa en relacion directa al aumento de la concentraciéon de GTP.
Los blances {sin proteina) presentaron una radioactividad residual del 1-2%.

La actividad GTPasica de baja Km {(de alta afinidad) se obtuvo
sustrayendo la observada en presencia de una concentracién alta de GTP (1
mM) de la hidrdlisis total observada (en ¢c.p.m. ) a una concentracién baja de
GTP (30 nM o 3-30 pM, dependiendo del experimento). Este céilculo permite
eliminar el componente hidrelidco debido a las nucledsido trifosfatasas
inespecificas. A lo largo de este trabajo se aludira al componente especifico
cemo actividad GTPasica de alta afinidad o de baja Km, indistintamente.

Los resultados se expresan segun el ensayo, en pmoles de GTP
hidrolizados/mg de proteina/minuto, como $ [t-**P]GTP hidrolizado, o como
% actividad basal. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El
analisis de los datos para calcular la constante de afinidad (Km) y la
velocidad maxima de la reacciébn (Vmax) se llevd a cabo mediante la
representacion de Lineweaver-Burk en la que se relaciona la inversa de la
velccidad de la reaccién [(1/pmol).mg.min] en ordenadas con la inversa de
la concentracién de sustrato (1/GTP) en abcisas. Las concentraciones de
G TP empleadas fueron 0.07, 0.08, 0.1, 0.16, 0.25, 1, 10 v 100 uM. Los datos
se ajustaron a una recta en la que la Km viene dada por la inversa cambiada
de signo de la interseccién de la recta con el eje de abcisas, v la Vmax se
determina como la inversa de la interseccion de la recta con el eje de
ordenadas. Del mismo modo, la pendiente de la recta se corresponde con la
relacién Km/Vmax. Los resultados se expresan en (1/pmoles
hidrolizados).mg proteina.minuto para la 1/V y en uM de GTP para la Km.
Los datos se estudiaron, por tanto, por andlisis de regresién lineal y las
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constantes cinéticas se ocbtuvieron empleando la ecuacién de Michaelis-Menten
(Tallarida y Murray, 1981).

2.4.4, Protocolos experimentales empleados

Protocolo inicial

En la caracterizacién de la actividad GTPéasica del SNC de ratén y en
el estudio comparative en estructuras del SNC de ratones controles y
tolerantes se afiadié la suspensién de membranas al medio de incubacidén
precalentado a 37°C y la mezcla se dejd en incubacién a esa temperatura
durante 10 min (Cassel y Selinger, 1976; Koski v col., 1982; Ott y col.,
1989; Selley y Bidlack, 1992). La actividad GTPasica de baja afinidad se
determiné en presencia de GTP 1 mM. La actividad total se obtuvo en
presencia de 30 nM de sustrato.

Protocolo de preincubacién en frio

En las condiciones experimentales descritas se ensayaron los efectos
de los agonistas opioides morfina, DAGO y DADLE sobre la actividad
GTPasica de baja Km en el PAG de ratén. Para conseguir efectos
estimulatorios en torno al 25% sobre la actividad GTPéasica basal (55-60
pmoles/mg/min), por otra parte bastante limitados, se necesitaron
concentraciones micromolares de los agonistas a fin de producir una alta
ocupacién del receptor opicide. El péptido enddégeno p-end se presentd
incluso més débil en este efecto (Gnicamente un 10% de incremento con
respecto a. los valores basales). Las concentraciones de los opioides
empleadas asi como los efectos que éstas provocaron coinciden con las
descritas en la bibliografia (Barchfeld y Medzihradsky, 1984; Clark y col.,
1986; Fedynyshyn y Lee, 1989; Franklin y Hoss, 1984).

Se intentd mejorar el rendimiento de la reaccidén aumentando el tiempo

de incubacién a 37°C. Dado que estas enzimas son termosensibles, la
hidrélisis de GTP cesa practicamente luego de 20-25 min de incubacién. En
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esas condiciones experimentales la respuesta de las membranas a una
concentracién micromolar de DADLE (10 pM) mejoré con respecto a la
obtenida en el protocolo anterior {(alrededor del 40% sobre la actividad basal)
pero unicamente cuvando la concentraciones de sustrato presentes en el
ensayo eran muy altas (3-10 uM de GTP) (ver apartado 3.3. de resultados).

Con objeto de obtener activaciéon de la actividad GTPasica de alta
afinidad a concentraciones selectivas de los diferentes subtipos del receptor
opioide, en el rango nanomolar, se explord el resultado de equilibrar los
agonistas con el tejido antes de iniciar la reaccion enzimatica. Para evitar el
deterioro enzimatico gque se produce con la temperatura se realizaron
incubaciones en frio (a 4°C) a distintos tiempos, desde 1h hasta 3h. A partr
de 2h de preincubacién concentraciones en el rango nanomolar, modificaron
la respuesta de la actividad GTPéasica del PAG de ratén, por lo que ese fue
el periodo seleccionado en nuestros experimentos. En este sentido, un
trabajo previo de nuestro grupo ha demostrade que a los 90 min de
incubacién a 4°C se alcanza el equilibrio de unién de los opioides con el
receptor 1 del SNC del raton (Garzén y Sé&nchez-Blazqguez, 1987). A esa
temmperatura la enzima no se deteriora y el ligando (a concentraciones
nanomolares) tiene tiempo de equilibrarse con sus receptores mas especificos
por lo que ahora es posible que esas concentraciones induzcan la estimulacidén
de la actividad GTPasica.

Por tanto, en los experimentos en los que se ensayd el efecto de una
sustancia (agonista, antagonista o mastoparan) sobre la actividad GTPasica
de alta afinidad, se realizd una preincubacién con las membranas en Tris-HCl
10mM, EGTA 0.5mM (pH 7.4) durante 2h a 4°C con el objeto de equilibrar
estas sustancijas con sus receptores o proteinas diana. A continuacién esta
suspension de membranas (20 pl) se llevd al medio de incubacién (80nl)
previamente precalentado a 37°C y que contenia todos los componentes
necesarios para la reaccion a excepcion logicamente de la sustancia a ensayar
y las membranas. La concentracién de proteinas y sustancias en la
suspension era la apropiada para obtener la concentracién final deseada en
la incubacién (100rl). La reaccion se realizdé durante 20 min a 37°C.
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Protocolos de trabajo con antisueros

1. Tratamientos "in vitro®

En la mayoria de los experimentos, se siguié el protocolo descrito en
la literatura. Este método consta de dos pasos: 1) una preincubacion del
medio de incubacién junto con las membranas, los antisueros y el GTP, en un
volumen final de 80ul durante 1h a 37°C; y ii) una incubacién de 20 min a
37°C de la mezcla anterior a la que se le afiaden el [t-**P]GTP y la sustancia
a estudiar (en un volumen de 2011); el volumen final de la reaccién es de
100nl (McClue y col., 1992; McKenzie y col., 1988; McKenzie y Milligan,
1990). A este protocolo pasamos a denominarlo Protocolo 1.

Este protocolo hubo de ser modificado, concretamente al estudiar la
contribucién de la subunidad G,,.a del PAG a la actividad GTPasica sensible
a opioides. Se comenzd incubando las membranas con el antisuero en una
concentracién salina y en presencia de BSA, durante 3h a temperatura
ambiente. En esas condiciones los agonistas opioides produjeron una pobre
estimulacién GTPasica y, por tanto, la posible inhibicién del proceso por el
antisuero nc pudo determinarse. Subsecuentemente, se sustituyod el primer
paso del protocolo que denominamos protocolo 1 (lh a 37°C) por una
preincubacién en frio (4°C) a distintos tiempos, desde 2h hasta 12h. Sin
embargo, no se cbservd regulacion de la actividad enzimatica por los
agonistas opioides y obviamente fue imposible determinar su modulacién. Se
puede concluir, por tanto, gque una preincubacién de las proteinas en
presencia de GTP a baja temperatura no favorece ni el proceso de
estimulacién por los agonistas ni el acceso de los antisueros alas subunidades

a de las proteinas G.

En presencia de una concentracién alta de GTP (en el rango
micromolar) aunque la actividad GTPasica es practicamente inexistente, sin
- embargo es posible gque los receptores opioides se desacoplen de las proteinas
G y pasen a un estado de baja afinidad para el agonista 1o que resulta en una
pobre unién del ligando por su receptor. En presencia de GTP y a 37°C, las
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proteinas G se disocian, aumenta la actividad GTPasica, y el antisuero tiene
mas posibilidades de reconocer las subunidades Ga. Como no todas las
proteinas G presentan la misma afinidad (Km) por el GTP, aquellas que
requieran mayor cantidad de GTP, como la G,,.a (Casey y col., 1990), no
podran manifestarse si se emplea el protocolo 1, a menos que se empleen
concentraciones mas altas del nucleétido. Hay gque considerar que la
concentracion de GTP disminuira rapidamente a 37°C al carecer la mezcla de
incubacién del sistema regenerador de GTP. Por ello, en experimentos
dirigidos a estudiar la modulacién de la actividad GTPAasica de la subunidad
G,,«a, se utilizé un protocolo muy parecido &l 1, pero en el primer paso se
sustituyé el GTP por la sustancia a estudiar lo que facilita una elevada
ocupaciéon del receptor por el agonista en el ensayo. El GTP, por tanto,
acomparia a las proteinas s6lo en la ultima parte del experimento, durante la
incubacidon de 20 min a 37°C y su concentracién durante el ensayo de
actividad GTPasica sera suficiente como para que todas las subunidades a de
las proteinas G puedan manifestarse. A este protocolo le denominamos
Protocolo 2.

2. Tratamientos "in vivo"

Se emplearon ratones ligeramente anestesiados con éter a los que se
administrd por via intracerebroventricular 4 pl de antisueros purificados
anti~G,,a y anti-G,,.a a una dilucién equivalente de 1:1000. Los animales
fueron sacrificados a las 24h de la inyeccién, se aislaron los PAG y se
prepararon las fracciones P, que se utilizaron para la determinacién de la
actividad GTPasica. El protocolo que se siguid para ello fue el de
preincubacién en frio, seguido de una incubacién de 20 min a 37°C. El
componente de baja afinidad (definido en presencia de GTP 1 mM) se sustraje
de la hidrélisis detectada con una concentracién de GTP de 3 pM.

2.5. Determinacién de protefnas

Se siguid una modificacién del método original Folin—-Phenol descrito
por Lowry y col (1951). Dicho método se basa en la formacién de un complejo
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cobre-proteina en un medio alcalino que reduce al reactivo fosfomolibdico-
fosfotungsténico (reactivo de Folin) formande un compuesto coloreado que
se mide fotométricamente.

Para la realizacion de este ensayo, se necesita una curva patron de
proteina (desde 5 hasta 100 ng de proteina/tubc) que se prepara a partir de
una solucién de BSA de concentracion 0.5 mg/ml. Se toma un volumen de 1
ml del homogeneizado problema y de las soluciones conocidas de BSA, se les
afiade 100 nl de desoxicolato sddico 0.15% (para favorecer la extraccion de las
proteinas), se esperan 10 min y luego se afladen 100 pl de acido
triclorcacético 72 % (para precipitar las proteinas). A continuaciéon se
centrifugan las muestras a 11000xg durante 10 min al cabo de los cuales se
elimina el sobrenadante. A continuacién, se resuspenden los precipitados en
200 yl de NaOH 0.8N, 200 pl de CTC (un reactive compuesto por tartrato
s6dico 0.2%, sulfato ciprice 0.1% y carbonato sédico 10%) y 400 pnl de SDS 5%.
Se agitan y se esperan 10 min. Luego se afiaden 400 pl de reactivo de Folin
0.5 N y se mide la absorcién de cada muestra a 750 nm en un
espectrofotOmetro {Pharmacia LKB, Novaspec II) una vez transcurridos 45
min. Con los datos obtenidos se construye una curva de calibrade sobre la
que se determina la cantidad de proteina contenida en las muestras problema.

Esta modificaciéon del método de Lowry descrita por Peterson (1983),
permite una valoracién de proteinas (sqlubles y de membrana) muy fiable,
incluso en soluciones muy diluidas. Con la precipitacién se consigue ademas,
concentrar la proteina y eliminar la mayoria de sustancias que interfieren en
la formacién del complejo coloreado.

2.6. Analisis estadistico

Las diferencias significativas se determinaron por anilisis de varianza
seguido del test de Newman-Keuls. El nivel de significacién empleado fue
p<0.05. Se empled el programa estadistico "Pharmacologic Calculation
System" (Tallarida y Murray, 1981).

88



RESUL.TADOS



1. Evolucién temporal de la tolerancia y dependencia a la administracién
crimnica de morfina

La administracién cronica de morfina se realizé, segin se detalla en el
apartade 2.1.1. de Materiales y Métodos, mediante la administracién
subcuténea de una suspensién de morfina en el ratén y, por la implantacion
subcutdnea de minibombas osméticas conteniendo una solucién de morfina en
la rata.

El desarrollo de la .tolerancia se siguié a distintos tiempos tras la
implantacién de la morfina a través de los cambios sufridos en la actividad
analgésica del opicide en el test del "tail-flick" con estimulo térmico
nociceptivo. Los resultados estdn representados en la Figura 14. La
actividad antinociceptiva se expresa como la media+E.S.M. del porcentaje del
maximo efecto posible (MEP); % MEP= 100 % (latencia del test - latencia
basat)/(10-latencia basal). El grado de analgesia inducido por la morfina en
el ratén durante las 2h siguientes a su administracién fue el maximo
detectable en este test; en la rata debide a la lenta liberacién de la morfina
por las minibombas se necesitaron 6h para alcanzar el maximo grado de
analgesia. La respuesta alcanzd durante estos intervalos el Hempo maximo de
corte establecido (10 segundos). El grado de analgesia fue disminuyendo
paulativamente (tolerancia) hasta alcanzar, 48h después de la administracion
de morfina, wvalores semejantes a la respuesta observada en el grupo de
animales placebo.

En animales tolerantes la interrupcion de la administracién del opioide
da lugar a la expresién de la dependencia fisica, gque se manifiesta con una
serie de signos caracteristicos que constituyen lo que se denomina "sindrome
de abstinencia". Entre ellos, el mas estudiado por su incidencia y facil
cuantificacién cbjetiva es la ejecucién repetitiva de saltos. Por tanto, el
grado de dependencia a la morfina de los animales se determinéd valorando la
aparicién e intensidad de este signo. Para determinar el desarrollo de
dependencia a morfina se preparé un grupo de animales tolerantes distinto
al que se utlizd® para realizar las determinaciones bioquimicas. A estos
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animales se los administrd el antagonista opioide naloxona (5 mg/Kg, en el
ratén y 1 mg/Kg en la rata, i.p.) 3 dias después de la implantacién de la
morfina y se procedié a evaluar la conducta saltatoria de los animales.
Después de la administracién de la naloxona, 1os animales se introdujeron en
una caja de metacrilato transparente registrandose el porcentaje de animales
que presentaba la conducta saltatoria, asi como la intensidad de dicha
conducta durante los 10 min siguientes. En la Tabla 3 se presentan los
resultados obtenidos al precipitar el sindrome de abstinencia en el ratén y en
la rata. En los grupos de animales tratados con placebo ¥ en los tolerante—
dependientes a la morfina se indican la presencia del signo e intensidad de
la conducta saltatoria.

I.a mortalidad inducida en el ratdin por el tratamiento crénico con la
suspension de morfina fue muy baja. La intensidad del sindrome de
abstinencia que se obtuvo tras la administracion de naloxona, reveld la
aparicion de niveles altos de dependencia {ver Tabla 3). Estc confirma la
validez del método para el estudio de la tolerancia-dependencia a la morfina.
Es una metodalogia sencilia y reproducible que garantiza la presencia de
elevados niveles de morfina en plasma y tejido cerebral, (Maggiolo y
Huidobro, 1961; Yoburn y col., 1985). Con la utilizacién de minibombas de
liberaci6n lenta, se desarrolla un grado de tolerancia-dependencia en la rata
comparable al obtenido con otros métodos de administracién crénica
(implantacion de los comprimidos tradicionales o administracién de suspension
de morfina) (Adams y Holtzman, 1990).
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FIGURA 14. Corso temporal del desarrollo de la tolerancia al efecto analgésico de la morfina en el ratés
(A} v en l2 rata (B). Todos los animales fueron implantados conm morfira s.c., a las Oh. La amalgesia
se evalud en el test del "tail-flick", a distintos tiempos tras la implantacidn; los valores se expresan
como la pediatE.S.M. del % del maximo efecto posible {3 MEP), de grupos de 10 amimales cada uno,
tDiferencias siqnificativas respecte a los amimales controles. Andlisis de varianza sequido del test
de Newmzn-Reuls, p<0.05.

TABLA 3
RIPRESION DEL SINDROME DE EXPRESTION DEL SINDROME DE
ABSTINENCIA EN EL RATON. ABSTINENCIA EN LA RATA.
Tratamiento % animales { N2 saltos Tratamiento § anigales | H¢ saltos
Placebo Nz == n.d. Placeho Kx --- n.d.
¥orfina Salino - n.d. Morfina Salino --- n.d.
¥orfina Nx 95 02| Morfina Nx 90 1344

n.d ; oo detectable

Ezxpresion del sindrome de abstinencia em el ratém y en la rata. 72h después de la implantacidn de la
sorfina se precipitd el sindrome de abstinencia con naloxona (Nx), i.p. 5 wg/Kg en el ratdén y 1 mg/Kg
en la rata. Se representa el porcentaje de anmimales gue presentd la conducta saltatoria asi como el
nimero de veces que se produce, en grupos de 20 anieales. La respuesta se evaied durante los 10 minutos
sigquientes a la administracién de la NI.
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2. Contenido de p-endorfina {1-31) y de N-acetil-f-endorfina (1-31) en
estructuras det SNC e hi : Efecto la ancla— dencia

La tolerancia y la dependencia se consideran respuestas fisioldgicas
adaptativas a la inhibicién crénica de la funcién neural inducida por opioides
exdgenos. En este apartado del trabajo se ha estudiado la influencia de la
tolerancia y dependencia a morfina sobre el sistema opioide enddgeno de la
rata y el ratdén. Para elloc se determinaron los niveles de los péptidos #-
endorfina (1-31) (f-end) y de N-acetil-f-endorfina (1-31) (NAC) en cuatro
grupos experimentales que se denominaron: control, tolerante 24h, tolerante
72h (implantados con morfina durante 24h o 72h) y abstinente (implantados
con morfina durante 72h y sacrificados 24h después de la retirada de las
minibombas o del agotamiento de las suspensiones oleosas {72h)}).

2.1. Rata

Los niveles mas etevados de f-end se encontraron en la hipéfisis,
seguida en orden decreciente por, tdlamo, septum, estriado, hipotalamo,
sustancia gris periacueductal {PAG), bulbo y resto de mesencéfalo. La NAC
también presents los mayores niveles en la hipéfisis y fueron seguidos por
los de talamo, hipotadlamo, PAG, septum, bulbo, estriado y resto de
mesencétalo.

Los efectos sobre los niveles de ambos péptidos de la administracién
crénica de morfina y de la abstinencia al opioide se muestran en la Figura 15.
La morfina crénica disminuy6 significativamente el contenido de B-end y NAC
en todas las estructuras estudiadas a excepcidn del septum donde los niveles
de NAC no se alteraron. Al intervalo estudiado, tras la retirada del opicide
no se observd reversion de los efectos de la morfina. En general se
detectaron disminuciones en el contenido, aunque en algunas regiones
también pudieron observarse cambios en la relacién B-end/NAC. En este
sentido, en el septum y en el estriado, regiones que estan implicadas en la
expresién de la dependencia fisica (Sweep y col., 1989}, se observé una
proporcién 4 veces menor a la del grupo control, proporciéon que se recuperd
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en animales abstinentes.

En la Figura 17 se representan los datos referentes a la hipéfisis, en
el 16bule anterior de animales tolerantes, se observaron incrementos de los
dos péptidos de caracter significativo aunque a distintos intervalos tras la
implantacién de la morfina (24h para B-end y 72h para NAC). Tras la
desaparicion de la morfina se reestablecieron los valores de animales
controles para la NAC pero no para la B—end. En el 16bulo neurointermedio,
sin embargo, la presencia de morfina no alteré el contenido de 8-end pero
disminuyd significativamente el de NAC. En animales abstinentes, los niveles
de ambos péptidos se vieron incrementados con respecto al grupo control.

2.2. Ratétn

En el cerebro de raton, respecto al contenido de B-end, las
estructuras se ordenaron de maycr a menor: hipofisis, PAG, talamo, buibo,
hipotalamo, septum, estriado y resto de mesencéfalo. Para la NAC el orden
fue: hipdfisis, tadlamo, hipotalamo, septum, bulbo, PAG, estriado y resto de
mesencéfalo. Distribuciéon muy parecida a la observada en el cerebro de la
rata.

Los efectos sobre los niveles de ambos péptidos de la morfina crénica
Yy de la abstinencia se muestran en la Figura 16. En hipotilamo y resto del
mesencéfalo se produjo un incremento significativo en los niveles de los dos
péptidos a las 24h de la implantacion. Este efecto también se observd para
NAC en el estriado, estructura en la gque el contenido de 8—end no se modificd
a lo largo de la tolerancia. En el bulbo, la presencia crénica de morfina
disminuy?é la cantidad de ambos péptidos (siguiendo un patrén muy parecido
al encontrado en la rata) mientras que en el septum sucedit lo contraric. En
el PAG, sin embargo, los niveles de B-end aumentaron y los de NAC
disminuyeron. En el talamo, sblo se observaron cambios en el contenido de
g—end.
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La abstinencia no modificd el efecto ejercido por la morfina crénica en
hipotalamo, bulbo y talamo. En PAG, el contenido de @-end recuperd los
valores del grupo control, pero los de NAC continuaron elevados. En el resto
del mesencéfalo y el estriado, la retirada del opicide incrementd
significativamente los niveles de los dos péptidos, aunque el aumento de NAC
fue mayor. En el septum se produjo una disminucién de f-end y NAC, en el
caso de éste qltimo péptido se recuperan los niveles de animales control,

En la Figura 17 se presentan los datos de la hipodfisis. Tanto la
administracién crénica de morfina como la abstinencia incrementaron los
niveles de B-end pero no modificaron los de NAC, salvo en los animales
sacrificados 24h tras la implantacion en los que se detectd una acusada
disminucién en el contenido de éste péptido.
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3. Actividad GTPasica de alta afinidad

3.1. Caracterizacién de la actvidad GTPasica del SNC de ratén

3.1.1. Evalucién en el tiempo de incubacién

Como se observa en la Figura 18, la aparicién de **Pi se relaciona
linealmente con el tiempo hasta aproximadamente los 20 minutos de incubacién
a 37°C. Para los experimentos descritos en este trabajo se eligieron 10/20 min
como Hempos de incubacion. La hidrdlisis debida a la actividad GTPéasica de
alta Km se determind en fracciones P; de cerebro total de ratén en presencia
de 1 mM de GTP y se sustrajo de la determinada en presencia de 30 nM de
GTP.

3.1.2. Influencia de la cantidad de proteina

La hidrélisis de [t-**P)GTP debida a la actividad GTPéasica de alta Km
se determiné en fracciones P, y P; con y sin sacarosa de cerebro total de
ratén en presencia de 1 mM de GTP y se sustrajo de la determinada en
presencia de 30 nM de GTP. Como se observa en la Figura 19, la relacién
entre la cantidad de proteina en el ensayo y la hidrélisis de GTP durante 10
min a 37°C depende de la preparacion de membrana utilizada. La linealidad
se mantiene en todos los casos cuando la cantidad de proteina empleada es
menor o igual a 5 pg. Sin embargoe, en la Figura 19 también se aprecia que a
igualdad de cantidad de proteina se produce una mayor hidrélisis si se
utilizan fracciones preparadas con sacarosa.
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3.1.3. Curvas de dilucién del [t-*P]GTP

Se realizaron curvas de dilucién de GTP sin marcar en fracciones P,
y P, con y sin sacarosa de cerebro total de ratdén. Como se cbserva en la
Figura 20, la hidrélisis de [t-*’P]GTP se redujo en presencia de GTP frio
incluso a concentraciones muy bajas (no6tese gue la escala del eje de
ordenadas para la preparacion P,sin es diferente). Esto indica que la
actividad GTPasica (GTPasa} de baja Km es la principal responsable de la
hidrélisis de GTP en las distintas preparaciones de membrana de cerebro
total de ratdn. En este sentido, trabajos previos muestran que la actividad
GTPasica esta formada por dos componentes, uno de alta afinidad (saturable
con concentraciones nanomolares de GTP) y uno de baja afinidad que aumenta
linealmente en relacidon directa al aumento de la concentracién de GTP (Cassel
Yy Selinger, 1976).

El diagrama de Lineweaver-Burk dela actividad GTPasica es curvilineo
indicando que al menos dos enzimas con afinidades distintas por el sustrato,
el GTP, participan en su hidrdlisis (Aktories y Jakobs, 1981). Por tanto, la
hidrélisis de [t-**P]GTP en membranas de cerebro de ratén se debe a la
actuacién de al menos dos componentes, uno de alta y otro de baja afinidad.
La liberacién de **Pi por la GTPasa de alta afinidad es saturable y puede
estimarse en 60-80% de la hidrélisis total.

Con estos resultados se construyeron diagramas de Lineweaver-Burk,
que se muestran en la Figura 21, para el componente GTPéasico de alta
afinidad en cada una de las preparaciones de cerebro total de ratédn
estudiadas: P,sin, P;con, P,sin y Pscon. A partir de ellos se calcularon las
Kms aparentes (como se indicé en el apartado 2.4.3. de Materiales y Métodos)
¥y que a continuacién se detallan. Entre paréntesis aparecen los limites del
intervalo de confianza al 95%.
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P,sin Km= 0.367 (0.331-0.406)
P,con Km= 0.183 (0.152-0.214)
P,sin Km= 0.538 (0.497-0.558)
P,con Kms= 0.121 (0.088-0.154)

La actividad GTPasica de las fracciones P, esta asociada a las proteina
G de la membrana plasmatica, mientras gue la observable en las fracciones P,
es consecuencia de las proteinas G asociadas a los microsomas por ello,
independientemente de sus caracteristicas cinéticas, no es regqulada por
receptores (Ott y col., 1989). Esta es la razdn por la que en este trabajo se
hayan empleado fracciones de membrana F,;, y dado que aquelias preparadas
con sacarosa presentaron una mayor afinidad por el GTP, siempre se
obtuvieron en presencia del azicar.

La hidrélisis debida a la actividad GTP4sica de alta Km se determiné en
presencia de 1 mM de GTP y se sustrajo de la determinada en presencia de las
distintas concentraciones de GTP. La reaccién se llevd a cabo durante 10 min
a 37°C (condiciones experimentales definidas como protocolo inicial en el
apartado 2.4.4. de Materiales y Métodos).

3.2. Estudio de la administracién crénica de morfina sobre la actividad
GTPasica de diferentes areas del SNC del ratén

La hidrélisis debida a la actividad GTPasica de alta Km en todos los
experimentos que se detallan a continuacién se determind en fracciones P,
con sacarosa preparadas a partir de distintas areas del SNC de ratdén. La
concentracién final de GTP en el medio de incubacién fue de 30 nM. La
GTPasa de alta Km se definid tras restar la hidrdlisis observada en presencia
de 1 mM de GTP. Se realizd una incubacién de 10 min a 37°C (definida como
protocolo inicial en el apartado 2.4.4. de Materiales y Métodos).
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3.2.1. Distribucién de la actividad GTPéasica de alta afinidad en el SNC del
ratdn

La actividad GTPasica de baja Km present6 una distribucién diferencial
en las distintas zonas del SNC de ratén (‘Tabla 4). El hipotalamo, el resto del
mesencéfalo (menos la sustancia gris periacueductal) y el estriado exhibiercon
una actividad GTPasica de baja Km significativamente mayor que la
presentada por el bulbo. Los valores basales oscilaron entre los 6
pmoles/mg/min del bulbo y los 12 pmoles/mg/min del resto del mesencéfalo
(resto).

La distribucion de la GTPasa de baja Km sensible a la morfina tampoco
es uniforme. Después de 3 dias de exposicion cronica a la morfina, el bulbo,
la sustancia gris periacueductal (PAG), el resto v el hipotalamo presentaron
una actividad G TPéasica significativamente menor a la del estriado o el tdlamo.

La actividad especifica de la GTPasa de alta afinidad mostro diferencia
significativas entre &l grupo control y el tolerante-dependiente de distinto
signo, asi, en el tidlamo de animales crénicamente implantados con morfina la
hidrdélisis de GTP aumenta mientras que en el PAG lo gue se observa es una
disminucién. Existe una tendencia ala reduccién de esta actividad enzimatica
en el resto y en la médula espinal de animales tolerante-dependientes. Por el
contrario, este tratamiento no produjo ningiin cambio en corteza, hipotalamo,
estriado y bulbo (Tabla 4). Estas diferencias se encuentran ilustradas en la
Figura 22.
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TABLA 4. EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE MORFINA SOBRE LA

ACTIVIDAD GTPasica DE ALTA AFINIDAD EN DISTINTAS ESTRUCTURAS DEL SNC DE
RATON.

HIDROLISIS DE GTP
(pmoles/mg/min)

ESTRUCTURAS COKTROLES TOLERANTES
Corteza 10.2 ¢+ 0.9 10.3 ¢ 1.2
Talano 10.4 : 0.9 15.1 ¢ 1.1

Bipotdlamo 9.6 ¢ 0.8 10,5 ¢+ 1.1

Estriado 14.4 1 1.4 1.9+ 1.1
PAG 10.1 ¢+ 0.8 b.4 ¢ 0,8

Resto 11.4 ¢+ 0.8 9.2 ¢ 0.6

Bulbo 6.03 ¢ 0.4 6.9 ¢+ 0.7

i Médula Espinal 9.9+ 1.1 7.2 ¢ 0.7

Actividad GTPasica de alta afinidad en distintas estracturas del SNC de ratones tolerante-dependientes
2 morfina y controles. lLa tolerancia-dependencia a morfina se indnjo por la liberacién sostenida del
alcaloide a partir de una suspensidén de morfina conteniende 75 mg de morfina base implantada
subcutdneamente. Los animales se sacrificaron al tercer dia de la implantacitn. Los resultados estdn
expresados en picomoples de GTP hidrolizados por miligramo de proteina y minuto; cada valor representa
la mpedia:ESM de al menos 6 determinaciones. ¢ Diferencias significativas entre animales tolerante-
dependientes y controles. Andlisis de varianza sequido del test de Newman-Kenls, p¢0.05. {PAG=sustancia
gris periacoeductal, Resto-resto del mesencéfalo}.
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3.2.2. Caracteristicas cinéticas de la actividad GTPdsica de alta afinidad en
el SNC de ratén

Se realizaron diagramas de Lineweaver-Burk del componente G TPasico
de alta afinidad de las areas neurales estudiadas en animales controles y en
animales tolerante-dependientes a morfina. Se calcularon las Kms aparentes
por andlisis de regresion lineal, como se indicd en el apartado 2.4.3. de
Materiales y Métodos. En controles los valores de las Kms oscilaron entre los
minimos de hipotilamo, resto y corteza (0.193 uM, 0.200 pM y 0.208 pM) y los
maximos del estriado y médula espinal (0.300 pyM y 0.308 pM). Tras el
tratamiento con morfina crénica se produjeron cambios con respecto a la
situacidén control. Las Kms de estriado, PAG y médula espinal disminuyeron,.
mientras que las de hipotilamo y resto aumentarcn. Los resultados estén
recogidos en la Tabla 5.

3.3. Efecto estimulador de los opicides sobre la actividad GTPasica

Reynolds (1969) y Jacquet y Lajtha (1973) pusieron de manifiesto que
la estimulacion eléctrica en nacleos de la sustancia gris periacueductal (PAG)
o la inyeccién i.c.v. de opicides produce analgesia supraespinal. Estos
autores sugirieron que los opicides estimulan ciertas vias inhibitorias de la
transmisioén nociceptiva en su camino hacia el talamo y la corteza cerebral. El
PAG también juega un papel importante en los mecanismos adaptativos
relacionados con la tolerancia-dependencia a los opicides (Herz y col. ,1970).
Se ha observado gue i) la inyeccién de antagonistas opioides en el PAG de
ratas dependientes a morfina provoca la aparicion de signos caracteristicos
del sindrome de abstinencia (Koob y Bloom, 1988) y que; ii} la administracion
de toxina pertisica i.c.v. del ratén disminuye la analgesia provocada por
distintos opioides {Sanchez-Bliazquez y Garzdn, 1988) y atenia los signos del
sindrome de abstinencia que aparecen tras administrar naloxona a animales
dependientes a morfina (Parolaro y col., 1990). En el efecto antinociceptivo
de los opinides participan estriicturas supraespinales y espinales ( Takemori
y Porthoghese, 1993; Kiefel y col., 1993). La administracién c¢rénica de
morfina en estas localizaciones provoca la aparicién de fenémenos de
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tolerancia circunscritos al nivel de administracion, por ello, se ha sugerido
que los mecanismos implicados en la analgesia son independientes de los que
participan en la tolerancia espinal y supraespinal (Siuciak y Advokat, 1987;
Takahashi y col., 1991).

El estudio de la actividad GTPasica de baja Km y su regulacion por
opicides se estudié principalmente en dos areas del SNC estrechamente
implicadas en los efectos analgésicos de estas sustancias, el PAG a nivel
supraespinal y la médula espinat (ME). También se utilizarcn céluias hibridas
de neuroblastoma glioma NG 108-15 en las que se ha descrito una poblacion
homogénea de receptores opicides tipo §. La actividad GTPasica de alta
afinidad en las célulag NG 108-15 fue caracterizada por primera vez en 1981
por Koski ¥ Klee, desde entonces, en la mayor parte de los trabajos en los
que se ha abordado el estudio de esta actividad enziméatica en relaciéon con los
opioides se han empleado membranas procedentes de estas células (Koski y
col., 1982; Selley y Bidlack, 1992; Vachon y col., 1986)}.

En los experimentos que se detallann a continuacion se trabajé con
fracciones de membrana P, preparadas con sacarosa y se utilizd el protocolo
de preincubacién en frio (Zh a 4°C) seguido de una incubacién de 20 min a
37°C. Se utilizaron estas fracciones porque, como ya se ha sefialado con
antericridad, en las fracciones P,, al carecer de receptores para
neurotransmisores, no es posible observar estimulacién por agonistas (Ott
y col., 1989). En estas condiciones experimentales, la actividad basal de 1a
GTPasa de alta afinidad (calculada como la diferencia entre la hidrélisis de
GTP determinada en presencia de 3 pM de GTP y la determinada con 1 mM de
GTP) oscild a lo largo del estudio entre 70 y 125 pmoles/mg/min en el PAG,
entre 50 y 90 pmoles/mg/min en la ME, y entre 60 y 90 pmoles/mg/min en las
células NG 108-15. Los valores basales de la actividad GTPéasica de alta
afinidad en cerebro son mucho mayores que los observados en otros tejidos
( Aktories y Jakobs, 1981: Cassel y Selinger, 1976).
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TAPLA 5. EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE MORFINA SOBRE LA
CONSTANTE DE AFINIDAD DE LA ACTIVIDAD GTPasica DE ALTA AFINIDAD EN

DISTINTAS ESTRUCTURAS DEL SNC DE RATON.

Km
[ pM ]

ESTROCTURAS CONTROLES TOLBRANTES
Corteza 0.208 ¢ 0.014 0.234 + 0,016
Télano £.220 ¢ 0.015 0.188 + 0.013

Hipotélamo 0.193 ¢ 0.013 0,357 + 0.024
Estriado 0.308 + 0.020 0.193 & 0.013¢

PAG 0.271 ¢+ 0.018 0.192 + 0.013+

. Resto 0.195 + 9.013 0.287 + 0.0204
Bulbo 0.239 ¢ 0.016 0.236 + 0.017
Cerebelo 0.205 + 0.015 0.252 + 0.016

¥édula espinal €,299 ¢ 0.020 0.201 ¢ 0,014

Constantes de afinidad (Km} de la actividad GTPisica de alta afinidad en distintas estructuras del SNC
de ratones tolerante-dependientes a morfina y controles. La toleranciz-dependencia a sorfina se indejo
por el procedimiento descrito en Ia Tabla 4 y en el capitulo de Materiales y Métodos. Los animales se
sacrificaron al tercer dia de la implanotacidén. Los resultados estdn expresados em concentracion
micromolar de GTP; cada valor representa la mediatESK de al menos 3 determinaciones, cada una de ellas
de al menos 6 puntos, + Diferencias significativas entre animales tolerante-dependientes y controles.
Andlisis de varianza sequido del test de Newman-Keuls, p<0.05. (PAG=sustancia qris periacueductal,
Resto=resto del mesencéfalo).
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En la Figura 23 se ilustra la estimulacioén de la actividad GTPasica del
PAG de ratén por el agonista opioide DADLE ([D-Ala?, D-Leu*]-encefalina)
1 pM utilizando los protocolos inicial y de preincubacién en frio. En ambas
situaciones el agonista aumentd la hidrélisis de GTP observandose los
incrementos mayores con el protocolo de preincubacién en frio. En este caso
los aumentos se empiezan a producir con concentraciones de sustrato mas
bajas.

En la Tabla 6 se muestra la necesidad de la presencia de NaCl en el
medio de incubacién para gue pueda observarse el efecto regulador de 1os
agonistas sobre la actividad enzimatica que nos ocupa. En la tabla puede
apreciarse que en ausencia del ién sodio aungue la actividad GTPasica basal
es elevada, sin embargo, los receptores y las proteinas G carecen de un
acoplamiento eficaz {Koski y col., 1982).

TABLA 6. EFECTO DE LOS AGONISTAS OPIOIDES SOBRE LA ACTIVIDAD GTPasica DE
ALTA AFINIDAD. INFLUENCIA DEL SODIO.

ba activided GTPasica basal de alta afinidad
del PAG de ratdn se determina durante 20 miz a
37°C. Previamente las membramas han side
preincubadas durante 2h a 4°C con los
agonistas arriba indicados. Los resultados
estdn erpresados en picomoles de GTP

Actividad GTPdsica {pmol/eg/min)

NaCl {aM] | Basal | DADLE 1 pH | B-end 1 p¥

] 1096 | 11049 11248 hidrolizados por ag de proteipa y minuto; cada
valor representa lz mediatESH de al mepos 6
100 7044 117+6¢ 116484 determinaciones, ¢ Diferencias sigmificativas

con respecto a los valores basales. Andlisis
de varianza seguido del test de Newman-Feuls,
p<0.05.
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El efecto de la naloxona (antagonista opioide no selectivo) y el ICI
174864 ({N,N-dialil~-Tyr-(acido a-aminoisobutirico),-Phe-Leu-QH]
antagonista selectivo para los receptores opioides §) scbre la GTPasa de baja
Km del PAG de ratdn se encuentran representados en la Figura 24. S6lo la
naloxona a concentraciones en el rango micromolar muy alto (100 pM) provocd
un incremento de un 20% sobre la actividad basal. El ICI 174864 produjo un
incremento aunque moderado, pero concentracién-dependiente de la
actividad GTPasica del tejido. A la vista de estas curvas se eligieron 10 pM
Yy 1 pnM como concentraciones de trabajo para la naloxona y el ICI 174864,
respectivamente. Estas concentraciones apenas elevaron en un 10% la
actividad enzimética y resultaron ser efectivas en el antagonismo del efecto
estimulador de los agonistas.

En la Figura 25 se muestran las curvas concentraciones—efecto para la
estimulacién de la hidrdlisis de GTF detl PAG del raton por los opioides DAGO
((D-Ala*,N~MePhe', Gly-ol’]-encefalina), morfina, B-endorfina (1-31) (B-
end), N-acetil-B-endorfina (1-31) (NAC) y DADLE ([D-Ala’,D-Leu’]-
encefalina ). Se muestra el efecto que los antagonistas opicides naloxona e ICI
174864 ejercen sobre dicha estimulacion. DAGO, morfina y DADLE se
ensayaron en el range de concentraciones 1 nM-10 pM vy los péptidos
enddgenos B-end y NAC en el rango 1 nM-1 pM. A dosis micromolares la
morfina produjo la estimulacién mas elevada, sequida de DADLE, DAGO y 8-
end. En estas condiciones experimentales, la NAC no afectd la actividad
GTPasica de baja Km, lo que en principio resulta 16gico si se {iene en cuenta
que no se une a los receptores opicides (Smyth y col., 1979).

Los efectos sobre la GTPasa del DAGQ (ligando selectivo de los
receptores pn) y de la morfina (agonista preferencial de los receptores p)
fueron antagonizados por la naloxona pero no por el ICI 174864. Las
activaciones de de la GTPasa producidas por el DADLE (agonista §/11) v la
B-end (opioide enddgenc p/&) se antagonizaron por naloxona e ICI 174864.
Con respecto a la NAC, su combinacién con los antagonistas result6 en una
activacion de la GTPasa, especialmente con la naloxona combinandcla con las
concentraciones mas bajas del péptido.
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FIGURA 23. Comparacién de dos protocoles experimentales er la estimulacién por el agonista DADEE 1 pit
de la actividad GTPasica de bajz Km del PAG de ratén determinada tras 20 min de imcubacién a 37°C.
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FIGURA 24, Efecto de los antagonistas opioides naloxona e ICI 174864 sobre 13 actividad GTPasica de alta
afinidad en membranas del PAG de ratdn. El valor basal fue de 80+5 paoles/eg/min. Cada valor representa
1a mediatES¥ de al menos 6 determinaciones.
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FIGURA 25, Estimulacién por los agonistas opioides de la actividad GfPasica de baja Km del PAG de ratén.
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En la Figura 26 se muestran las curvas concentraciones-respuesta para
la estimulacion de la hidrélisis de GTP del PAG del ratén por los agonistas
opioides selectivos del receptor 6§, DPDPE ([D-Pen’ ’]-encefalina) y [D-
Ala’]-Deltorfina II. Asi mismo se representa el efecto que los antagonistas
opivides naloxcona e ICI 174864 a las concentraciones 10 yM v 1 uM
respectivamente, ejercen sobre dicha estimulacién. Los péptidos se
ensayaron en el rango de concentraciones 1 nM-1 nM. A concentraciones
micromolares, la [D-Ala’]-Deltorfina II resultd ser mas efectiva en estimular
la actividad GTPasica que el DPDPE. Sin embargo, en el rango nanomolar el
DPDDE fue mas potente en incrementar la liberacion de **Pi respecto ala [D-
Ala*]-Deltorfina II. DPDPE y [D-Ala’]-Deltorfina II fueron mas sensibles al
antagonismo por ICI 174864, aunque la naloxona también revertio su efecto
estimulatorio.

Trabajos previos de nuestro grupo realizados "in vivo" habian puesto
de manifiesto que la NAC regulaba los efectos antinociceptivos de diferentes
opioides, entre ellos -end, DAGO y morfina (Garzdén y Sanchez-Blazquez,
1991; Sanchez-Blézquez y Garzén, 1992a). Por ello, se procedié a explorar
el posible efecto de la NAC sobre la estimulaciéon ejercida por los agonistas
opioides scobre la actividad GTPAsica de baja Km en el PAG de ratén. Los
resultados de la combinacion de la B-end y de su derivado acetilado sobre la
actividad GTPasica de alta afinidad en el PAG de ratdn se ilustran en la
Figura 27. Aungque la administracion i.c.v. de NAC reduce el efecto
analgésico de la —-end (Garzén y Sanchez-Blazquez, 1991), no se observd
antagonismo sobre la estimulacion de la GTPasa producida por la f-end. El
efecto estimulatorio de los agonistas DAGO (1 pM) v morfina (1 uM) sobre la
actividad GTPasica de alta afinidad del PAG de ratdon tampoco se vid
modificado por la presencia de concentraciones crecientes de NAC (Figura
28). Al estudiar concentraciones crecientes de g-end en combinacién con una
concentraciéon fija (1 pM) de DAGO o de morfina se observd una sumacion de
los efectos de los dos agonistas (ver Figura 28).
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En la linea celular NG 108-15 los agonistas opioides DAGO, morfina,
DADLE, DPDPE y [D-Ala’]-Deltorfina II presentaron unos perfiles de
estimulacién de la GTPasa de alta afinidad que se ilustran en la Figura 29.
Los agonistas se estudiaron desde el rango nanomolar hasta el micromolar.
Todos, incluidos el agonista p-selectivo DAGQO y la morfina, provocaron
incrementos en la hidrdlisis de GTP aunque la estimulacién maxima se
consiguié con DADLE y [D-Ala’]-Deltorfina II. El DPDPE estimulé la
actividad enzimatica desde concentraciones nanomolares, actividad que se va
incrementando en relacién directa con la concentracion del péptido, aungue
nunca alcanza los valores de activacion provocados por el DADLE o la [D-
Ala’]-Deltorfina II.

En la Figura 29 también se presenta el antagonismo ejercido por el ICI
174864 y por el antagonista selectivo de los receptores p, CTOP (analogo de
la somatostatina y de secuencia Cys’,Tyr’,Orn’,Pen’ amida) sobre la
estimulacién de la GTPasa promovida por los agonistas antes seflalados. El
unico de ellos que no fue sensible al ICI 174864 fue el DAGQO. La naloxona
antagonizo el efecto estimulador de todos ellos.

3.3.1. Modificacién de la actividad GTPpasica sensible a opioidegs por

antsueros dos frente a las da ay G;,adelas
G

La caracterizacién de los antisueros empleados en los experimentos que
se detallan a continuacién estd recogida en el apartado 2.2.2. de Materiales
¥ Métodos. En general, se utilizd para los tratamientos "in vitro" uno de los
siquientes protocolos experimentales:

Protocolo 1. Preincubacién de 1h a 37°C del medio de incubacién con
las membranas, las IgGs purificadas por afinidad y el GTP; seguida de una
incubacién de 20 min a 37°C tras la adicion a la mezcla anterior del {t-
3pJGTP y las sustancias a estudiar.
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FIGORA 29. Estimulacidn por agonistas opioides de la actividad GTPasica de baja Ra de célunlas NG 108-13.
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de varianza sequido del test de Newman-Keuls, p<0.05.
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Protocolo 2. Preincubacion de 1h a 37°C del medic de incubacién con
las membranas, las IgGs purificadas por afinidad v las sustancias a estudiar;
seguida de una incubacion de 20 min a 37°C tras la adicién a la mezcla
anterior del [t-’P]GTP y el GTP.

La preincubacién de las membranas a 37°C provoca un cierto deterioro
de la enzima. De hecho, en las membranas de PAG se observd una
disminucién del 50% en la liberacién de **Pi cuando se utilizaba el protocolo
1 v del 75% cuando se utilizaba el protocolo 2. La hidrodlisis de GTP se
determind, en la mayoria de los experimentos, en presencia de GTP 3uM. Sin
embargo, en ocasiones se utilizaron concentraciones de GTP de 30 nM. Como
ya se apuntd en el apartado 2.4.4. de Materiales y Métodos, el protocolo
inicial fue el protocolc 1. Los sueros preinmunes, también purificados por
afinidad, no modificaron la respuesta GTPasica de las membranas frente a las
sustancias ensayadas.

En primer lugar se establecid, en estas condiciones experimentales, la
estimulaciéon inducida por distintos opicides (DAGO, morfina, f-end, NAC,
DADLE, DPDPE y [ D~Ala’]-Deltorfina II} sobre la actividad G TPasica de alta
afinidad del PAG de ratdon. Se ensayaron concentraciones fijas de ligando (1
pM para los ligandos endégenos y 10 pM para los demds) frente a
concentraciones crecientes de GTP. A concentraciones altas de GTP (3-30
1M) los opioides produjeron la mayor activacién sobre la GTPasa basal, sin
embargo, estas concentraciones de GTP (en especial, 30 pM) producian una
elevada dilucidn del sustrato radiactivo, por ello se eligié 3 pM de GTP como
concentracion de sustrato presente en el ensayo. Estos experimentos estan
recogidos en las Figura 30.
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A continuacidon se evalud el efecto de los antisueros anti-G;:a y anti-
G,,.a sobre la actividad GTPasica de alta afinidad del PAG sensible a opioides
siguiendo el protocolo 1 a una concentracion de GTP 3 nM. El anti-G,;a
modifico la respuesta de la enzima frente al DAGO, morfina, 8-end, DADLE,
DPDPE y [D-Ala’]-Deltorfina II {Figuras 31 y 32). Se vieron antagonizados,
por tanto, los efectos de agonistas tipo p ¥ de agonistas tipo 6. En estas
condicicnes, 3 pM GTP, el antisuero anti-G,,.a no logré modificar la
respuesta de la GTPasa a estos opicides (Figura 33).

Los requerimientos de sustrato para la subunidad G,,,a son mayores
gue para las G,a v las G,a, de hecho, se ha descritc una velocidad de
intercambioc de nucle6tidos de guanina muy lenta para esta subunidad (Casey
y col., 1990)., De acuerdo con esta premisa, se utilizé una concentracion
mayor de GTP (30 uM). En estas nuevas condiciones, en membranas de PAG
de raton incubadas en presencia del antisuerc anti-G,,,a los agonistas DAGO,
morfina y f~end vieron disminuido su efecto estimulador de la hidrdlisis de
GTP (Figuras 31 y 32). En general, se puede observar que a mayor
selectividad por el receptor 1 se corresponde un mayor deterioro causado por
el anti-G,,.a.

A continuacién, los dos antisueros se ensayaron frente a la misma
concentracién de GTP (3 puM) siguiendo el protocolo 2. Los resultados estian
representados en la Figura 34 en la que se observa que tras prolongar el
Hempo de incubacidn, el anti-G,,.a funcicna a las mismas concentraciones de
sustrato que el anti-G,,a y modidica la respuesta del PAG de ratén
unicamente frente a los opioides DAGO y morfina. Por otra parte, el anti-G;,a
se comporta igual que en el protocolo 1. Utilizando el protocolo 2 los
antisueros anti-G,,a y anti-G,,,a lograron modificar la respuesta GTPasica
del PAG de raton para el DAGO y la morfina (10 pM) incluso a
concentraciones menores de GTP 3 pM (Figura 35).
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FIGURA 31, Efecto de los antisneros anti-G,aa y anti-G,,.a (protocolo 1) sobre la estimulacién provecada
por los zqonistas opicides DAGC, morfina y fl-end {1-31) de la actividad GTPasica de baja Km del PAG de
ratén. Las concentraciones de antisueros empleadas fuercn (em pg/pg de proteina) de 0.82 y 0.17 para
el anti-G,,a y anti-G,,.0, respectivamente. Cada valor representa la mediatESM de al menos 5
determinaciones. ¢ Diferencias significativas con respecte a los valeres basales, que presentaron una
actividad enzimitica de 50¢5 y de 120:10 pmoles de GYP/mg/Ein para 3 pM y 30 pM de conmcentracién de
sustrate, respectivamente. Andlisis de varianza sequido del test de Newman-Keuls, p<0.05.
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FIGURA 32, Efecto de los antisueros anti-Gs2a y anti-G,.,.a (protocelo 1) sobre la estimulacidén provocada
por los agonistas opioides DADLE, DPDPE y [D-Ala’]-Deltorfina II de la actividad GTPésica de baja Ka
del PAG de ratén. Las concentraciones de antisueros eapleadas fueron {en pg/ug de proteina) de 0.82 y
0.17 para el anti-G,,a y anti-G,,.0, respectivamente. Cada valor representa la mediatBSK de al menos
5 determinaciones. ¢ Diferencias significativas con respecto a los valores basales, que presentaron vaa
actividad enzimdtica de 50#5 y de 120+10 pmoles de GTP/mg/min para 3 uM y 30 p¥ de concentracidn de
sustrato, respectivamente. Andlisis de varianza seguido del test de Newman-Feuls, p<0.05.
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En el apartado anterior, se describid la carencia de efecto de la NAC
sobre la actividad GTPasica de baja Km en el PAG de raton. Este resultado
se produjo al utilizar el protocolo diseftado para estudiar la estimulacidon de
los agonistas (preincubacion 2h~4°C), sin embargo, en las condiciones de
ensayo Optimas para evidenciar las acciones de los antisueros anti-Ga, se
detectd un efecto activador de la NAC sobre la hidrélisis de GTP, en torno
al 25-75%, dependiendo de la concentracion de sustrato presente en el ensayo
(Figura 36). Utilizandoc esta misma aproximacién experimental, el efecto
potenciador de la naloxona scbre la NAC ya observado con el protocolo de
preincubacién en frio, se ve favorecido. Estos resultados se resumen en la
Figura 36.

En la Figura 37 se muestra la actividad GTPasica de baja Km
determinada en membranas P; de PAG de ratones administrados por viai.c.v.
con los anticuerpos purificados anti~G,.a y anti-G,,.a (dilucién equivalente
1:1000) tal y como se describi6 en el apartado 2.4.4. de Materiales y
Métodos. Las curvas concentracion-efecto realizadas muestran que en los
ratones que recibieron suero preinmune, los opioides morfina, DAGO y
DADLE produjeron una estimulacién concentracién-dependiente de la
actividad GTPasica de alta afinidad que, ademas era revertida por el
antagonista opioide naloxona (10 11M). Sin embargo, en animales tratados con
los dos antisueros, la estimulacién de la GTPasa sensible a opiocides se
encontrd claramente disminuida (Figura 37).
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3.3.2. Modificacién de la actividad GTPéasica sensible a opicides por
antisueros generados frente a los receptores oploides p y &

La caracterizacién de los antisueros empleados en los experimentos que
se detallan a continuacién esta recogida en el apartado 2.2.2. de Materiales
y Métodos. Se utilizd en todos los experimentos el protocolo 1. Los sueros
preinmunes no modificaron la respuesta GTPasica de las membranas frente
a los agonistas empleados.

En la Figura 38 se muestra el efecto de cantidades crecientes de los
antisueros frente al receptor opicide p (MU/T y MU/2EL) sobre la
estimulacién de la actividad GTPasica de baja Km provocada por el DAGO vy
la morfina en el PAG de ratéon. Los dos antisueros reducen el efecto
estimulador de les agonistas, aungue el MU/T no es capaz de eliminar
completamente dicho efecto. La zona frente la que esté dirigido este antisuero
es la zona amino terminal del receptor opiocide p, que puede presentar
diferentes grados de glicosilacidon lo que podria dificultar la unién del
antisuerc a algunas isoformas. El MU/2EL, sin embargo, esta generado frente
a una secuencia del segundc bucle extracelular, por lo que las posibles
modificaciones post-translacionales del extremoe amino terminal no le afectan.
Se eligiercon 0.10 pg de antisuero por ng de proteina como relacion de trabajo
para experimentos posteriores.

Los resultados referentes a los efectos de cantidades crecientes del
antisuero frente al receptor opioide & (anti-R0O8) sobre la estimulacién de [D-
Ala®]-Deitorfina II en PAG y ME de ratén se presentan en la Figura 39, se
observa que las dos curvas presentan un perfil muy parecido. Se eligié para
las dos estructuras una relacion de antisuero de 0.15 pg por pg de proteina.
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(RO&) sobre la estimulacién de la actividad GTPisica de baja Km provocada por [D-Ala®]-Deltorfina II
en membranas de PAG y ME de ratén.
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La sensibilidad frente al antisuero (anti-R06) de distintos agonistas
opioides p—preferentes se estudit en membranas de PAG de ratén y los
resultados estan representados en la Figura 40. La estimulacion GTPasica
provocada por el DAGO, la morfina y la f—end no fue sensible a este
antisuero aungue el efecto del DADLE se redujo ligeramente en su presencia,
sin embargo no se alcanzaron diferencias significativas. Si que se alcanzd la
significacién cuando se estudid la sensibilidad de la estimulacién GTPasica
que agonistas tipo~-p (DAGC y morfina) provocaban en membranas de PAG ¥
ME frente a los antisueros MU/T y MU/2EL (Figura 41).

En la Figura 42 se muestran los resultados relativos al efecto del
antisuero anti-R0&6 sobre la estimulacién provocada por el DPDPE y la [D-
Ala*]-Deltorfina II. El efecto de los agonistas selectivos para el receptor &
sobre la actividad GTPasica de membranas de PAG, ME vy células NG 108-15,
se redujo en membranas incubadas con este antisuero.

En las Figura 43 se representa el efecto de los antisueros MU/T y
MU/2EL frente a los agonistas 6§, DPDPE y [D-Ala’]-Deltorfina I1I. Ambos
antisueros redujeron el efecto estimulatoric del DPDPE y la [D-Ala’}-
Deltorfina II. En la ME el MU/2EL fue menos efectivo que el MU/T en
disminuir la estimulacién evocada por ambos agonistas sobre la GTPasa. En
el PAG y para la [D-Ala’]-Deltorfina II se observé el patrén contrario. De
estos resultados parece desprenderse que en la ME, el receptor p se
encontraria menos glicosilado que en estructuras encefalicas puesto que el
antisuero MU/T, generado frente a una secuencia susceptible de sufrir una
glicosilacién, es mas eficaz en bloquear a su antigeno correspondiente.
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FIGURA 40, Efecto del antisverc anti-RO6 sobre la estimplacién de los agonistas opioides DAGO, morfina,
B-endorfina (1-31) {P-end} y DADLE de la actividad GTPésica de baja Ka de membranas de PAG de ratén.
Las concentracidm de antisuvero presente en el ensayo fue de 0.15 pg/pg de proteina de membrana, Los
datos estdn expresados en porcentaje de variacién con respecto a la actividad basal, que presentd un
valor de 63t6 pmoles/mg/min. Cada valor representa la mediatES¥ de al menos 5 determinaciones.
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FIGERA 41. Efecto de los antisuercs anti-ROp (MU/T y MU/2EL) y del anti-RO5 sobre la estimulacién de
la actividad GTPasica de baja Km del PAG y la ME de ratén provocada por los agomistas opioides DAGD y
morfinra. Las concentraciones de antisueros empleadas fueron {en pg/pg de proteina) de 0.10 para el MU/T
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Diferencias significativas con respecto a los valores obtenidos en presencia de los agonistas. Los
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FIGURA 42, Semsibilidad al antisuero anti-ROS de los efectos estimuladores de los agonistas opioides
DPDPE y [D-Ala*}-Deltorfina II sobre la actividad GTPsica de baja Km de membranas de PAG y ¥E de ratén
y de células NG 108-15. La concentracida de antisuero em el emsayo fue de 0.15 pg/pg de proteina de
peabrana. Cada valor representa la mediatESM de al menos 5 determinaciones. ¢ Diferencias significativas
con respecto a los valores obtenides en presencia de 1os agonistas. Los valores basales fueron 5418,
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FIGURA 43. Efecto de los antisuveros aati-ROp MU/T y MU/2BL sobre la estimulacién provecada por los
agonistas opioides DPDPE y [D-Ala®]-Deltorfina Il de la actividad GTPisica de baja Km de membraras de
PAG y ME de ratdn. La concentracidn de antisuero en el ensayo fue de 0.10 pg/pg de proteina de membrana.
Cada valor representa la mediatESM de al memos 5 determinaciones. ¢ Diferemcias sigquificativas con
respecto a los valores obtenidos e presencia de los agomistas. Los valores basales fueron de 5085 y
36¢b proles de GTP/mg/min en el PAG y la MB, respectivamente. Andlisis de varianza sequido del test de
Newman-Keuls, p<0.05.
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En base a estudios "in vivo" se ha sugerido la participacién de de
distintos subtipos de receptores 6 en la analgesia supraespinal del ratén. El
DPDPE seria el agonista selectivo para el subtipo 6, y la [ D-Ala”]-Deltorfina
II para el subtipo &§;. La analgesia supraespinal parece estar mediada
principalmente por el subtipo §, v la espinal por el subtipo 8, (Takemori y
Portoghese, 1993). El desarrollo de antagonistas preferenciales para cada
uno de los subtipos farmacolégicos del receptor 6 ha favorecido el desarrollo
de esta hipotesis. El antagonista del subtipo 6, es el hidrocloruro de
benzilideno-naltrexona (BNTX) (Portoghese y col., 1992) y del subtipo &,
es el naltribén metanosulfonato (NTB) (Sofucglu y col., 1991). El BNTX y
el NTB (10 nM vy 100 nM) se estudiaron a fin de determinar su efecto sobre
la estimulacién de la actividad GTPasica provocada por el DPDPE y la [D-
Ala’]-Deltorfina II en el PAG y la ME de ratén asi como en las células hibridas
NG 108-15. Los resultados de estes experimentos se encuentran recogidos en
las Figura 44.

La estructura nerviosa en la que se manifesté el efecto diferencial de
BNTX y NTB fue la ME en la que el BNTX afecté unicamente la estimulacién
del DPDPE y el NTB a la de [D-Ala’]-Deltorfina II. Por el contrario, en el
PAG los dos antagonistas modificaron la respuesta de la GTPasa tanto frente
al DPDPE como a la [D-Ala’}-Deltorfina II (ver Figura 44).

En las células NG 108-15, el efecto estimulador del DPDPE sélo resultd
afectado por el BNTX. Los dos antagonistas redujeron la respuesta de las
células a la [D-Ala’]-Deltorfina II, pero el el efecto reductor del NTB se
manifestd antes (Figura 45).
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FIGORA 45. Efecto de los antagomistas selectives del receptor opiejde 6, BNTX y KFB, sobre la
estinplacién de la actividad GTPasica de baja Km provocada por los agonistas opioides DPDPE y [D-Ala’]-
Deltorfina II en células hibridas NG 108-15. Cada valor representa la mediatESM 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 paoles de GTP/mg/min. Andlisis de varianza sequide del test
de Yewzan-Keuls, p<0.0%.
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presentd un valor de 30+6 pmoles de GTP/ag/min.
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3.4. Efecto del péptido mastoparén sobre la actividad GTPasica

Estos experimentos se realizaron en membranas P,con de PAG de raton
vy, salvo que se sefiale 10 contrario, se utilizd el protocolo de preincubacién .
en frio (2h a 4°C). El componente de baja afinidad se definidé con GTP 1 mM
y se sustrajo de la hidrdlisis de GTP observada en presencia de una
concentracion de sustrato de 3 gM.

La incubacion de las membranas con el péptido mastoparan provoca una
estimulacion concentracidn-dependiente de la actividad GTPasica de baja Km
(Figura 46, panel A). Los valores de la actividad enzimatica se incrementaron
entre 1.3 y 1.7 veces al incubar las membranas con concentraciones de
mastoparan de 1 y 10 uM, respectivamente. El antagonista selectivo de los
receptores p, CTOP, carece de efecto sobre la GTPasa del PAG de raton,
pero cuando se incuba a una concentracién de 1 pM con el mastoparan se
potencia el efecto del péptido sobre la reaccidén enzimdatica. En estas
condiciones, practicamente se duplica el efecto del mastoparan de modo que
concentraciones en el rango nancmolar del péptido (10-100 nM) incrementan
la actividad basal de la enzima entre 1.3 y 1.7 veces, respectivamente
(Figura 46, panel A}.

Utilizando esta aproximacion experimental, se estudid también el efecto
de una serie de antagonistas de Adistintos receptores celulares. Los
antagonistas empleados fuercn la naloxona (antagonista opioide no selectivo),
el CTOP (antagonista selectivo de los receptores opioides n), el ICI 174864
{antagonista selectivo de los receptores opiocides &), el nor-BNI (nor-
binaltorfimina, antagonista selectivo de los receptores opioides K), el
sulpiride (antagonista de los receptores D;-dopaminérgices), el idazoxan
(antagonista de los receptores a,-adrenérgicos), v la bicuculina (antagonista
de los receptores GABA,). Las concentraciones mayores de estos
antagonistas produjeron un pequeflo incremento sobre la actividad basal de
la enzima, sin embargo, no se detectaron cambios estadisticos de caracter
significativo {Figura 46).
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Se realizaron curvas concentracién-respuesta en las que se estudi6 el
efecto que presentaba sobre la actividad GTP&asica de alta afinidad la
combinacién de concentraciones crecientes de los antagonistas con una
concentracion subefectiva de mastoparan (10 nM). Se detectaron incrementos
sobre la basal (1.5-1.8 veces) al combinar el mastoparan 10 nM con la
naloxona, el CTOP, el ICI 174864, el sulpiride, el idazoxan ¢ la bicuculina
(1-100 yM) (Figura 46). Este (iltimo compuesto, antagonista de los receptores
GABA, (no regulados por proteinas G) no altero la respuesta del mastoparan
sobre la actividad GTPasica de alta afinidad del PAG de ratdn.

Con objeto de determinar la posible participacion de los receptores
opioides en los efectos potenciadores de los antagonistas opiocides sobre el
mastoparan, se estudié el efecto de los antisueros MU/T y anti-R0O&
generados frente a los receptores copioides p y & siguiendo el protocolo 1. Los
resultados se muestran en la Figura 47. Se apreci6 una ligera disminucién de
la potenciacion mastoparan-antagonista por los antisueros, aungue no se
alcanzb la significacién estadistica. En este punto habria que sefialar que los
antisueros generados frente a los extremos amino terminales de los antigenos
no pueden obviar la entrada de los ligandos {en este caso de los
antagonistas) aunque si disminuir su Kd.

La presencia en el ensayo de los opioides DAGQO, morfina o DPDPE (1
pM) previno la potenciacién que la naloxona ejercia sobre el efecto del
mastoparan (Figura 48). Los tres agonistas aumentaron la liberacién de **Pi
por la enzima y su efectc fue antagonizado por las dos concentraciones de
naloxona empleadas (1-10 pM).
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PIGURA 46. Patel A: Efecto estimulador del mastoparan sobre la actividad GTPisica de bajz Km del PAG
de ratén en aunseacia (0) o en preseacia (0) de CTOP 1 pM. La flecha indica la actividad enzimitica
basal. Cada valor representa la mediatESN de al menos 4 determinaciones. s Diferencias significativas
con respecto al grupo incubado sélo con mastopardn. Andlisis de varianza seguido del test de Newman-
Remls, p<0.05. En el resto de las grificas se muestra el efecto de nalozoma, CT0P, ICI 174864,
sulpiride, idazoxén, mor-BNI y bicoculina en combinacibn con mastopardn 10 oM. Las barras isdican la
actividad GTPasica en presencia de mastopardn 10 oM. ¢ Diferencias siqeificativas con respecto a la
actividad de la enzima observada en presencia Gnicamente de antagonmista. Andlisis de varianza sequido
del test de Newman-Keals, p<f.05.
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Se realizd una curva con concentraciones crecientes de GTP y una
concentracién fija del mastoparan para determinar qué concentracién de
sustrato era la mas apropiada para determinar el efecto estimulador del
péptido. Losresultados mostraron que concentraciones micromolares eran las
6ptimas (Figura 49). Utilizando una concentraciéon de GTP 3 pM el mastoparan
presentd un efecto estimulador alge menor gue con el protocolo de
preincubacion en frio (75% y 100% sobre la basal, respectivamente) pero a
concentraciones mayores de GTP (30 yM) se obtuvieron los mismos resultados
(en torno al 100% en ambos casos) (Figura 49).

El mastoparén y la NAC presentan ciertas semejanzas en su
comportamiento: i) la naloxona modifica el efecto de ambos agentes vy, ii) los
dos modifican la eficacia antincciceptiva que los opiocides administrados por
viai.c.v. provocan en €l ratéon. En este (iltimo punto hay que sefialar que el
efecto bloqueante del mastoparan scbre la antinocicepcion opicide en el ratén
puede evitarse con la administracién previa de NAC, también
i.c.v., (Sanchez-Blazquez y Garzén, 1995b; Sanchez-Blazquez ycol., 1994).
Todo ello implica un mecanismo comin de actuacion para los dos péptidos.

Para determinar si en estos comportamientos participaban los mismos

mecanismos, se emplearon los dos péptidos en una serie de experimentos en .

los que se estudidb el efecto de la combinacién de concentraciones crecientes
de uno u otro con concentraciones fijas del otro. En ningin caso la respuesta
de la actividad GTPasica frente a la NAC se vio modificada por la presencia
de concentraciones no efectivas de mastoparan (10 nM) y, por el contrario,
vié desplazada completamente su curva en presencia de concentraciones
estimuladoras de mastoparan {1 nM) (Figura 50). La curva del mastoparan
tampoce se vid modificada por la presencia en el ensayo de concentraciones
picomolares de NAC, sin embargo, cuando las concentraciones de NAC fueron
cercanas a la concentracién micromolar, la curva se desplazd a la izquierda
con respecto a la control llegdndose a alcanzar diferencias significativas, lo
que indica que la presencia de NAC aumento la eficacia del mastoparan sobre
la GTPasa (Figura 51).
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FIGORA 49, Panel soperior: Influencia de la concentracién de GIP en el efecto del péptide mastopardn
en el protocolo 1 sobre la estimnlacion de la actividad GTPasica de alta afinidad de! PAG de ratén. Cada
valor representa la media:ESM de al menos ) determinaciones. En las qraficas inferiores se muestra la
estimulacion de la actividad GTPasica de baja Km en el PAG de ratén por el péptide nastopardn a dos
concentraciones de GTP en el mismp protocolo.
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NAC 100nM

NAC 1uM

100 — ~ 100 100 - - 100
= 50 L 56 50 - 50
&
% e ?é I

— ::g’/ — ﬁjf
® o T—T—T—T—"-0° H — T T T "0
o NAC t00pw ¥ B8 7 6 NAC 10nM 8 8 7 6
[#]
2 — Log MASTOPARAN [ M ) ~ Log MASTOPARAN [ M ]
0
o. | 100 o ~ 100 100 - _
o. 0o 100
o
o
< -~
o
E 50 - 50 50 A - 850
5 5 .
< 1 8 - ’,i -
] 8~ i
0 —T T 0 o L3 0T 70
9 B 7 & & 8 7 6

~ Log MASTOPARAN [ M ) - Log MASTOPARAN [ M ]

® MASTOPARAN
O MASTOPARAN + NAC

FIGURA S51. Efecto de la combinacion del mastopardn con distintas concentraciones del péptido opioide
endogeno N-acetil-p-endorfina (1-31) (NAC) sobre la actividad GTPasica de alta afinidad del FPAG de
ratén, definida por una actividad basal de 75:7 pmoles de GYP/ag/min. Cada valor representa la
medig+ESH de al menos § determinaciones. ¢ Diferencias significativas con respecto a los valores de las

curvas en ausencia de NAC. Apdlisis de varianza sequido del test de Newman-Reuls, p¢0.05.

144



En la Figura 52 también se muestran curvas concentracién-respuesta
en las que se estudia la influencia de distintas concentraciones de mastoparan
sobre la estimulacién GTPasica promovida por la 8-end en el PAG de raton.
Cuando se introdujeron en el ensayo concentraciones subefectivas de
mastaparan, la respuesta de las membranas a la §~end resultd ser mencr a la
de la situacién control (determinada en presencia de f-end dnicamente). En
todos los casos, sin embargo, se observd un efecto sumatorio de los dos
péptidos scbre la actividad enzimatica. Este comportamiento fue idéntico
cuando se ensayaron los agonistas opioides DAGO, morfina, DADLE y DPDPE

(Figura 53).
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DISCUSION



En este trabajo se ha abordado el estudio de un fenémeno de tanta
relevancia social como es la tolerancia-dependencia a opiodes. En concreto,
se ha intentado profundizar en dos aspectos de gran actualidad, i) los
procesos adaptativos que los tratamientos crénicos provocan en el sistema
opioide endogeno v, ii) el sistema de transduccién asociado a 1os receptores
opicides, recientemente clonados. Se han empleado dos aproximaciones
experimentales: un métodocuantitativo clasico comoes el radioinmunoensayo,
para determinar la evolucién en el contenido de los péptidos opioides
enddgenocs B—endorfina (1-31) (B-end) y su derivado "N-acetilado, tras un
tratamiento créonico con morfina, en el SNC de las dos especies que con mas
frecuencia se emplean en farmacologia y; una técnica radicenzimatica que se
ha revelado muy Gtil para estudiar los fenémenos que se producen
inmediatamente a continuacién de la unién de un ligando a su receptor, la
determinacién de la actividad GTPéasica de alta afinidad en el SNC del ratén.

1. Cambios en el contenido de g—endorfina (1-31 N-acetil-p—-endorfina (1-
3llenel SNCehi de la rata y el ratén tras la administracién crfnica
de morfina

La B-end, péptido enddégeno de 31 aminoacidcs que contiene en sus 5
primeros residuos la secuencia de la met-encefalina, se genera por
fraccionamiento enzimatico post-translacional a partir del polipéptido
precursor pro-copiomelanccortina (POMC). Este precursor se localiza
mayoritariamente en los lébulos de la hipdfisis, especialmente en el
neurointermedic, y en dos grupos distintos de células en el encéfalo. Uno de
estos grupos esta localizado en el nuclec arcuado hipotalamico y el otro grupo
de células se encuentra en el nacleo del tracto solitaric. Con postericridad,
la B-end puede sufrir otras modificaciones enzimaticas, como proteolisis en
el extremo carbaxilo terminal o acetilaciones en el extremo amino terminal,
que suponen grandes cambios en la actividad bioldgica del péptido. Asi por
ejemplo, la acetilacién del extremo amino terminal reduce drasticamente su
capacidad de unirse a los receptores opioides u y 8, y por tanto, elimina su
potente efecto analgésico (Smyth y col., 1979: Deakin ¥ col., 1980). El
procesamiento post-translacional comienza en el aparato de Golgi y continGa
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en las vesiculas de secrecién. Esto sugiere que los péptidos derivados de la
POMC son almacenados en los granulos de secrecion Yberandose
simultaneamente (Glembotski, 1981, 1982; O'Donohue, 1983).

La actividad de la acetiltransferasa es de vital importancia en el control
de la actividad biolégica de los productos de secrecion. De hecho, parece que
la biosintesis de la POMC y la actividad acetiltransferasa se encuentran
correguladas (Millington y col., 1986). La capacidad de las células POMC
para secretar péptidos con distinta actividad bioldgica podria ser importante
en la adaptacion de los organismos frente a cambios en el medio ambiente. La
acetilacién del extremo amino terminal puede ser, i} un proceso metabélico
importante de inactivacién para reqular la actividad opioide en el SNC
(Deakin y col., 1980; Smyth y col., 1979; Zakarian y Smyth, 1979); ii) una
forma de transporte de B-end inactHva en el plasma, lo que implicaria la
existencia en el lugar de destino de una enzima, hasta el momento no aislada,
y cuya funcién seria la eliminacién del grupo acetilo protector localizado en
la tirosina del extremo amino terminal y; iii) un mecanismo de generacién de
formas moleculares sin actividad opioide pero con actividad biolégica a partir
del péptido multisefial f-~end {Akil y col., 1984; Wiegant y col., 1983). En
este sentido, se ha descrito recientemente que la N-acetil-p-endorfina (1-31)
(NAC) estimula la secrecion de prolactina por los mamotropos lo que implica
a este neuropéptido en funciones paracrinas, al menos dentro de la hipdfisis
{(Ellerkmann y col., 1993).

El tratamiento crénico (tanto continuo como intermitente) de un opicide
produce tolerancia, que se caracteriza por una menor respuesta a la
sustancia, y dependencia fisica, gque se asocia con la aparicién de
alteraciones comportamentales cuando deja de administrarse. Son respuestas
adaptativas fisiolégicas que suponen una reaccién del organismc para
contrarrestar los efectos perjudiciales del tratamiento y que intentan
recuperar la funcién inicial. El estudio de los cambios fisildogices que se
producen en el organismo tras la administracién crénica de opiocides,
incluyendo los que afectan al sistema opiocide enddgeno. es de especial
relevancia a causa de la incidencia negativa de estos fendmenos en la
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sociedad.

La administracién crénica de morfina se asocia con cambios especificos
en el sistema opioide enddgenco, especialmente en el cerebro. El efecto de la
morfina sobre el sistema parece depender de la dosis utilizada, del tiempo de
implantacion y de la regién estudiada. En general, en un estado inicial se
observa una disminucién de los niveles de péptidos de la familia POMC en el
SNC, pero al aumentar la dosis de morfina y el tiempo de implantacion los
cambios retornan alos valores normales. Noobstante, existen trabajos cuyos
resultados discrepan de este patrén general de cambic {(HOlt y col., 1978;
Przewlocki y col., 1979; Martinez y col., 1990). Los sistemas neuropeptidicos
como el opioide estan sometidos a la regulacién de una serie de mecanismos
gque actdan en la via de biosintesis (transcripcién, translacién,
procesamiento del precursor o modificaciones post-translacionales), es por
tanto, posible que alguncs parametros de la biosintesis cerebral de POMC se
alteren durante los primeros momentos del tratamiento con morfina. La f-end
sufre cambios importantes durante la tolerancia-dependencia a opiocides.
Dentro de los procesos adaptativos que se producen con la presencia crdnica
de morfina se observa una inhibicién de la liberacidn y biosintesis de g-end
en las neuronas POMC, especialmente en las localizadas en el niacleo arcuado
y en las células del 16bulo neurcintermedio de la hip6fisis (Bronstein y col.,
1990; Garcia de Yébenes y Pelletier, 1993; Gianoulakis y col., 1981). Por
tanto, en los cambios que se producen en el sistema opioide enddgeno tras la
administracién crénica de opiocides podrian estar implicados mecanismos de
regulacién de la expresion génica (Romualdi y col., 1991).

En la abstinencia también se producen cambios en el sistema opioide
endégeno. La abstinencia que se produce como consecuencia de la retirada
del opicide disminuye aun mas la concentraciéon de pB-end en hipdéfisis,
- amigdala y médula espinal; mientras que la precipitada por la administracién
de naloxona incrementa la concentraciéon de p-end en estriado, mesencéfalo,
corteza y plasma y los disminuye en hipocampo e hiptfisis (Gugehithlu y col. ,
1991; Rattan y col., 1992). A pesar de que la administracién del derivado
acetilado de la B-end atenua la severidad del sindrome de abstinencia
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(Garzén y Sanchez-Blazguez, 1992) y de que se ha sugerido un papel
regulador, de caracter no competitivo, sobre el receptor p; ninguno de los
trabajos a los que hasta ahora hemos hecho referencia han evaluado su
contenido ni hecho un seguimiento de este derivado de la fi-end en
situaciones de tolerancia-dependencia. Posiblemente debido a la dificultad
gue entrailala separacion y posterior cuantificacién de ambos neuropéptidos.
Dado que se trata de un péptido enddégeno que acompafia a la f-end en su
biosintesis y secrecién, los cambios que se produzcan en sus niveles
neuronales como consecuencia de la administracién crénica de opioides nos
informaran sobre la regulacitn existente entre estos dos péptidos que tienen
caracteristicas fisio-farmacolégicas tan distintas.

En la rata, la presencia crénica de morfina provoca en general la
disminucién tanto de los niveles de B-end como de los de NAC en todas las
estructuras estudiadas, por otra parte, la abstinencia no modifica los efectos
gue la presencia continuada de morfina produce. Sin embargo, en el ratdon los
efectos no son tan homogéneos, encontrandose diferencias segin la region
estudiada. En las zonas mas caudales del encéfalo, donde se encuentra el
segundo grupo de células POMC, la presencia crénica de morfina provoeca
disminuciones en el contenido de los dos péptidos; mientras que en el resto
de las regiones se producen incrementos, lo que confirma que las neuronas
B-endorfinérgicas son reguladas de modo diferencial por los agonistas
opioides { Bronstein y col., 1993) . Aunqgque en trabajos previos no se habian
detectado alteraciones en el procesamiento de los péptidos derivados de 1a 8-
end en el PAG y el hipotdlamo tras un tratamiento crénico con morfina
(Berglund y col., 1988), en nuestro estudio la relacién B-end/NAC se
encuentra alterada, tanto en estructuras directamente implicadas en la
dependencia fisica a drogas {heroina y cocaina), como son el estriado, el
septum, el tdlamo (Sweep y col., 1989), como en hipéfisis procedentes de
animales tolerante-dependientes a morfina, lo que sugiere que los cambios en
el procesamiento post—-translacional también podrian ser regién-dependiente.
Por tanto, se puede concluir que los opioides exégenos pueden modificar el
procesamiento de POMC, y modular la actividad acetil transferasa como ya
sugirieron Weber y col. {1982).
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Los cambios de distinto signo que se producen en los lobulos
hipofisarios de la rata pueden ser el resultado de diferencias en el mecanismo
de liberacion implicado. La liberacion en el 16bulo anterior esta controlada
humoralmente por el hipotdlamo, mientras que en el 16bulo neurcintermedio
esta bajo control inhibitorio dopaminérgico (Houben y Denef, 1994). Se ha
descrito que el contenido de B—end del 16bulo neurocintermedio de la hipéfisis
de la rata es mas estable a las manipulaciones experimentales que el del 16bulo
anterior (HGlt y col., 1986); es probable que la f-end del 16bulo anterior y
la del 1é6bulo neurcintermedio tengan distinto significado fisiolégice. En este
trabajo unicamente el contenido de NAC se ha manifestado especialmente
sensible a la retirada del opioide.

Nuestros datos indican que la administracién crénica de opiaceos
exogenos provoca un déficit en el contenido de los péptidos enddogenos g-end
v NAC gue podria explicarse en base a mecanismos autorregulatorios. Del
mismo modo, el sindrome de abstinencia podria enmascarar una deficiencia en
opicides endégenos y originaria una pérdida de los mecanismos inhibitorios
regulados por esos opicides provocando una activacién de la sintesis que
originaria un incremento en la liberacién. En nuestro caso esta activacion se
manifiesta sobre todo en el caso del ratén, y en especial para el contenido de
NAC, lo que vincula muy directamente a este péptido N-acetilado con los
cambios acaecidos en las situaciones de abstinencia a opiocides. Trabajos
previos de nuestro grupo yva han demostrado su efectividad en estudios "in
vivo" realizados en ratones tolerante-dependientes a morfina (Garzdén y
Sanchez-Blazquez, 1992).

Se ha descrito la existencia de neuropéptidos antiopioides (Lake y
col., 1991) capaces de alterar el desarrolio de la tolerancia-dependencia a
morfina y el cursc del sindrome de abstinencia y, que al igual que la NAC,
antagonizan los efectos de la morfina y de ciertos péptidos enddgenos
(Garzbén y Sanchez-Blazquez, 1991; Sanchez-Blazquez y Garzdén, 1992), la
NAC podria clasificarse dentro de este grupo. Estos datos apoyan la
hipotesis de que se produce una interaccién entre opicides enddgenos y
ex6genos durante la adaptacidn fisiolégica en respuesta a la inhibicién
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créonica de la funcién neural inducida por morfina (Garzdén y Sanchez-
Blazquez, 1988).

En nuestro estudio se ha puesto de manifiesto que el sistema opicide
endogeno del ratén es mas sensible a los opioides exégenos que el de la rata.
Las diferencia detectadas en la regulacién del sistema opicide endédgeno de
las dos especies estudiadas podria ser el reflejo de los distintos métodos
empleados en la induccién de la tolerancia. En la rata, la administracién
crénica de morfina se realizdé mediante minibombas osmobticas con un flujo
constante de liberacion del opioide { Adams y Holtzman, 1990); mientras que
en el ratbén se implantd una suspension oleosa de morfina, que obviamente
permite una liberacién mas rapida de la morfina hacia el SNC (Blasig y col.,
1973). Los datos también podrian sefialar diferencias en el desarrollo de la
tolerancia~dependencia, asi como en la respuesta a la abstinencia, existentes
entre las dos especies. De hecho existen trabajos que describen diferencias
en la sensibilidad a la morfina en diferentes cepas de ratones, o incluso para
la misma cepa procedente de suministradores distintos, aunque todos
alcanzan niveles de tolerancia semejantes tras 72 h de exposicion crénica a
morfina (Lutfy y Yoburn, 1991; Yoburn y col., 1989). Las diferencias entre
rata y ratdn también se detectan en estudios de fijacidon de radioligandos
opioides 1o gque suglere que las dos especies pueden diferir en la regulacién
opicide en estructuras especificas del SNC (Yoburn y col., 1991).

De estos estudios se puede concluir que los procesos de tolerancia-
dependencia provocan variaciones en los niveles de los péptidos opioides
endogenos B-end y NAC del SNC de la rata y el ratén. Los cambios
observados en los niveles de NAC son de gran interés puesto que aportan
una informacion valiosa acerca de este neurcopéptido del que hasta el momento
se desconoce su papel funcional aunque se le implica en la regulacién de la
funcién opicide y a;-adrenérgica.
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2. Caracterizacién y distribucidn de la actividad GTPasica de baja Km en el
SNC del ratdn: efecto de la administracién crdnica de morfina

Los resultados de este estudio indican que en el SNC de ratdén se
encuentran presentes al menos dos actividades enzimaticas responsables de
la hidrélisis de GTP: una de aita afinidad, con una Km entre 0.2-0.3 uM, y
otra de baja afinidad cuya actividad se manifiesta a concentraciones
milimolares de sustrato. Estos valores son muy parecidos a los descritos para
las actividades GTPéasicas de otras membranas (Aktories y Jakobs, 1981;
Barchfeld y Medziradsky, 1984; Cassel y Selinger, 1976; Hilf y Jakobs,
1989; Hiramatsu y col., 1991; Koski y col., 1982; Morello ¥ col., 1991).

Se ha podido demostrar una distribucion diferencial de la actividad
GTPasica de baja Km en el SNC de ratén. En el SNC de la rata se han descrito
variaciones en la actividad de esta enzima en distintas areas (Franklin y
Hoss, 1984). Nuestros resultados ponen de manifiesto ciertas diferencias
entre las dos especies de roedores (Martinez-Pefia y Garzén, 1993). Los
valores de las constantes de afinidad no se distribuyen homogéneamente a lo
largo de las estructuras estudiadas. Estos resultados pueden explicarse en
base a la distribucién diferencial de las diversas clases de proteinas G en el
SNC (Garzdén y col., 1992; Orford y col., 1991; Young y col., 1993) vy a las
distintas caracteristicas cinéticas de los diferentes tipos/subtipos de
proteinas G, en cuanto a capacidad de unién y liberacién de nucleétidos de
guanina (Carty y col., 1990; Casey y col., 1990; Linder y col., 1990). En
la literatura existen numerosos trabajos en los que se sefiala el efecto
estimulador o inhibidor de los agonistas opioides sobre la actividad GTFPasica
de ailta afinidad en el SNC de roedores (Barchfeld y Medzihradsky, 1984;
Clark y col., 1986; Fedynyshyn y Lee, 1989; Franklin y Hoss, 1984; Ueda
y col., 1987); sin embargo, no existian datos acerca de la influencia de
presencia cronica de morfina sobre la liberacion de Pi en el SNC del raton.

Come ya se describidé en el capitulo de resultados, la actividad

GTPasica de alta afinidad y las constantes de afinidad de ciertas areas,
especialmente el talamo, el mesencéfalo (incluyendo a la sustancia gris
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periacueductal) o la médula espinal, se vieron modificadas tras el tratamiento
crénico con morfina. Los mecanismos moleculares que subyacen a los efectos
de la morfina crénica son objeto de amplio estudio, en especial los cambios
que acontecen en el numero y afinidad de los receptores opioides. Los
resultados, sin embargo, son en cierta medida contradictorios. En la mayoria
de los trabajos se han utilizado técnicas de fijacién de un radioligando
especifico para los receptores p (DAGO, generalmente). En este tipo de
estudios, la estimacion del numero de receptores es dificil especialmente en
tejidos preparados a partir de animales tolerante-dependientes a 1a morfina.

Tras la presencia crénica de morfina se han descrito para los
receptores opioides, i) ausencia de cambios tanto en el nimero como en la
afinidad (Klee y Streaty, 1974; Yoburn y cbl. . 1993); ii) reduccién en la
afinidad (Dawvis y col., 1979); iii) reduccién en el nimerc (Bhargava y
Gulati, 1990; De Vries y col., 1991; Law y col., 1993); iv) aumento en el
numero (Brady y col., 1989; De Vries y col., 1993) y; v) pérdida de la alta
afinidad para los agonistas asociada con una pequeiia reduccién en el nimero
total de sitios de unién (Werling y col., 1989). En lo que si parece que hay
consenso es en el hecho de que el tratamiento crénico con antagonistas
cpioides siempre provoca incrementos en la densidad de receptores opioides
en un proceso dosis-dependiente (Yoburn y col., 1988; 1989).

Yoburn y col. (1993) postulan que la direccién del cambio que provoca
el tratamiento continuado con agonistas opioides depende de la dosis
empleada, de la duracién del tratamiento y de la eficacia intrinseca del
agonista utilizado. La administracién crdonica de agonistas de alta eficacia
(fentanil, etorfina) en el ratén provoca disminucién de receptores pu,
mientras que si se utilizan agonistas de eficacia baja ¢ intermedia (morfina)
se producen incrementos o no se detectan cambios. Esta hipdtesis es
compartida por Law y col. (1983) que demuestran que los agonistas de alta
eficacia intrinseca son méas efectivos en disminuir el namero de receptores
opioides &6 cuando se incuban con células NG 108-15.
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Los cambios registrados en la densidad de los receptores p son
heterogéneos, el grado de requlacion es variable y no parece depender delos
niveles iniciales de densidad del receptor (Brady y col., 1989; Lutfy y
Yoburn, 1991: Vogel y col., 1990). Apoyando todas estas hipdtesis se
encuentran los trabajos de Bhargava y Gulati (1990) y de Brady y col.
(1989) en los que se describen cambios de signo opuesto en el nameroc de
receptores p de distintas regiones cerebrales de ratas tolerante-
dependientes a la morfina. La médula espinal, el bulbo y la corteza muestran
una disminucién en el numero de receptores u tras 8 dias de presencia
crénica de morfina (Bhargava y Gulati, 1990) mientras que en el tilamo e
hipotalamo de ratas implantadas con morfina durante 5 dias se observa un
incremento en el namerc de receptores 1 (Brady y col., 1989).

Las diferencias en la regulacion de los receptores también podrian ser
reflejo de las modificaciones que la morfina ejerce sobre la actividad opioide
endogena de las distintas regiones {Bronstein y col., 1993). En este punto
hay que destacar las disminuciones que se han detectado en los niveles de 8-
end y de su derivado acetilado en el SNC de animales tolerante—-dependientes
a morfina. En general, existe una buena correlacién entre la localizacion de
los péptidos opioides y los receptores opioides correspondientes. Sin
embargo, en determinadas areas y utilizando técnicas autorradiograficas no
se observa esta correlacién entre la localizaciébn de los péptidos opicides
endbgenos vy los receptores opioides, siendo especialmente lamativo el caso
del receptor 6, localizado principalmente en las zonas encefilicas mas
rostrales (Mansour y cal., 1988), v las encefalinas, sus ligandos enddgenos,
que se encuentran distribuidas en todo el encéfale ( Tempel y Zukin, 1987).
Tras el reciente clonaje de los receptores opicides esta observacion se ha
justificado en base a un mecanismo de transporte de receptores. Los
receptores se sintetizan localmente y pueden ser trasladados a otras areas
(Mansour y col., 1995),

Las alteraciones que se detectan en el SNC de animales crénicamente

tratados con merfina son mucho mas ligeras que las observadas en cultivos
celulares. Al estudiar la fijacién opioide en células de neuroblastoma humano
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SH-SY5Y tratadas crénicamente con morfina se aprecia una gran disminucién
en los sitios de unidn (Carter y Medzihradsky, 1992). Dado gue la morfina
actua con preferencia sobre el receptor n, y que éste existe en todas las
estructuras estudiadas (Mansour y col., 1988; Moskowitz y Goodman, 1985;
Tempel y Zukin, 1987), los cambios detectados en la actividad GTPasica
podrian explicarse en base a cambios en la densidad de receptores p, sin
embargo esta hipdtesis no parece confirmarse. En este sentido., aunque el
receptor p es abundante en el tilamo, estriado y médula espinal, tras la
presencia crénica de morfina la actividad enzimatica se incrementd inicamente
en e! tilamoc, la Km no se modificd en esta estructura y disminuyé en el
estriado y la médula espinal. Barchfeld y Medzihrasky en 1984 describieron,
al igual que nosotros, una menor actividad GTPéasica en membranas de
estriado preparadas a partir de ratas tolerante-dependientes a la morfina v
lo justificaron como una respuesta compensatoria a los efectos estimuladores
del opioide. La corteza, el hipotalamo, el PAG y el bulbo presentan niveles
semejantes de receptores opicides p, sin embargo, el tratamiento con moxfina
disminuy6 la actividad en el PAG, incrementé la Km en el hipotalamo, la
disminuyd en el PAG y no la modificd en la corteza.

El desarrollo de la tolerancia parece ser independiente de los cambios
en el numerc de receptores y sugiere una localizaciéon intracelular del
proceso. Trabajos recientes han implicado al sistema de transduccién. El
hecho de que la toxina pertdsica atenitie los signos del sindrome de
abstinencia en ratas tolerantes a morfina implica de modo directo a las
proteinas G (Lérida y col., 1989; Parolaro vy col., 1990). La administracion
crénica de morfina disminuye el efecto de los nuclebétidos de guanina sobre
la unién opicide al receptor pu, en un proceso similar al que provoca el
tratamiento de las membranas con toxina pertisica (De Vries y col., 1991; De
Vries y col., 1993; Werling y col., 1989). El hecho de que la fijacidn de
agonistas & y K no resulte afectada indica que la morfina actila principalmente
en lcs receptores p 0 que las proteinas G afectadas son exclusivas de los
receptores p. Esta dltima idea es poco probable ya que los receptores py 6
comparten en gran medida el sistema de transduccién. La toxina pertuisica
ADP-ribosila las proteinas G asociadas tanto a los receptores pn como a los 8
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(Bokoch y col., 1984).

Trabajos recientes han puesto de manifiesto la existencia de
interacciones entre las proteinas G y algunos componentes del citoesqueleto
celular, ain por determinar, lo que ha sugerido que la movilidad de
receptores y proteinas G en la membrana podria ser restringida. Se ha
propuesto un modelo en el que receptores y proteinas G se encuentran
organizados en complejos supramoleculares en cuya formacién también
podrian participar las subunidades . Este modelo de compartimentalizacién
de la membrana plasmatica se ha desarrollado a raiz de la observacion de que
diferentes receptores, entre ellos el a,~adrenérgico y el m,-muscarinico, son
capaces de unirse a las mismas proteinas G "in vitro" pero no comparten la
misma poblacién de proteinas G en células intactas (Neubig, 1994). Del mismo
modo, el tratamiento crénico de células NG 108-15 con el agonista opioide
etorfina provoca cambios tinicamente en el receptor opioide. La fijacién a los
receptores muscarinicos, de prostaglandina E, y a,-adrenérgicos no se ve
afectada (Law y «col., 1983). Atendiendo a este modelo de
compartimentalizacién, con la administracion créonica de morfina se afectaria
unicamente la poblacién de proteinas G asociadas al receptor opicide p y en
mucha menor medida las proteinas G asociadas a los receptores que coexisten
en la misma neurona. Posiblemente se produzca una disfuncioén en la relacion
entre el receptor p y las proteinas G o que éstas sufran alguna alteracion en
su expresidon o en su densidad. La administracién cronica de morfina provoca
un gran incremento en la produccién celular de AMPc sin modificar la afinidad
o el namero de sitios de unién p, lo cual hace suponer a algunos autores que
la tolerancia-dependencia es consecuencia de que una sobreexpresion del
sistema de transduccién (De Vries y col., 1991; 1993).

Anteriormente se ha descrito la diferencia de efectos, en cuanto a
cambios en la densidad de receptores opioides, que provocan los tratamientos
cronicos con agonistas opioides en funcidén de su eficacia intrinseca. Estas
diferencias también se manifiestan en cambios en el sistema de transduccion.
En efecto, el tratamiento crénico de cultivos celulares de la linea de
neuroblastoma humano SH-SY5Y con el agonista opioide tipo 1 de alta eficacia
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DAGO no se traduce en cambios en la densidad de proteinas G, mientras que
sl se emplean agonistas de baja eficacia (morfina, meorficeptina) se producen
incrementos en los niveles de distintas proteinas transductoras (Ammer y
Schulz, 1993). Una situacién semejante se ha observado en la linea celular de
neuroblastoma x glioma NG 108-15 en la que la ocupacion de los receptores
$ por el opiocide de alta eficacia DADLE provoca el desacoplamiento de los
receptores de la actividad GTPasica de alta afinidad (lL.aw y col., 1983;
Vachon y col., 1987). Esto podria ser consecuencia de que los agonistas de
alta eficacia son capaces de desacoplar los receptores de los sistemas de
transduccién implicados, en contraposicién con los de baja eficacia que a
pesar de promover la aparicidn de tolerancia-dependencia no alteran las
relaciones entre los receptores opioides y sus proteinas G asociadas. Como
conclusién se puede decir que ligandos con diferente actividad intrinseca son
capaces de provocar modificaciones distintas actuando sobre los mismos
receptores. En el mesencéfalo de ratas tolerante-dependientes a morfina
tanto la actividad GTPAasica de alta afinidad como la estimulacién que sobre
ella ejerce el agonista DAGO se encuentran disminuidas. Dado que la
estimulacion de la GTPasa de baja Km provocada por los agonistas en
membranas refleja los acontecimientos que se producen inmediatamente a
continuacién de la activacién del receptor por la unién de un agonista, Tac
y col. (1993) proponen que la interaccion entre los receptores opiocides p vy
las proteinas G se encuentra alterada tras el tratamiento crénico con morfina.
Esta hipdtesis es consistente con los trabajos de Wong y col. (1992)
realizados sobre membranas de médula espinal de rata.

Los cambios en la actividad GTPéasica tras la presencia crénica de
morfina podrian ser interpretados com¢ resultado de alteraciones en la
actividad enzimatica intrinseca de las subunidades a de las proteinas G, sin
embargo, la multiplicidad de proteinas G existentes y sus distintas
caracteristicas cinéticas en cuanto a capacidad de unién y liberacion de
nucledétidos de guanina (Carty y col., 1990; Casey y col., 1990; Linder y
col., 1990) vuelven a indicar que las variaciones en la densidad de las
proteinas G podrian ser las responsables de los camhios observados. Esta
hipotesis estaria apoyada por distintos trabajos bibliogréaficos: i) Orford y
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col. (1991} describieron aumentos en la densidad de subunidades G,,a, G,.a
¥ Go.a en cerebro de rata como consecuencia de determinadas manipulaciones
experimentales; ii) lainduccién de tolerancia-dependencia a opicides aumenta
los niveles de subunidades G.,a en el plexo mientérico de cobaya y en
determinadas zonas del SNC de la rata (Ammer y col., 1991; Nestler v col.,
1989; Rasmusen y col., 1990}; iii) la exposicién crénica a opioides de las
células SH-SY5Y incrementa la abundancia de distintas proteinas G {(Ammer
y Schulz, 1993); iv) los niveles de G,;a se incrementan en determinadas
Zonas cerebrales de ratones tolerante~-dependientes a morfina ( Garzén ycol. ,
1992); v) en el SNC de ratas tolerante-dependientes a morfina se observan
incrementos en el mRNA que codifica para las subunidades G.a vy G.a
(Parolaro y ool., 1993). Por el contrario, también se han descrito
disminuciones en la densidad de proteinas G tras la administracién crénica
de agonistas p en neuronas del cerebro posterior en cultivo (Vogel vy col.,
1990). Los cambios de distinto signo encontrados en las Kms de las distintas
areas tras la administracién crénica de morfina podrian explicarse en funcién
de alteraciones en la proporcion relativa de los diferentes tipos/subtipos de
proteinas transductoras que median los efectos del opicide (Ueda y col.,
1988).

Existen numerosos trabajos que documentan la requlacion de los
niveles de proteinas G tras la activacién crénica de receptores del tipo
inhibitorio. Por ejemplo, la exposicién crdnica de adipocitos aislados a
agonistas del receptor de adenosina A, conduce a una disminucién del namero
de proteinas G, (Green y col., 1990). En la linea celular SH-SY5Y la morfina
cronica aumenta los niveles de las subunidades G,,a, G;:a, G.a, G.a y G.a,
es decir, se afectan todas las subunidades a independientemente de su
actvidad funcicnal (Ammer y Schulz, 1993). Por tanto no resultan
modificadas dnicamente las subunidades que se acoplan directamente con los
receptores opioides p. Sin embargo, las neurcnas del estriado de rata en
cultivo responden al tratamiento con morfina crénica con una elevacion de los
niveles de proteinas G.,a y una disminucién en el contenido de G,a que se
acomparfia de un incremento en la produccidn de AMPc mediada por los
receptores dopaminérgicos D, y B—adrenérgicos {(Van Vliet y col., 1991). La
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activacion continuada de los receptores p modifica los niveles de G, en
determinadas areas del SNC de la rata (Basheer y col., 1992; Basheer y
Tempel, 1993) y en ileum de cobaya (Lang y Schulz, 1989). Por otra parte,
la administracioni.c.v. de antisueros generados contra distintas secuencias
de las subunidades G.a potencia la actividad antinociceptiva de los opiocides
morfina y f-end y atenia la incidencia del sindrome de abstinencia a opioides
en el ratén (Sanchez-Blazquez y Garzon, 1992b; 1994a). Estos datos pueden
ser explicados por fenémenos de convergencia de efectos entre los sistemas
receptoriales que controlan la adenilato ciclasa ( Ammer y Schulz, 1993). En
este sentido, el receptor a,-adrenérgico coexiste con el receptor u en el
SNC, comparte con €l el sistema de transduccién, regula los mismos efectores -
(Gilman, 1987) y su ligando endégeno, la noradrenalina, modifica la
expresion de la dependencia celular a la morfina (Garzéon y Sanchez-
Blazquez, 1992).

La persistente estimulacién de un receptor acoplado a proteinas G
puede regular la funcién de otros receptores también acoplados a proteinas
G. La tolerancia-dependencia a 1a morfina es el resultado no sélo de cambiocs
a nivel del receptor i sino también a nivel de las proteinas G asociadas a
estos receptores y, por.tanto, de las interacciones del sistema opioide con
otros sistemas de neurotransmisioén. Esta hip6tesis conectaria con los trabajos
clasicos de Collier en los que se propone que en situaciones de tolerancia-
dependencia no s¢lo resultan afectadas las neuronas con receptores opicides
sino también las neuronas que con las opicides se relacionan (Collier, 1980).

Se puede concluir que la actividad GTPasica de baja Km presenta una
distribucién diferencial en el SNC de ratén. Los cambios que se producen
tras la administracién crénica de morfina varian en funcidén del area del SNC
considerada. Estos cambios parecen estar mediados por el sistema de
transduccién que podria ver alterada i) su relacién con los receptores a los
que se encuentra asociado y/o, il) su expresion.
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3. Actividad GTPésica de alta afinidad sensible a opicides

Koski v Klee (1981) demostraron que los opiocides, en un proceso
mediado por receptor, estimulan la actividad GTPasica de baja Km en células
NG 108-15. En sus experimentos la potencia de los opiocides presentaba una
buena correlacion con las afinidades descritas en los experimentos de fijacién
y con la inhibicién de la adenilato ciclasa. Los resultados obtenidos en este
trabajo indican que la potenciacion por opiocides de la actividad GTPasica de
alta afinidad en el SNC de ratdn y en células NG 108-15 esta mediada por
receptores opioides ya que es dependiente de concentracion, ligando—
selectiva y reversible por antagonistas opioides. En primer lugar, ha
quedado demostrada la importancia del disefio del protocolo experimental a
la hora de estudiar los distintos aspectos funcionales de la transduccion
asociada a opioides.

Como ya observaron Koski y Klee (1982) en células hibridas NG 108-
15, la presencia del i6n sodio en el ensayo es necesaria para que los opicides
manifiesten su efecto sobre la actividad enziméatica en el SNC del ratén. El
sodio atenia las interacciones entre proteinas G y receptores desocupados,
reduciendo en gran medida la actividad GTPasica basal (Costa y col., 1990).
Esta propiedad aumenta la disponibilidad de proteinas G no activadas que
ahora pueden ser utilizadas por receptores ocupados por agonistas
produciendo asi un incremento en la hidrdlisis de GTP.

La estimulacién de la actividad GTPasica de baja Km en membranas de
sustancia gris periacueductal (PAG) de ratén, de médula espinal (ME) de
ratébn y de células hibridas de neuroblastoma x glioma NG 108-15 es
dependiente de la concentracidn de agonista empleada. Los antisueros
generados frente a los receptores opiocides p y 6 nos han permitido evaluar
su influencia en los efectos de los distintos opicides sobre la GTPasa. Del
mismo modo al disponer de antisueros especificos contra las proteinas G.;a ¥
G,.,.a, de gran importancia en el efecto antinociceptivo de los agonistas
opicides 1n/6 (Sanchez-Blazgquez y col., 1993}, hemos podido evaluar la
participacién de estas proteinas en la estimulacién de la actividad GTPasica
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de alta afinidad por los distintos agonistas. Todo ello ha hecho posible
estudiar la relacién entre la concentracion de agonista {gradoc de ecupacién
de los receptores) y la estimulacién de la actividad GTPasica por él
provocada.

En membranas de PAG de ratdén los agonistas opicides estimulan la
actividad GTPésica de alta afinidad. Se estudiaron: el DAGO, selectivo del
receptor opioide p; la morfina, agonista preferente del receptor p; la p—end,
agonista opiode p/6; la DADLE, agonista opicide &/p; y los agonistas
selectivos del receptor 6, DPDPE v [D-Ala®1-Deltorfina IT. A concentraciones
de 1nM, los valores de activacion de la actividad GTPasica oscilan entre un
65% para la B-end y un 82% para la DADLE. La Gnica excepcion es el DPDPE
que a esa concentracion solo alcanza valores del orden del 40% sobre la
actividad basal. Al aumentar la concentracion de DPDPE se alcanzan valores
de estimulacién semejantes a los del resto de agonistas. Parece, por tanto,
que el DPDPE actia con menor eficacia o afinidad por el receptor opioide (8)
en la activacion de la GTPasa de alta afinidad.

Los antagonistas opioides naloxona (antagonista de los receptores 1,
6 v K) e ICI 174864 (antagonista selectivo de los receptores §) (Cotton vy
col., 1984) redujeron la estimula;cién de la GTPasa producida por los
agonistas opioides, 1o que confirma la implicacion de los receptores opioides
en los efectos estudiados. Los agonistas con preferencia por el receptor n
son mas sensibles a la naloxona que al del antagonista & setectivo ICI 174864.
De hecho, la curvas de estimulacién del DAGO y de la morfina no se vieron
modificadas en presencia de 1pM de ICI 174864. La B-end, agonista /5, se
ve antagonizada tante por la naloxona como por el ICI 174864 aungue éste
ultimo es mas débil, dato en corcondancia con lo publicado por Ableitner y
Schulz (1992). Con respecto a los agonistas tipo &, la naloxona vy el ICI
174864 antagonizan el efecto del agonista 8/p DADLE sobre la GTPasa. Por
otra parte, el DPDPE y la [D-Ala’]-Deltorfina II presentan diferente
sensibilidad al ICI 174864. Mientras que sobre la curva de la [D-Ala’]-
Deltorfina II el efecto antagonista del ICI 175864 se manifiesta de un modo
drastico, en la curva del DPDPE dicho efecto es mucho mas moderado. Asi
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mismo, Ia curva del DPDPE es muy sensible a la naloxona mientras que la de
la [D-Ala’J-Deltorfina II lo es menos.

Se podria decir que los efectos provocados por los dos agonistas 6-
selectivos sobre la actividad GTPasica de alta afinidad del PAG de ratén
tienen distintas caracteristicas. Estas diferencias también se ponen de
manifiesto al estudiar su efecto sobre la antinocicepcién supraspinal (Jiang
y col., 1990). La capacidad delos agonistas § para modular la antinocicepcion
mediada por el receptor p {Porreca y col., 1992; Sanchez-Blazquez Yy
Garzon, 1989) levd a proponer que ese efecto podria estar mediado por
complejos receptoriales formados por los receptores p-6 y quizas también por
los K entre los se podrian establecer interacciones (Rothman y col., 1988}.
El modelo, propuesto en base a estudios "in vitro", postula la existencia de
receptores & como tales (&..., no asociados al compleio) v de receptores &
asociados al complejo {6..) (Xu ¥ col., 1993). El desarrollo de agonistas y
antagonistas selectivos para el receptor & ha permitido la caracterizacién
farmacologica de los subtipos 6 en estudios de antinocicepcion, y en base a
estos estudios "in vivo" realizados en ratén, se ha propuestoe la existencia de
dos subtipos de receptores &, el 8, y el §,. El DPDPE seria ligando selectivo
del 6,, y la [D-Ala’]-Deltorfina II seria ligando selectivo para el 6,. El
subtipo §,, dado que parece mediar en la analgesia supraespinal, seria mas
abundante en estructuras encefélicas, por el contrario, el subtipo &,,
responsable de la antinocicepcidn espinal, estaria localizado preferentemente
en zonas espinales (Mattia y col., 1992; Takemori y Portoghese, 1993).

El uso de agonistas para la caracterizacion de receptores acoplados a
proteinas G presenta ciertas limitaciones dada su mayor afinidad por una
subpoblacién de receptores, los receptores preacoplados (en estade de alta
afinidad). Sin embargo, los antagonistas se unen con afinidades muy
parecidas a los receptores preacopladoes y a los desacoplados (Molinoff y col. ,
1981). Por ello, con el desarrollo de antagonistas selectivos no peptidicos
para los subtipos 8, ¥ & se ha podido profundizar en la caracterizacién
farmacoldégica de los receptores &. El BNTX (hidrocloruro de benzilidene—-
naltrexona) es un antagonista selectivo del subtipo &, (Portoghese y col.,
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1992) v el NTB (naltribén) es un antagonista selectivo para el subtipo 6,
(Sofuoglu v col., 1991).

En nuestro sistema experimental el efecto diferencial de los
antagonistas se manifiesta en la ME y no en el PAG, donde BNTX y NTB
antagonizan tanto al DPDPE como a la [ D-Ala’]-Deltorfina II. Destaca ademas
que la eficacia de los dos agonistas & en la ME es mucho menor que en el PAG
siendo la relacion existente entre el maximo de estimulacién PAG/ME para el
DPDPE de 1.2 y parala [D-Ala’]-Deltorfina II de 1.6. En las células NG 108-
15, que contienen un Gnico tipo de receptores opioides & (Chang y col.,
1978), el efecto estimulador de DPDPE y [D-Ala’]-Deltorfina II sobre la
actividad GTPéasica de baja Km se bloguea totalmente por el antisuero anti-5.
En estas células los antagonistas selectivos BNTX y NTB se mostraron como
herramientas Gtiles a la hora de detectar diferencias en los efectos del DFDPE
Y de la [D-Ala’]-Deltorfina II. En este sentido, el DPDPE, ligando selectivo
para el subtipo §,, ve modificado su comportamiento estimulador en presencia
de BNTX, antagonista selectivo §,, mientras que la [D-Ala’]-Deltorfina II,
ligando selectivo del &;, es antagonizada con preferencia por el NTB,
antagonista selectivo de este subtipo.

Del estudio de la estimulacion de la actividad GTPAsica provocada por
DPDPE y [D~Ala’]-Deltorfina II en una estructura encefalica (PAG) y en la
ME de ratdn se concluye que, en ambas zonas el antisuero generado frente
al receptor & bloguea la respuesta de las membranas frente al DPDPE y a la
[D-Ala’]-Deltorfina II. Al igual que en estudios de antinocicepcién y de
fijacién de radioligandos, el antisuero no distingue entre los dos subtipos de
receptores. Esto podria significar, que al menos, el extremo amino terminal
de los dos subtipos es idéntico puesto que el antisuero generado frente a los
16 primeros aminoacidos de dicho extremo modifica la respuesta de los dos
agonistas en las dos areas. La posible glicosilacién que el residuc 18 del
receptor opioide & puede sufrir no interfiere con el reconocimiento del
extremo amino terminal por el antisuero (Garzén y col., 1994a).
Recientemente se ha sugeridc que &, y &, difieren en la secuencia de los
dominios intracelulares, por ejemplo en el extremo carboxilo terminal o en el
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tercer bucle intracelular (Sanchez-Blazquez y Garzon, 1995a}.

En cualquier caso, todavia no esta claro si los dos subtipos son en
realidad dos entes moleculares distintos o si se trata de dos respuestas
farmacoldgicas distintas de un mismo receptor, en funcién de la transduccién
que active el ligando que se le una. Disminuyendo la expresion de distintas
subunidades a en el SNC de ratéin mediante la administracién i.c.v. de
oligodesoxinuclettidos antisentido (ODN} frente a los diferentes RNAm que
las codifican se ha obtenido informacién muy valiosa. La administraciéon de
ODN para G,;a bloquea selectivamente la analgesia supraespinal provocada
por el DPDPE, mientras que la inyeccion de ODN para G,a disminuye la
provocada por la [D-Ala®]-Deltorfina II. Por el contrario, la administraciéon
de G,,a 0 de G,,,a no afecta la analgesia evocada por los DPDPE o [D-Ala’]-
De.ltorf;na II ¥ si se utilizan G,.a, G.;a, G,.a o G,;a el efecto de los dos
agonistas se ve disminuido (S&nchez-Blazquez y Garzén, 1995a). Por ello,
en nuestro laboratorio se esta trabajando en la actualidad con la hipbétesis de
la existencia de los dos subtipos de receptores & que utilizan proteinas
transductoras diferentes. Lo que parece claro es que &, ¥ &, no participan
del mismo modo en un proceso tan importante para la farmacologia opioide
como es la tolerancia-dependencia en la cual parece estar mas implicado el
subtipo 6, (Miyamoto y col., 1994). También pudiera suceder que el mismo
receptor viera modificada su respuesta frente a un mismo agonista
dependiendo de la zona de estudio. Las seftales reguladoras en el SNC no son
iguales en todas las areas, de hecho, diferencias en el sistema de
transduccion podrian ser las responsables de estos cambios de respuesta. El
sistema de transduccién podria diferir en estructuras encefélicas y
espinales. La eficacia de un agonista sobre un receptor, estimada por la
estimulacién de la actividad GTPasica que éste provoca, podria variar en
funcién de las proteinas transductoras disponibles en ese momento en esa
zona en concreto. En este sentido, el trabajo de Garzén y col. (1994c) es
revelador al demostrar la diferente eficacia de los agonistas opicides en
activar distintos tipos de proteinas G reguladas por un mismoc receptor

opioide.
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En el PAG de raton, el antisuero anti-G,.a disminuyé la eficacia
estimulatoria de todos los opioides estudiados, tanto p- como 6-preferentes.
Por el contrario, el antisuero anti-G,,.a resté eficacia a los agonistas que son
capaces de unirse al receptor opioide p, es decir, al DAGO, a la morfina, a
la B-end v a la DADLE aunque en el caso de esta ultima dnicamente a las
concentraciones més bajas. El anti-G,,.a no modificoé la potencia de los
agonistas &-selectivos DPDPE y [D-Ala’]-Deltorfina II. Estos resultados
indicarian que en la estimulacién de la actividad GTPasica mediada por el
receptor § no participaria la subunidad G,,.a, ¥y que en la mediada por el
receptor p participarian las subunidades G;.a y G:,.a. Confirman pues la
hipétesis sugerida anteriormente, un mismo receptor es capaz de trabajar con
distintas proteinas transductoras para producir el mismo efecto. Estudios
previos de nuestro grupo en los que se evaluaba la participacion de los
receptores opiodes n y & en la analgesia supraspinal del ratén confirman
estos resuitados (Sanchez-Blazguez y col., 1993). En la antinocicepcion p
participan las proteinas G;, y G,,., mientras que en la antinocicepcidén &
participan las proteinas G;; v G,3: (Prather y col., 1994; Sanchez-Blazquez
y Garzdn, 1993b). Adn queda por explorar el papel que otros subtipos de
proteinas G (Gqa, Gi:a, Giia) puedan desempeifiar.

Las secuencias de los receptores opicides 1 y 6 presentan diferencias
en el dominio implicado en la unién con las subunidades a, en concreto, en
el tercer segmento interno y en el extremo carboxilo terminal (Chen y col.,
1993; Evans y col., 1992; Kieffer y col., 1992). Del mismo modo, las distintas
subunidades a presentan variaciones en los dominios carboxilo terminales
donde interactiian con los receptores (Itch y col., 1986; Jones y Reed, 1987:
Strathmann y col., 1989). Por tanto, estas diferencias podrian ser las
respensables del acoplamiente diferencial de los receptores p y & a las
distintas proteinas G.

La subunidad G,,.a presenta una velocidad de hidrélisis de GTP mucho
mas lenta que la de otras subunidades a. Para las subunidades G.,a, G.a y Ga
se ha descrito una tasa de hidrdélisis 200 veces mas rapida que parala G,,.a,
mientras el tiempo medio de hidrdlisis para esta subunidad se ha estimado en
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10-12 minutos para las deméas se ha establecido en pocos segundos (Casey y
col., 1990). Estas peculiaridades cinéticas de la subunidad G,,.a la brindan
la posibilidad de controlar sefiales de aparicién lenta y de vida media muy
larga (Casey y col., 1990). Este perfil de la subunidad G,,.a se ajusta a las
caracteristicas de la antinocicepcién de morfina y de B-end: efecto analgésico
lento, prolongado y, en el caso de la morfina, muy resistente a la toxina
pertisica (Sanchez~Blazquez y col., 1993). Por ello, para estudiar la
participacién de la subunidad G,,,a en los efectos estimulatorios de los
opicides fue necesario aumentar la concentracién de sustrato (GTP) o
-disminuir el Hempec de incubacién de las membranas con el GTP. En los dos
casos los resultados fueron idénticos por 1o que se consideraron validas las
dos aproximaciones experimentales. Con la segunda de las aproximaciones se
asegurd que la concentracién de sustrato en el comienzo de la reaccién fuera
la suficiente como para que todos los tipos de subunidades a,
independientemente de su sensibilidad por el GTP, pudieran manifestarse.
La importancia que la disponibilidad de sustrato tiene sobre la actividad
funcional del sistema de transduccién ha quedado, por tanto, demostrada en
esta serie de experimentos.

Con respecto a la posibilidad de modificar el sistema de transduccién
mediante tratamientos "in vivo", resultados previos de nuestro grupo ya
habjan puesto de manifiesto la capacidad delas IgGs para alcanzar diferentes
subunidades G, en la membrana neuronal (Sanchez-Blazquez y Garzon,
1962b; 1993; Sanchez-Blazquez y col., 1993). Eran trabajos en los que se
evaluaba la actividad antinociceptiva de distintos opiocides tras la
administracién "in vive" de antisueros especificos dirigidos contra distintas
secuencias de las subunidades G,. Dado que la administracién de una Gnica
dosis de IgGs modificaba la respuesta analgésica durante varios dias, se
sugirid la necesidad de sintesis proteica para recuperar la funcién perdida
(Sanchez-Blazquez y col., 1993). Esta sintesis de "de novo" de proteinas G
tras una manipulacién experimental también ha sido sugerida por otros
autores al estudiar el efecto de agonistas opioides sobre la regulacion del
sistema de transduccién en sistemas celulares (Ammer y Schulz, 1993:
Eriksson y col., 1992). La administracién "in vivo" de los antisueros anti-
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G::a y anti-G,,,a también modifica el binding de DAGO a fracciones P, del
PAG de ratén (Sadnchez-Blazguez y ©ol.,.1993). La actividad GTPasica de las
membranas de PAG también puede ser modificada por la administracién i.c.v.
de antisueros especificos. En este sentido, el efecto estimulador de los
opiocides DAGO, morfina y DADLE sobre la GTPasa de alta afinidad del PAG
de ratones inyectados con los antisueros anti-G,.a y anti-G,,.a se encontré
disminuido. El efecto de DADLE fue mas sensible al anti-G,.a, que al anti-
G;,.a, el patrén contrario se observo al estudiar la morfina, que resulto ser
mucho mas sensible al anti-G,,,a. La estimulacion de la actividad GTPasica de
baja Km provocada por €l DAGO se redujo del mismo modo en presencia del
anti-G,,a vy del anti-G,,.a. El mismo patrén de respuesta se observé al
estudiar la modificacién de la respuesta GTPasica sensible a opicides en
fracciones P, de PAG de ratén tratadas "in vitro" con estos antisueros. Se
desconoce por el momento si las IgGs, desde el exterior de la membrana,
pueden alcanzar las subunidades a de las proteinas G o si de algin modo son
transportadas al interior de las neuronas. El acceso de las IgGs a sus
antigenos podria estar favorecido por la compleja organizacién del sistema de
transduccién en los sinaptosomas (Coulter y Rodbell, 1992). También se ha
descrito la existencia de péptidos que se encuentran insertados en la
membrana plasmatica y que son capaces de reqular el sistema de transduccion
{Mousli y col., 1990).

La administracion i.c.v. del modificador covalente B-funaltrexamina
provoca un antagonismo irreversible de la antinocicepcion opicide, asi como
una disminucién de la fijaciéon opioide en el PAG. Este efecto sobre la fijacion
se observa principalmente en areas periventriculares disminuyendo en el
resto del mesencéfalo (Sanchez-Blazguez y Garzon, 1989). Un
comportamiento semejante se observod tras la administracion i.c.v. de los
antisueros. La estimulacién de la actividad GTPasica por opioides y la fijacion
de DAGO {Garzén y col., 1994c; Sanchez-Blazquez y col., 1993) se redujo
en areas del PAG cercanas al acueducto (aproximadamente 0.5mm de
espesor). Fenémenos de difusidn desde los ventriculos podrian ser
responsables de estas observaciones. Parece, por tanto, légico concluir que
al menos una pequeiia poblacién de receptores opiocides y de proteinas G del
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PAG participan en la antinocicepcién gue la administracion i.c.v. de los
opicides pone de manifiesto.

Un capitulo interesante de este trabajo ha sido la respuesta encontrada
en la actividad GTPasica de las células hibridas NG 108-15 frente a los
agonistas p. El DAGO v la morfina son capaces de estimular en estas células
dicha actividad enzimatica de modo concentracién-dependiente. Dado que
estas células presentan, segqin la mayoria de autores, un 1dnico tipo de
receptores § era 16gico que los agonistas que se pudieran unir al receptor §,
DADLE, DPDPE, [D-Ala’]-Deltorfina II o B-end, independientemente de la
afinidad con que lo hagan, desplegaran esa capacidad estimuladora (Koski
y Klee, 1982; Ott y col., 1989; Selley y Bidlack, 1992; Vachon y col., 1987).
El efecto observado con el DAGC y la morfina estd mediado por receptores
opicides puesto que el antagonista opiocide p-selective, CTOP (Gulya v col.,
1986) antagoniza su efecto. De hecho, se eligit este antagonista en vez de la
naloxona por el caracter inespecifico de ésta. Fl antagonista §-selectivo ICI
174864 en las células presenta el mismo patrén de antagonismo que en el PAG,
con la excepcidén de la morfina, que ahora ve modificada su respuesta en
presencia del antagonista é-selective. Al igual que sucedia en el PAG i) la
estimulacién que la [D-Ala’]-Deltorfina II provoca en las membranas de las
células NG 108-15 es mas sensible al ICI 174864 que la provocada por el
DPDPE, y ii) a concentraciones bajas el DPDPE estimula menos que el resto
de los agonistas ensayados. Los efectos estimuladores de los agonistas p
sobre la GTPasa de alta afinidad en estas células, aunque de menor magnitud
que los provocados por los agonistas §, resultaron inesperados. En otros
trabajos también se habian detectado este tipo de efectos estimulatorios sobre
el sistema de transduccion al trabajar con agonistas p y K en distintos
sistemas celulares, gue presentaban so6lo poblaciones homogéneas de
receptores & (Prather y col., 1994). Estos autores sugieren que como el
DAGO es capaz de inhibir la adenilato ciclasa en las células NG 108-15, posee
clerta actividad como agonista 6. De hecho, recientemente en nuestro
laboratorio se ha observado que el tratamiento "in vivo" de células NG 108-15
con el modificador covalente p—funaltrexamina previene de la estimulacién que
el DAGO vy la morfina ejercen sobre la actividad GTPasica de alta afinidad de
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las células. Seria interesante la determinacion de los niveles de RNAm para
el receptor p en estas células puesto que de existir es poce abundante ya que
no se pone de manifiestc ni utilizandc técnicas de fijacion ni de
inmunodeteccion.

La actividad del DAGO, la morfina y la B-end sobre la GTPasa de alta
afinidad de membranas del SNC de ratén parece estar principalmente mediada
por el receptor n. El antisuero anti~-6 no modifica las curvas de activacion de
estos agonistas y si que lo hacen los antisueros anti-p. Del mismo modo, el
antagonista §-selectivo ICI 174864 es inefectivo en la reduccion de los efectos
estimuladores provocados por el DAGO ¥ la morfina. En este sentido,
trabajos previos de nuestro grupo, en los que se estudiaba la fijaciéon de
morfina y B-enad en el cerebro de ratén, pusieron de manifiesto que los dos
agonistas tenian afinidades muy parecidas por el receptor p. Se calculé una
relacién de afinidades p/6 de 0.027 para la morfina y de 0.17 para la g-end
{ Sanchez-Blazquez y Garzon, 1989). Dado gue en el PAG de ratén es mayor
la densidad del receptor n que la del § (Mansour y col., 1987; 1988; Sharif
y Hughes, 1989; Tempel y Zukin, 1987) la mayor parte de la estimulacién
promovida por los dos opiocides estara mediada por el receptor p aunque en
las concentraciones mas elevadas podria intervenir también el receptor 6. Sin
embarge, como ya hemos apuntado anteriormente, de los datos resultantes
de los experimentos realizados con el antisuero anti-& y con el antagonista
selectivo de los receptores & ICI 174864 parece deducirse que la participaciéon
del receptor & en la estimulacién de morfina y p-end sobre la actividad
GTPasa de baja Km del PAG de ratdn es minima.

El antisuerc MU/2EL esta generado frente a una secuencia del sequndo
bucle extraceluiar {208-216) del receptor 1 de la rata, de modo que a una
concentracion adecuada reconoce todas las posibles variantes del receptor
opicide p, independientemente del grado de glicosilacién, presentes en el
area de estudio y abole por completo el efecto estimulatorio de los agonistas
p-preferentes DAGO y morfina. El antisueroc MU /T esta generado frente alos
16 primeros aminoacidos del extremo N-terminal de la secuencia del receptor
n de la rata. El péptido antigénico incluye un posible sitio de glicosilacidén,
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el residuc 9 (Chen y col., 1993), por ello a pesar de utilizar cantidades muy
altas de antisuero no es capaz de blogquear todos los recepiores p de la
preparacién, posiblemente las glicosilaciones en esa posicién los hagan
insensibles, y una parte del efecto estimulatorio de los agonistas se sigue
observando. Los azicares parecen, por tanto, dificultar el reconocimiento
de la proteina antigénica.

Como la especificidad de los antisueros empleados en este trabajo esta
suficientemente documentada {(Garzén y col., 1994b; 1995; Garzdén vy
Sanchez-Blazquez, 1995), el que los efectos estimuladores de DPFDPE y [D-
Ala*]-Deltorfina II sobre la actividad GTP4asica de baja Km del SNC del ratén
se vieran modificados por la presencia en el ensayo de los antisueros anti-np
resultd en cierta medida sorprendente. Sin embargo, trabajos prevics en los
que se evaluaba la eficiencia antinociceptiva en el test del tail-flick de
diferentes ligandos opiocides administrados por viai.c.v. a ratones ya habian
puesto de manifiesto un cierto efecto n de diversos agonistas & opiocides, en
especial DPDPE y DADLE. En estas experiencias se demostraba que los
ligandos & también necesitan unirse a los receptores p para producir altos
niveles de analgesia supraespinal ( S&nchez-Blazquez y Garzdn, 1989). Estos
datos se pueden interpretar como, i) posible uniétn de los agonistas & a los
receptores opioides p, sobre tedo a las concentraciones mas altas estudiadas;
il) existencia de complejos opiocides de caracter funcional formados por
receptores n y &§. Como ya se ha comentade, este tipo de asociaciones han
sido propuestas a partir de estudios realizados "in vitro", no ha podido ser
demostrada en ensayos "in vivo" pero no puede descartarse.

FEn los ensayos "in vivo" se ha observado que la antinocicepcion p esta
modulada por los receptores &§: la coadministracion de morfina y dosis
subanalgésicas de DPDPE o {[D-Ala’]-Deltorfina II en el ratén provoca
modulacién positiva de la antinocicepcién, mientras que la coadministracién
de met-encefalina y morfina provoca modulacién negativa. Los dos efectos
son sensibles al antagonista 6 selectivo ICI 174864 y al antagonista &,
selectivo NTII (naltrindol-5'-isotiocianato) perono al antagonista §,-selectivo
DALCE ({D-Ala’, Leu®, Cys®*]encefalina). Por tanto, el subtipo &, parece ser

173



el receptor & implicado en la modulacién de la antinocicepcion de morfina
(Porreca y col., 1992). Este subtipc podria ser el mismo que otros grupos,
en base a estudios "in vitro" han denominado &.,, es decir, el receptor 6 que
existiria asociado al receptor p formando un complejo receptorial opioide
(Rothman y col., 1988; Xu y col., 1993). Si este tipo de complejos
receptoriales existen, podria suceder que los antisueros anti-p bloguearan
los receptores p perc debido al enorme tamafio de las IgGs, éstas impidieran
también el acceso de los agonistas 5 a los receptores § asociades. El grado de
estimulacién sobre la actividad GTPasica de estos agonistas se encontraria,
por tanto, disminuido. El hecho de que no suceda lo contrario, es decir, que
al poner el antisuero anti-§ no se blogqueen los efectos estimulatorios de los
agonistas 1 podria indicar que en el complejo habria muchos mas receptores
» que 6§, de modo gue aunque al blogquear los receptores § también se
impidiera el acceso a algunos receptores p, todavia quedaran suficientes
como para gue €l agonista p promoviera estimulacidn de la actividad
GTPésica. Los trabajos que describen la distribucién de receptores opioides
R Y & en el SNC de ratdn avalan esta hipotesis puesto que tanto en la médula
espinal como en el PAG la densidad de receptores 1 es mucho mayor que la de
receptores & (Mansour y col., 1988). Los datos también parecen sefialar que
los complejos serian distintos en zonas espinales o0 en zonas enceféiicas
puesto que los efectos de los antisueros anti-p son distintos en una y en
otra. El antisuerc MU/2EL modifica la respuesta frente al DPDPE y a la [D-
Ala’]-Deltorfina II mas en el PAG que en la ME, mientras que el MU/T
disminuye mas el efecto estimulatorio de los dos agonistas en la ME que en el
PAG. De estos resultados parece desprenderse que en la ME, el receptor p
se encontraria menos glicosilado que en estructuras encefalicas puesto que
el antisuero MU/T, generado frente a una secuencia susceptible de sufrir
una glicosilaciéon, es mas eficaz en bloquear a su antigeno correspondiente.

Por tanto, en el SNC de ratén los agonistas opioides estimulan la
actividad GTPasica de alta afinidad de manera concentracién-dependiente en
un procesc en el que participan los receptores opioides puesto que los
antagonistas opivides redujeron dicha activacién. La actividad del DAGO, la
morfina y la B-end sobre la actividad enzimdatica estda mediada por el receptor
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p, mientras que el efecto del DPDPE v la [D-Ala’}-Deltorfina I1 esta mediado
principalmente por el receptor 5. Con respecto al sistema de transduccién,
en la estimulacién de la actividad GTPasica mediada por el el receptor p
participan las subunidades G,;a y G,,.a Y en la mediada por el receptor &
participa la subunidad G,.a pero no la subunidad G,,.a. La disponibilidad de
distintos sistemas de transduccion en las diferentes areas podria justificar
la existencia de los subtipos 5, ¥ §;. En las células hibridas de neuroblastoma
x glioma NG 108-15 tanto los agonistas & como los p-preferentes estimulan,
también de modo concentracién-dependiente, la actividad GTPasica de baja
Km. El efecto estimulatorio de los agonistas para el receptor p es menor y se
previene con la exposicion de las células al modificador covalente g-
funaltrexamina,

4. Efecto de los péptidos mastoparan y N-acetil-f-endorfina (1-31) sobre la
actividad GTPpésica de alta afinidad del PAG de ratén.

El mastoparan, comootros compuestos anfifilicos, es capaz de modificar
el funcionamiento de ciertas proteinas G (Higashijima y col., 1988, 1990;
Mousli y col., 1990). En concreto, regulan las proteinas transductoras G, /G,
actuando directamente sobre ellas (Higashijima y col., 1988). Se trata de
péptidos cuyas secuencias presentan una cadena hidrofébica larga y una
Zona rica en residuos positivos, que podria interaccionar primero con los
residuos negativos de la membrana y luego con el extremo carboxilo terminal
de la subunidad a de la proteina G (Mousl y col., 1990a). El mastoparan y
la NAC cumplirian con este requisito estructural puesto que sus secuencias
presentan tres residuos de Lys (posiciones 3,4, v 11) vy cinco residucs de
Lys (posiciones 9, 19, 24, 28 y 29), respectivamente.

El derivado N-acetilado de la B-end (NAC) requla la antinocicepcién
supraespinal mediada por diferentes opioides y por agonistas a,-adrenérgicos
{Garzdén y Sanchez-Blazquez, 1991; Sanchez-Blazquez y Garzén, 1992a).
Este neuropéptido presenta una baja afinidad por los receptores opioides
{ Deakin y col., 1980), carece de actividad analgésica cuando se administra
i.c.v. en roedores (Smyth y col., 1979), por lo que sus efectos parecen
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ejercerse a nivel de las proteinas G (Sanchez-Blazquez y Garzén, 1993a).

El mastoparan y, quizis también la NAC, tras su unién a la membrana
plasmatica, la atravesarian, posiblemente por un mecanismo de transferencia
electrolitica en el gue participan los residuos negativos de la membrana
(Higashijima y col., 1988, Mousli y col., 1990b). Se formaria una a hélice
muy estructurada en la que los residuos positivos quedarian expuestos al
medio acuoso de modo que se mimetizarian los bucles intracelulares de los
receptores acoplados a las proteinas G {Higashijima y col., 1988; 1990). Los
residuos con cargas positivas y la estructura secundaria helicoidal son
esenciales para que se produzcan los efectos estimulatorios del sistema de
transduccitn, puesto que analogos del mastoparin en los que los residuos
basicos han sido sustituidos carecen de esta actividad (Danilenko y col.,
1993; Song y col., 1993).

Fl mastoparén, a concentraciones micromolares, estimula la actividad
GTPasica de proteinas G,/G, purificadas y reconstituidas en vesiculas de
fosfolipidos (Higashijima y col., 1988; Mousli y col., 1990) y afecta a las
actividades enzimaticas fosfolipasa C y ATPasa de Na'/K' presentes en la
membrana plasmatica de células 373 de ratdn en cultivo (Danilenko y col.,
1993). En este trabajo se recoge que el mastoparan estimula la actividad
GTPéasica de baja Km en membranas de PAG de ratén, a concentraciones
menores {100 nM). Como el mastoparan no interacciona con ningan receptor,
la estimulaciéon que provoca sobre la actividad GTPasica es dependiente de
la concentracion de péptido que se emplee ¥y no del grado de ocupacion del
receptor. Se registran, por tanto, incrementos en la estimulacién segun se
incrementa la concentracién de mastoparan. Este perfil de respuesta también
se ha puesto de manifiesto en experimentos de reconstitucion de proteinas G
en vesiculas fosfolipidicas. S6lo a concentraciones muy altas de mastoparan
{ mayores de 100 pM) parece producirse una pérdida de afinidad {Higashijima
y col.,1990).

Los antagonistas de receptores ligados a proteinas G facilitan el efecto
estimulatorio del mastoparan, pero al menos en el caso de la naloxona, s6lo
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cuando se emplea una concentracién subefectiva de mastoparan. Los
antagonistas presentaron distinta potencia a la hora de favorecer la
liberacidén de Pi por el mastoparan. La naloxona, antagonista no selectivo de
los receptores opioides, el CTOP (anéalogo de la somatostatina y de secuencia
Cys’,Tyr’,Om®,Pen’ Amida), antagonista selectivo de los receptores
opioides p (Gulyaycol., 1986), el nor-BNI (nor-binaltorfimina), antagonista
de los receptores opicides K (Portoghese y col., 1987), potenciaron el efecto
del mastoparéan a concentraciones menores que las necesarias para observar
efecto con el sulpiride, antagonista D,-dopaminérgico (Terai y col., 1983),
el idazoxan, antagonista a,-adrenérgico (Doxey y col., 1983), o el ICI
174864, antagonista selectivo de los receptores opicides & (Cotton y col.,
1984). A concentraciones micromolares (100 M) el sulpiride y el idazoxan
ejercieron un efecto moderado pero significativo sobre la estimulacion de la
actividad GTPasica provocada por el péptido en estudio. Este comportamiento
no se observd al incluir en el ensayo la bicuculina, antagonista de los
receptores GABA,. que no estan mediados por proteinas G (Curtis y col.,
1970; Bowery, 1989). Por tanto, se puede inferir que las proteinas G estin
implicadas en el efecto facilitador que los antagonistas de receptores
acoplados a proteinas G ejercen sobre la activacion de la actividad GTPasica
provocada por el maétoparan.

El distinto efecto observado para los diferentes antagonistas puede ser
consecuencia de, i) distinta densidad de receptores en el area nerviosa
estudiada, en este sentido, los receptores 11 y K son més abundantes que el
receptor § en el PAG {Moskowitz y Goodman, 1985; Sanchez-Blazquez y
Garzon, 1989; Mansour y col., 1988); ii) diferencias en la afinidad relativa
de los antagonistas por sus receptores; ili) diversidad en los sistemas de
transduccioén regulados por esos receptores (Birnbaumer y col., 1990; Yost,
1993). Como se han descrito proteinas G insensibles al mastoparan (los
subtipos G, vy G.) (Higashijima y col., 1988; 1990), el acoplamiento de los
receptores a distintos tipos o subtipos de G; o G, podria ser el responsable
de la distinta eficacia de los antagonistas sobre el efecto estimulador del
mastoparéan.
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Se ha propuesto que el mastoparan incrementa la tasa de intercambio
de nucledtidos de guanina y la hidrélisis de GTP al actuar directamente sobre
el dominio de la subunidad G, implicado en la unién con el receptor
{Higashijima y col., 1988; 1990). Si ésto fuera cierto, el mastoparan actuaria
principalmente sobre proteinas G en su forma heterotrimérica (no ligadas a
los receptores), por lo que los antagonistas no podrian influir en su efecto.
Los resultados obtenidos en este trabajo, indican que los antagonistas unidos
a sus receptores, probablemente porgue provocan un cambio en las proteinas
G acopladas (Costa et al, 1990; Costa y Herz, 1989), facilitan el acceso del
mastoparan a las subunidades G, (se observa un incremento en la hidrélisis
de GTP). De hecho, la disociacién del complejo receptor-proteina G
provocada por un agenista, elimina el efecto potenciador de los antagonistas
sobre la estimulacién de la actividad GTP4sica observada con el mastoparan.
Esta inhibicién se observd con el DAGO, la morfina y €l DPDPE en presencia
del antagonista naloxona. Se propone, por tanto, que el péptido anfifilico
mastoparan actia sobre las proteinas G en un sitio distinto al implicado en la
unioén al receptor, aungue posiblemente también situado en la zona carboxilo
terminal de las subunidades a (Weingarten v col., 1990). En este sentido hay
que destacar también los experimentos en los que se ensayaron los efectos de
la combinacién de los antagonistas p- y §-selectvos, CTOP e ICI 174864, v
el mastoparan en presencia de los antisuercs anti-p (MU/T) y anti-6. Con
ellos se intentaba determinar de qué modo los receptores opioides (p y 8)
participan en los efectos potenciadores de los antagonistas sobre la
estimulacién de la actividad GTPé&sica provocada por el mastoparan. Se
observa que una disminucion en la ocupacion de receptores por el antagonista
como consecuencia de la presencia del antisuero supone una redguccion de su
eficacia potenciadora sobre los efectos del mastoparan en la GTPasa. Por
tanto, aunque los antagonistas unidos al receptor no activan directamente las
proteinas G, inducen cambios conformacionales en ellas, que facilitan el
acceso del mastoparan a las subunidades G, (Martinez-Pefia ¥ col., 1995).

El mastoparan y la NAC presentan ciertas semejanzas en su

comportamiento en los ensayos de actividad GTPasica: i) su efecto
estimulador aumenta segin se incrementa la cantidad de péptido empleado ¥;
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ii) los dos ven modificado su efecto por la presencia de antagonistas. Por
todo ello un mecanismo coman de actuacién para los dos péptidos parece estar
implicado. Trabajos recientes de nuestrc grupo, realizados "in vivo" en los
que la administracién de las sustancias se realiza i.c.v., han puesto de
manifiesto que el mastoparan se comporta como un antagonista no competitivo
de la antinocicepcién inducida por los opioides DAGQ, morfina, DPDPE y [D-
Ala’]-Deltorfina II, y por el agonista de los receptores a,-adrenérgicos
clonidina, administrados en el ratén. La administracién previa de NAC evita
este comportamiento antagonista del mastoparan (Sanchez-Blazquez y col.,
1994; SaAnchez-Blazquez y Garzon, 1995b) . El efecto protector de la NAC sélo
se manifiesta si el neuropéptido se administra a los animales antes que el
mastoparan, por lo que se sugiere un mismo sustrato biolégico de actuacién
para los dos péptidos. En este punto se debe considerar la distinta
naturaleza de ambos, el mastoparan, que es un venenc, se comporta como una
toxina, mientras que la NAC que es un péptide endégeno actia como un
neuromodulador. Probablemente el sitio de actuacién de los dos péptidos son
las mismas proteinas G pero el mastoparan parece unirse a ellas con mayor
afinidad. El menor tamafio del mastoparan (14 aminoacidos frente a los 31 de
la NAC) podria facilitar su acceso a las G, en la membrana celular, de ahi su
mayor efectividad.

Al estudiar el efecto que el mastoparan ejerce sobre la estimulacién
provocada por distintos agonistas opioides se ocbserva que concentraciones
subefectivas del mastopardn reducen dicha estimulacién. Los agonistas
afectados fueron el DAGQ, la morfina, la DADLE y el DPDPE, es decir, los
mismos que también ven reducida su capacidad analgésica en presencia de
mastoparan en los estudios "in vivo". Hay que sefialar que la analgesia
mediada por los receptores & resulta completamente abolida en presencia del
veneno peptidico, mientras gue la analgesia producida por la activacién de
los receptores i presenta un componente que es insensible a la actvidad
blogqueadora del mastoparan (Sanchez-Blaézquez y Garzén, 1994b). En
contraposicién con el mastoparan, la NAC a pesar de regular la analgesia
mediada por los receptores n pero no la mediada por los receptores 5 {Garzén
¥y Sanchez-Blazquez, 1991; Sanchez-Blazquez y Garzdn, 1992; Sanchez-
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Blazquez y Garzon, 1993), no modifica la respuesta GTPasica de las
membranas de PAG de ratéon frente a sus agonistas.

La NAC sélo mostrd su capacidad estimuladora de la actividad GTPasica
de baja Km del PAG de ratdon cuando el ensayo se llevd a cabo en presencia
de GTP y a 37°C, es decir, en unas condiciones que favorecen el
desacoplamiento de los receptores y las proteinas G. El GTP desplaza al GDP
de la subunidad a, lo que provoca que el receptor pase a un estado de baja
afinidad. Esto confirmaria la hipétesis de que la NAC tiene accién directa
sobre las proteinas G y que su efecto no estad mediado por receptores. Sélo
- cuando las proteinas G se encuentran libres en la membrana son susceptibles
de ser modificadas por la NAC. Sin embargo, el mastoparan también resulta
efectivo en unas condiciones de experimentacién mas desfavorables como es
una preincubacién en frio en ausencia de GTP. Estos resultados ponen de
nuevo de manifiesto una mayor facilidad de este péptido para actuar sobre el
sistema de transduccion.

Los resultados del estudio de las posibles relaciones de competencia
y/0 facilitacién que se establecen entre el mastoparan y la NAC sobre la
actividad de las proteinas G muestran que la eficacia del mastoparan como
estimulador de la actividad GTPasica se ve incrementada en presencia de
concentraciones subefectivas de NAC, que de este modo se vuelve a mostrar
como sustancia neuromoduladora. De estos estudios se puede concluir que
tanto el veneno peptidico mastoparan como el péptido endégeno NAC
estimulan la actividad GTPasica de alta afinidad del PAG del ratén en un
proceso no mediado por receptor por lo que se propone un mismo sustrato
bioldégico de actuacion, probablemente las mismas proteinas G. Las
diferencias cbservadas en una y otra estimulacién podrian ser consecuencia
de la diferente naturaleza de los dos péptidos.
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CONCLUSIONES



Los péptidos enddgenos -endorfina (1-31) y su derivado acetilado *N-
acetil-g-endorfina (1-31) se encuentran distribuidos de modo
diferencial en el SNC de la rata y el ratdn. Los procesos de tolerancia-
dependencia a opicides provocan variaciones en el contenide de ambos
péptidos. l.os cambios observados en los niveles de “N-acetil-B-
endorfina (1-31) son de gran interés puestoc que aportan una
informacién valiosa acerca de este neuropéptido del que hasta el
momento se desconoce su papel funcional aunque se le implica en
papeles de regqguladores de la funcién opioide.

En el SNC de ratén existen dos actividades enzimaticas responsables
de la hidrdélisis de GTP, una de las cuales es de alta afinidad y
presenta una Km de 0.2-0.3 pM. La actividad GTPasica de baja Km (o
de alta afinidad) presenta una distribucion diferencial. El tratamiento -
crénico con morfina modifica la actividad GTPasica de alta afinidad en
el talamo, el mesencéfalo (incluyendo a la sustancia gris
periacueductal) y la médula espinal. Dado que los cambios producidos
son de distinto signo (se producen disminuciones en el mesencéfalo y
en la médula espinal pero incrementos en el télamo) los sistemas de
neurctransmisién que coexisten con el opioide podrian resultar
determinantes en la manifestacién celular frente a situaciones de

tolerancia-dependencia.

La estimulacidén de la'GTPasa de baja Km provocada por agonistas en
membranas refileja los acontecimientos que se producen inmediatamente
a continuacién de la activacién del receptor por la unién de un
agonista. La potenciacién por opioides de la actividad GTPasica de alta
afinidad en el SNC de raton y en las células hibridas de neuroblastoma
x glioma NG 108-15 depende directamente de la concentracién de
agonista utilizada, es ligando-selectiva y reversible por antagonistas
opioides. En membranas de PAG de ratén los agonistas opicides DAGO,
selectivo del receptor opioide u; morfina, agonista preferente del
receptor p; f—end, agonista opiode p/5; DADLE, agonista opioide §/11;
y los agonistas selectivos del receptor &, DFDPE v [D—Alal2 ]-Deltorfina
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II, estimulan la actividad GTPAasica de alta afinidad. El DPDPE tras
unirse a los receptores § del PAG del ratén actiia con menor eficacia
que el resto de los agonistas para activar la GTPasa de baja Km. Los
antagonistas opicides naloxona (antagonista no selectivo) e ICI 174864
(antagonista selectivo de los receptores §) redujeron la estimulaciéon
de la GTPasa preducida por los agonistas opioides, lo que confirma la
implicacién de los receptores opioides en los efectos estudiados.

Los diferencia de efectos del DPDPE y la [D-Ala*]-Deltorfina II sobre
la actividad GTPasica de alta afinidad del SNC de ratén estan de
acuerdo con la existencia de dos subtipos de receptores & (6, vy 6:),
que parecen regular diferentes proteinas transductoras. La
disponibilidad de estas proteinas en las distintas areas del SNC
determinara la predominancia de efectos farmacolégicos /fisioldgicos de
uno u otro tipo de receptores opioides 6.

Con la utilizacién de antisueros especificos generados frente a las
subunidades G,;a ¥ G.,.a en experimentos "in vivo" e "in vitro" se ha
puesto de manifiesto que en la estimulacién de la actividad GTPéasica
mediada por el receptor & participa la subunidad G;;a pero no la
subunidad G,,.a, mientras que en la mediada por el receptor n
participan tanto las subunidades G;.a y G,,.Q-

En las células hibridas de neuroblastoma x glioma NG 108-15, en las
que esti descrita la existencia de un (nico tipo de receptor opioide,
el 6, los agonistas preferentes del receptor p, DAGO y morfina,
producen una estimulacién concentracion-dependiente de la actividad
GTPasica aunque de menor magnitud a la ejercida por los agonistas &
selectivog, DPDPE y [D-Ala’]-Deltorfina II. El tratamiento de las
células con el modificador covalente del receptor 2, B~funaltrexamina,
abole el efecto del DAGO y de la morfina lo que sugiere la existencia
de una peguefia poblacién de receptores p.
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La actividad del DAGO, la morfina y la $—end sobre la GTPasa de alta
afinidad de membranas del SNC de ratdn esta mediada por el receptor
p puesto que la exposicion de las membranas a los antisueros
generados frente al receptor p limita el efecto estimulatorio de dichos
agonistas. La actividad del DPDPE y la [ D-Ala’]-Deltorfina II sobre la
GTPasa de alta afinidad de membranas del SNC de ratén esta mediada
principaimente por el receptor & aunque no se puede descartar la
participacion del receptor p.

El venenco peptidico mastoparan, a concentraciones nanomolares,
estimula la actividad GTPasica de baja Km en membranas de PAG de
ratéon. Como el mastoparan no interacciona con ningun receptor, la
estimulacion que provoca sobre la actividad GTPasica no depende del
grado de ocupacion del receptor sino que aumenta segin lo hace la
concentracién de péptido. Los antagonistas de diferentes receptores
ligados a proteinas G (cpicides p, & y K, a,-adrenérgico y D;-
dopaminérgico) facilitan el efecto estimulatorio del mastoparan. Las
proteinas G parecen estar directamente implicadas en dicho efecto
facilitador. Dado que el efecto del mastoparén se sigue manifestando
cuando los receptores estan ocupados se propone que el péptido
anfifilico actiia sobre las proteinas G en un sitio distinto al implicado

en la union al receptor.

El péptido enddgeno “N-acetil-B-endorfina (1-31) también estimula la
actividad GTPéasica de baja Km del PAG de ratén en un proceso no
mediado por receptor y inicamente en condiciones experimentales que
favorecen el desacoplamiento de los receptores y las proteinas G, es
decir, cuando las proteinas G se encuentran libres en la membrana. El
mastoparan y la “N-acetil-B—endorfina (1-31) podrian tener un mismo
sustrato biologico de actuacion, ¢las mismas proteinas G? a pesar de
la diferente naturaleza de los dos péptidos: el mastoparan es un
veneno gque podria comportarse como una toxina y la “*N-acetil-B-
endorfina (1-31) es un péptido endégeno al que se le asignan papeles
funcionales como neuromodulador.
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