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SUMMARY

Clonation of opioid receptors 0, u and K was followed by
identification and sequencing of and other member of the
opioid family: the opioid receptor like-1 (ORL-1). Although
they share similarities with receptors p, & and K, endogenous
opioid ligands like B-endorphin, dynorphin A and enkephalins
do not have great affinity for this receptor. After the discovery
of ORL-1, its endogenous peptide was isolated. This peptide
present a nanomolar affinity with its receptor. Two different
research groups reported this peptide: Meunier et al. (1995)
called it nociceptin, and Reinscheid et al. (1995) called it
orphanin FQ. ORL-1 and nociceptin/orphanin FQ (N/OFQ)
have a wide anatomical distribution in the nervous system,
mainly in the olfactory nucleus, cerebral cortex, hippocampus,
septal region, basal ganglia, thalamus, hypothalamus, pons,
medulla, cerebral peduncle, spinal cord and retina. This
anatomical distribution evidences its role in different cerebral
functions. Administration of N/OFQ may have hyperalgesic,
allodinic, antiopioid or even analgesic effects. Basically, the
effects are both related with dose and administration route.
Besides, it may produce many behavioral effects which especially
modify locomotion, exploratory behavior, motivation, anxiety,
memoty, food intake and neuroendocrine modulation. N/OFQ
is derived from a protein precursor of high molecular weight
called prepronociceptin (PPNOC), which contains only one
copy of the aminoacid sequence of N/OFQ. The gene of
PPNOC is conserved in five mammals (rat, mouse, porcine,
bovine and human species). PPNOC is predominantly
expressed in hypothalamus, midbrain, lateral lemniscus, superior
olive, trigeminal spinal nucleus of the brainstem and spinal
cord. Given the recent discovery of this peptide and its receptor,
and the fact that it has a wide localization within the CNS, it is
obvious that the study of its physiology and pharmacology is
not totally finished. Two evidences O the presence of N/OFQ
in species that belong to low levels of phylogenetic scale like
mollusk Helix aspersa, H. pomatia y Cepaea nemoralis and the
pronociceptive effect, similar to the hyperalgesia in mammalsO

support the idea that this new opioid system has an early
phylogenetic origin and a functional continuity during the
course of evolution.

In this paper we review the literature concerning this new
receptor/peptide opioid system ORL-1 and its endogenous
peptide nociceptin/orphanin FQ.

Key words: Opioid peptides, opioid receptors, nociceptin,
orphanin FQ, ORL-1.

RESUMEN

A la clonacién de los receptores opioides 0 , u y K siguié la
identificacién y secuenciaciéon de otro miembro de la familia
opioide, el receptor ORL-1 (por sus siglas en ingles, opioid
receptor like-1). No obstante, su gran homologia con los
receptores w, O y K, los ligandos opioides enddgenos, como la 8-
endorfina, la dinorfina A y las encefalinas, no presentan gran
afinidad por este receptor. Después del descubrimiento del ORL-
1, se aislé su péptido enddgeno; éste tiene gran afinidad
(nanomolar) para su receptor. Dos grupos de investigacién
independientes reportaron con este péptido: el grupo de
Meunier lo llamé nociceptina y el grupo de Reinscheid, orfanina
FQ. El ORL-1 y la nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) tienen
una distribucién anatémica amplia en el sistema nervioso,
principalmente en los nucleos olfatorios, corteza cerebral,
hipocampo, regién septal, ganglios basales, talamo, hipotdlamo,
puente, bulbo, pedinculos cerebrales, médula espinal y retina,
lo que evidencia su participaciéon en diversas funciones
cerebrales. La administracién de la N/OFQ puede producir
hiperalgesia, alodinia, efectos antiopioides o analgesia. Estos
efectos dependen basicamente de la dosis y de la via de adminis-
tracion. Ademas, alteraciones en la locomocién, en el compor-
tamiento exploratorio motivacional, en la ansiedad, memoria,
alimentacién y modulacién neuroendocrina. La N/OFQ se
deriva de un precursor de alto peso molecular, la prepronoci-
ceptina (PPNOC), el cual contiene una sola copia de la secuencia
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de aminoacidos de la N/OFQ. El gen de la PPNOC esta con-
servado en cinco especies animales estudiadas (rata, ratén,
porcino, bovino y humano) y se expresa predominantemente
en hipotalamo, mesencéfalo, nucleos del lemnisco lateral, oliva
superior, nucleo trigeminal espinal y médula espinal. Debido al
reciente descubrimiento de este péptido y su receptor, ademas
de su amplia distribucién en el sistema nervioso, resulta obvio
que su participacién en la fisiologfa y sus probables implicaciones
farmacolégicas todavia no estain completas. La presencia de la
N/OFQ en especies de los primeros niveles de la escala
filogenética como son los moluscos Helix aspersa, H. pomatia y
Cepaea nemoralis, donde se demostré también que la adminis-
traciéon de N/OFQ tiene un efecto pronociceptivo similar a la
hiperalgesia de los mamiferos, sugieren que este nuevo sistema
opioide tiene un origen filogenético temprano y una
continuidad funcional durante el curso de la evolucién.

En este articulo se hace una revisién de la literatura acerca
de este nuevo receptor: el ORL-1 y su péptido endégeno, la
nociceptina/otfanina FQ.

Palabras clave: Péptidos opioides, receptores opioides,
nociceptina, orfanina FQ, ORL-1.

INTRODUCCION

Los avances en las técnicas de la biologfa molecular
y, en especial, la clonacién y la caracterizaciéon de
los receptores opioides O, u y K (24, 26, 47, 48, 65,
103) permitieron el descubrimiento y la
caracterizacién de un nuevo receptor: el ORL-1
(por sus siglas en ingles, opioid receptor like-T) (62).
Se le dio este nombre por su homologia estructural
con los receptores opioides. Sin embargo, el
receptor ORL-1 no une con alta afinidad a ninguno
de los opioides cldsicos ni a sus agonistas o
antagonistas (8, 68, 93).

Este receptor se describié por varios autores en
diferentes especies animales con distintos nombres

(Cuadro 1).

CUADRO 1
Diferentes nombres del receptor de la nociceptina/
orfanina FQ

Receptor Animal Referencia

LC132 rata Bunzow y cols., 1994

ROR-C rata Fukuday cols., 1994

Oprl rata Cheny cols., 1994

C3 rata Lachowicz y cols., 1994

XORI1 rata Wangy cols., 1994

MOR-C ratén Nishiy cols., 1994

Hyp 8-1 humano Wick y cols., 1994

ORL-1 humano Mollereau y cols., 1994
Marchese y cols., 1994
Keith y cols., 1994

cerdo Osinsky y cols., 1999
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El ORL-1, al igual que los receptores opioides,
son proteina membranal acoplada a proteinas G de
tipo inhibitorio (Gi), que inhibe la adenilato ciclasa
y la entrada de calcio a la célula, y que aumenta la
conductancia de la membrana al potasio (4, 81, 105,
112). El analisis comparativo de la estructura de los
receptotes opioides M, O, K con el ORL-1 muestra
que estos receptores estan formados por siete do-
minios peptidicos transmembranales altamente
hidroféobicos, un extremo extracelular amino
terminal y un extremo citoplasmatico carboxilo
terminal, ambos hidrofilicos (24, 103, 99).

La homologia de los dominios trans-membrana-
nales entre los receptores M, O, K esta entre 60%-
67% (1, 23, 99), mientras que comparados con el
ORL-1 es de 63-65% (34, 61). La composiciéon de
aminoacidos en los extremos amino y carboxilo
terminales es distinta en cada uno de los receptores
opioides. El receptor k es el que tiene mayor
homologia con el ORL-1. Este perfil de homologia
sugiere que el receptor ORL-1 posee mecanismos
de seflalamiento intracelular similares a los
empleados por los otros miembros de receptores
de la familia opioide. Algunos reportes parecen
confirmar estas hipétesis de acoplamiento funcio-
nal intracelular del receptor ORL-1 (13, 30, 33, 72).
El analisis de la estructura del receptor ORL-1
muestra que se encuentra altamente conservado en
la rata, el ratén y el humano (r.g., 95% de identi-
dad a nivel de la secuencia de aminoacidos cuando
se comparan las secuencias de la proteinas recepto-
ras del humano y la rata).

El gen del ORL-1 se localiza en la regiéon distal
del cromosoma 2 del ratén (10,78) y en el humano
en la region q 13.2-13.3 del cromosoma 20 (47, 69).
La secuencia que codifica al ORL-1 en términos de
la organizacién de intrones-exones es casi idéntica a
los receptores |, O, K. Lo anterior sugiere que los
cuatro genes que dan origen a estos receptores
provienen de un ancestro comun y por tanto
pertenecen a una misma familia (62).

La distribucién anatémica del receptor ORL-1
muestra que se expresa en casi todas las regiones
del SNC de la rata, particularmente en las areas
corticales y cortico-limbicas (amigdala, hipocampo,
habénula, septum), ademads de substantia nigra,
hipotalamo, tallo cerebral y astas dorsales y ventrales
de la médula espinal. También estid presente en las
neuronas de los ganglios de las raices dorsales (107).

Estos estudios se llevaron a cabo por medio de
hibridacién 2 situ del 4cido ribonucléico mensajero
(mRNA) que lo codifica (6, 26, 69, 77), y pot
inmuno-histoquimica (2).

Esta distribucion anatémica amplia sugiere su
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participacion en la modulacién de diversas funciones
cerebrales como: nocicepcién, procesamiento
motot, sensorial, cognoscitivo, neuroendocrino, asi
como en el aprendizaje y la memoria. E1 ORL-1 se
localiza también en intestino, musculo esquelético,
vasa deferente y bazo de rata (106) asi como en
linfocitos humanos (107); esto dltimo implica un
papel en las funciones inmunolégicas.

La nociceptina/orfanina FQ: ligando endégeno
del receptor ORL-1

El ORL-1 se clasific6 dentro de los receptores huér-
tanos (orphans) por no tener un ligando enddgeno
conocido. Con base en la estructura de aminoacidos
de los receptores ORL-1 y K, se esperaba que el
ligando endégeno del ORL-1 fuera parecido a la
Dinorfina A. A partir de extractos crudos de
cerebro de rata (62) y cerdo (91), dos grupos de
investigacion lograron identificar y aislar
molecularmente un péptido endégeno que se une
con alta afinidad al receptor ORL-1 (K4~ 0.1 nM),
y es un potente agonista de este receptor (EDs, ~
1 nM) (7). Este ligando, llamado nociceptina por el
grupo de Meunier (1995), y orfanina FQ por el
grupo de Reinscheid (1995), es estructuralmente
idéntico en las dos especies de mamiferos. La
nociceptina/otfanina FQ (N/OFQ) es un péptido
de 17 aminoacidos (FGGFTGARKSARKLANQ),
con una masa molecular de alrededor de 1800
daltones, y tiene una estrecha homologia con el
péptido opioide dinorfina A (1-17); sin embargo,
no se une con alta afinidad a ninguno de los recep-
tores opioides (8, 68, 93).

Los efectos que produce la N/OFQ dependen
de la dosis y de la via de administracién. Estos in-
cluyen hiperalgesia, alodinia, efectos antiopioidérgi-
cos y analgésicos, ademas de presentar otros efec-
tos como modificacién de las conductas locomo-
triz y exploratoria, la motivacién, la ansiedad, me-
moria e ingesta de alimentos (58, 62, 93, 110)
(Cuadro 2).

CUADRO 2

Precursores

Los péptidos opioides clasicos provienen de tres
proteinas precursoras de alto peso molecular: la
proopiomelanocortina  (POMC)  (76), la
proencefalina A (12, 80) y la prodinorfina o
proencefalina B (38). Estas protefnas precursoras
contienen entre 209 y 267 aminoacidos y un peso
molecular cercano a los 30 000 daltones. De ellas se
derivan los péptidos opioides clasicos. A su vez, la
N/OFQ se deriva de una molécula precursora muy
parecida en su constitucion a las de los opioides.
Contiene 176 aminodcidos en el humano y bovino,
181 en la rata y 187 en el ratén. Se nombrd
prepronociceptina (PPNOC) y contiene una sola
copia de la secuencia de aminoacidos de la N/OFQ
(34, 62, 82, 806). El gen de la PPNOC se localiza en
la regién 8p21 del cromosoma 8 del humano (34,
70). Saito y colaboradores (1995) clonaron este
mismo precursor aislado de células de neuroblasto-
ma, el cual estd codificado en el gen N23K. La
PPNOC contiene varios sitios para el rompimiento
enzimatico, como los pares de aminodacidos basi-
cos lisina y arginina, arginina y lisina, arginina y
arginina (8, 19, 70, 83). En el procesamiento de la
nociceptina intervienen las enzimas, aminopeptidasa
N y la endopeptidasa 24.15 (71); la secuencia de la
nociceptina esta flanqueda por los pares de
aminoacido bésicos lisina y arginina, donde actian
estas enzimas (8, 71). En este precursor se encuen-
tran sitios de rompimiento enzimatico que origi-
nan diversos péptidos bioactivos que no se unen al
ORL-1 y tienen efectos diferentes a la N/OFQ.
Esta, en su regién carboxilo terminal, esta flanqueada
por otro heptadecapéptido (Nocll) o bidecapéptido
(Noclll), que corresponde a la Nocll con una ex-
tensién de tres residuos de arginina (14). En la region
amino-terminal, la N/OFQ estd flanqueada por
un péptido de 41 aminoacidos, del cual se origina
otro heptadecapéptido, llamado nocistatina, por el
efecto antagénico sobre la hiperalgesia y la alodinia
inducidas por la N/OFQ. La nocistatina se conserva

Comparacion entre la secuencia de aminodcidos de la nociceptina/orfanina

FQ y la de los péptidos opioides

Péptido

Secuencia

Nociceptina/orfanina FQ  -F-G-G-F-T- G-A -R-K-$-A-R- K- L- A-N-Q-

Dinorfina A, 1-17
a-Neoendorfina

Dinorfina B
B-Endorfina
Leu-encefalina -Y-G-G-F- L-
Met-encefalina -Y-G-G-F-M-

-Y-G-G-F- L-R«R- | - R-PK -L-K -W-D- N-Q-

-Y-G-G-F- L-R -K-Y - P-

-Y-G-G-F -L-R-R-Q- FK-V-V-T-

-Y-G-G-F-M-T=S -E -K-§-Q-T-P-L-V-T-L-F-K-N-A-I-V-K-N-A-H-K-K-G-Q-

Los aminodcidos que comparte la N/OFQ con los péptidos opioides aparecen en negritas.
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Péptido sefial

|
Bovino S K VCR RPT S AFT 60
Humano VLL F RDCLTCQEKLHPA D VFP 60
Raton \ LSSVFSSCPROCLTCQEKLHPAPDSFNLKTCILQ VFPR 60
Rata v LSSVFSSCPEDCLTCQERLHPAPGSFNLKLCILQ VFPR 60

bPNP-2
Bovino D D KR T — K 109
Humano S APE Y RR EQ-----memmmmemmmeeeeee E 109
Ratén SGSG ELVS YOP K KR VOVRDAEPGADAEPGA 120
Rata AVASDSE ELTS YOSK KR VVOARDAEPEA----------- 114
bPNP-3 (Nocistatina) N/OFQ bPNP-4
| | || |
Bovino R LEEVGE L KR KR RRRT 169
Humano EP MEEAGEM KR KR RRRT 169
Raton DA ADDAEEV KR KR RRRT 180
Rata DAEFPVADEADEV KR KR RRRT 174
bPNP-5

Bovino A 176
Humano vV 176
Raton vV 187
Rata vV 181

Figura 1. Alineacion de las secuencias de aminodcidos de la PPNOC de bovino, humano, ratén y rata. Los aminodcidos
conservados en las cuatro especies se indican en gris; los aminodcidos de probable ruptura aparecen en negritas y el
péptido senal y los péptidos que potencialmente se liberan se muestran con lineas en la parte superior (modificado de

Okuda-Ashitaka y cols., 1998).

en humano, bovino y murino (14, 83). El gen de la
PPNOC esta conservado en las cuatro especies de
mamiferos. El analisis de la secuencia del gen de la
PPNOC revela caracteristicas estructurales y de or-
ganizacion muy similares a las de la preproencefalina
y preprodinorfina, lo que sugiere que estos pre-
cursores pueden derivar de un ancestro comun (17,
34, 70, 82). Por medio del analisis de Northern blot,
se vio que el gen de la PPNOC se transcribe pre-
dominantemente en amigdala, tdlamo, hipotalamo,
nucleos subtalamicos y swbstantia nigra de rata y
humano (82). (Fig. 1).

Distribucion anatémica de la N/OFQ

La N/OFQ tiene una distribucién anatémica
amplia en el SNC de la rata (66, 77). En el cerebro,
la inmunorreactividad (IR) a la N/OFQ (IR-N/
OFQ) se localiza en sistema olfatorio, corteza
cerebral, hipocampo, regién septal, ganglios basales,
talamo, hipotialamo, puente, bulbo, pedunculos
cerebrales, complejo sensorial trigeminal, nucleos
del rafé, locus coerulens, cerebelo, médula espinal
y retina (51, 52, 606, 92, 98).
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En la médula espinal se encuentra en las astas dor-
sales y ventrales, principalmente en las laminas su-
perficiales II y III, en el ntcleo lateral espinal y en
la lamina X (51, 52, 92, 98). En las astas dorsales de
la médula espinal, la IR-N/OFQ persiste después
de la rizotomia dorsal, lo que indica que el péptido
se origina centralmente, mas que en las neuronas
aferentes primarias (92). Varias de estas regiones
cerebrales y de la médula espinal contienen también
péptidos opioides. Sin embargo, en estudios
realizados con microscopia confocal en los que se
utilizaron doble marcaje, se encontrd que en general
no existe colocalizacién de los péptidos opioides y
la N/OFQ, si bien hay algunas excepciones en
ciertas fibras y terminales nerviosas (98). En un
estudio reciente que compara la localizaciéon de la
N/OFQ y del RNA mensajero de su precursor, la
PPNOC, en el SNC de la rata, la IR a la N/OFQ
y la expresion del ARNm de la PPNOC
correlacionan en todas las areas estudiadas (77). Tam-
bién se identificé en extractos de hipotilamo de
mono mediante técnicas de cromatografia liquida
de alta presiéon (HPLC). Se detectaron multiples
picos de inmunorreactividad, y el pico mas alto se
coeluy6 con el péptido sintético N/OFQ (88).
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ALGUNOS ASPECTOS DE LA FISIOLOGIA
DE LA NOCICEPTINA

Los péptidos opioides participan en varios sistemas
biolégicos como la nocicepcién, la neurosecrecion
y la regulacién hormonal, e intervienen en el creci-
miento y el desarrollo de los organismos. Su efecto
a nivel celular es principalmente como modulador
inhibitorio.

Nocicepcion

Desde el descubrimiento del ORL-1 y su ligando
endégeno, la N/OFQ, se predijo que podrian pat-
ticipar en la modulacion del sistema algésico. Esta
suposicion era razonable, ya que se fundamentaba
en la homologia del receptor y su ligando con los
péptidos opioides, y a que su distribucién
anatémica, la N/OFQ y el ORL-1, tienen una alta
densidad en los nucleos asociados con los procesos
nociceptivos (66, 77).

Los efectos de la administracion de N/OFQ
sobre la nocicepcién son contradictorios y dependen
basicamente de la dosis y la via de administracion.

En los primeros estudios en que se aplico la N/
OFQ a ratas y ratones por via intracerebroventricu-
lar (i.c.v.), se obtuvo un incremento en la
sensibilidad al dolor; de alli el nombre de
“nociceptina” (62, 91). Si la aplicacién de N/OFQ
se efectia por via intratecal (i.t.), se produce
antinocicepcién (20, 32, 102, 108).

Estudios subsecuentes en que se utilizaron
métodos electrofisiolégicos y de comportamiento
mostraron que el efecto espinal de la N/OFQ es
principalmente inhibitorio y produce antinocicep-
cién en roedores (101, 110).

Por otro lado, Vanderah y cols. (1998) reporta-
ron que no hay un efecto nociceptivo significativo
dosis-dependiente cuando se aplican inyecciones i.t.
e i.c.v. de N/OFQ, en dosis que van de 0.055 a 10
nM en ratones evaluados en la prueba de plancha
caliente.

Minami y cols. (1997) encontraron que la prosta-
glandina D2 (PGD2) inhibe de manera dosis-de-
pendiente a la alodinia inducida por N/OFQ, a
través de los receptores a prostaglandinas D en la
médula espinal; ellos mismos sugieren que la glicina
puede estar involucrada en esta inhibicién ya que
ésta bloquea también la alodinia producida por la
N/OFQ.

Rossi y cols. (1996) reportaron que la N/OFQ
tiene un efecto hiperalgésico rapido y uno analgési-
co tardio al inyectar 10 pg via i.c.v. en ratones, y al
ser evaluados éstos con la prueba de presion de la
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cola (tail-flick). El efecto hiperalgésico no es sensible
a antagonistas opioides, pero el efecto analgésico si,
por lo que ellos sugieren que la N/OFQ actda sobre
un nuevo subtipo de receptor a N/OFQ.

Por otro lado, Kavaliers y Perrot-Sinal (1996) en
Cepaea nemoralis, y nuestro grupo, en el caracol
de jardin Helix aspersa (54, 63), reportamos que,
después de una inyeccién de N/OFQ (10 ng/20 pl)
en la cavidad del hemocele, los caracoles presentan
un efecto pronociceptivo al ser evaluados en la
prueba de la plancha caliente.

Este efecto pronociceptivo se puede comparar con
la hiperalgesia de los mamiferos.

Efecto antiopioide

Mogil y cols. (1996a) demostraron mediante
pruebas termonociceptivas, que la N/OFQ revierte
el efecto analgésico de la morfina al administrar
por via i.c.v una mezcla de agonistas de los
receptores pu, O, y K mias N/OFQ 10.0 nM.
Asimismo, la aplicacién de N/OFQ i.c.v. en dosis
de 0.1 a2 10.0 nM revierte los efectos analgésicos
inducidos por electroacupuntura de manera dosis-
dependiente, en forma similar a la reversion de los
efectos analgésicos inducidos por la morfina (19,
102). La tolerancia y la dependencia a la morfina se
pueden atenuar o revertit por antagonistas o
agonistas del ORL-1 (37).

La administracién de N/OFQ via i.c.v, en dosis
10 nM, 15 minutos después de la aplicacion de la
morfina reduce significativamente la liberacién de
dopamina en el nicleo accumbens en estudios de
microdialisis, lo cual evidencia el papel modulatorio
de la N/OFQ en este nucleo cerebral (27, 74). Otra
de las posibles funciones moduladoras de la N/
OFQ es sobre la liberacién de Met-encefalina (ME);
en dosis bajas de N/OFQ (1-10 nM) inhibe la
liberacién y, en dosis altas (100-1000 nM), produce
un incremento en la liberacién de ME en el plexo
mientérico de cobayo (28).

Locomocién y efecto muscular

Cuando la N/OFQ se administra i.c.v. (10 nM),
causa una disminucién en la actividad locomotora
e induce ataxia y pérdida de los reflejos posturales
(79, 90, 91). Florin y cols. (1996), con dosis menores
(5-50 pM), pudieron inhibir o estimular la actividad
locomotora y la conducta exploratoria en ratones.
Estos efectos no son sensibles a la naloxona, pero
son revertidos por antagonistas dopaminérgicos D,
y D5, lo que sugiere que puede ocasionarlos un
incremento en la transmisién dopaminérgica. Con
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dosis de 10 a 100 nM de N/OFQ via i.c.v. se
produce en ratas una pronunciada depresién
locomotora, que incluye pérdida de la coordina-
cién, balance y tono muscular. La tolerancia a es-
tos efectos se desarrolla rdpidamente al segundo o
tercer dia del tratamiento, y permanece durante
aproximadamente siete dias después de la ultima
inyeccion de N/OFQ (21, 100). Sandin y cols.(1997)
administraron N/OFQ (10 nM) directamente en
hipocampo y reportaron una disminucién en el
tiempo de presentaciéon de la conducta exploratoria
con aumento en la locomocién en respuesta a
estimulos nuevos. El efecto depresor de la
locomocién parece ser especificamente supraespinal
ya que, cuando las ratas reciben dosis de entre 0.5-
10 nM de N/OFQ via i.t,, no presentan ninguna
alteracion locomotora (102, 108). Nishi y cols.
(1997) sugieren que la N/OFQ no tiene un efecto
ténico sobre la locomocion, ya que los ratones que
carecen del gen del receptor ORL-1 no presentan
anormalidades en el comportamiento locomotor.

La N/OFQ actia también como un neuromo-
dulador de la motilidad gastrointestinal. Actia en
el sistema nervioso periférico y central, estimulan-
do o inhibiendo la actividad mecanica en el
estbmago y colon, respectivamente (85).

En el musculo liso de la traquea del cuyo y de la
rata, la N/OFQ revierte la broncoconstriccion pro-
ducida por la estimulacién con campos eléctricos

(87).
Cardiovascular y renal

La administracién de N/OFQ produce variaciones
importantes en el corazén y la presion arterial (9,
29, 43), ademas de cambios en las funciones
excretoras renales, como diuresis y antinatriuresis
(43). Los experimentos realizados en ratas y ratones
demostraron que administrar el péptido via i.c.v.
produce vasodilatacion, hipotensién y bradicardia
30 segundos después de la inyeccion, y que el efecto
dura entre 30 y 40 minutos (41, 42). La administra-
cién iv. o i.t. a diferentes dosis de N/OFQ en el
bulbo rostral ventrolateral produce los mismos
efectos (9, 11, 16). En borregos se reportaron resul-
tados opuestos, ya que en ellos la administracién
de N/OFQ produce hipertensiéon y aumento de la
frecuencia cardiaca (3). La explicacién a este cam-
bio en la respuesta en el borrego sugiere que las
variaciones en el tono autonémico basal entre
especies animales contribuyen a dar respuestas
paraddjicas a la administracién de N/OFQ, ya que
los niveles de frecuencia cardiaca y de presioén arte-
rial son mucho menores en el borrego (68 £ 3 lpm
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y 79 £ 3 mmHg) que en el ratén (551 + 46 Ipm y
112 + 4 mmHg) y la rata (390 + 10 lpm y 115 £ 5
mmHg) (42, 56). En condiciones en que predomina
el tono simpatico (ratas y ratones), la N/OFQ
ejerce un efecto inhibitorio simpdtico y activa
potencialmente el parasimpatico. En condiciones
de predominio parasimpatico (borrego), existe la
posibilidad de que la N/OFQ actie periférica-
mente inhibiendo la neurotransmisién colinérgica,
pero esta accidn inhibitoria permite que prevalezca
el efecto simpatico, ya que el pretratamiento con
phenoxybenzamina y propanolol atenta la respues-
ta presora y taquicardica (3). El grupo de Kapusta
(40, 41, 42, 43) encontré respuestas cardiovasculares
y renales semejantes en ratas tratadas con N/OFQ.
Estos investigadores reportan una marcada
disminucién en la frecuencia cardiaca, un aumento
en la presién arterial y una excrecién del sodio
urinario, asi como un profundo incremento en la
tasa del flujo urinario. Por lo anterior proponen
que la N/OFQ interacciona con la liberacién de
hormonas del eje hipotilamo/hipofisiatio. Por otro
lado, evidencias fisioldgicas sugieren que la N/OFQ
modula la liberacién hormonal en el eje hipotalamo-
hipofisiario, inhibiendo la accién de las neuronas
magnocelulares en el nucleo supradéptico vy
presumiblemente sobre la secrecién de la oxitocina
y la hormona antidiurética (39).

Memoria y aprendizaje

Los experimentos con ratones Anockont para el re-
ceptor ORL-1 sugieten que la N/OFQ participa
en aspectos de potenciacién a largo plazo,
aprendizaje y memoria, modulando posiblemente
el sistema dopaminérgico (58, 59, 75). La pérdida
del receptor ORL1 genera una ganancia en los
procesos de memoria y en los mecanismos de
potenciacién de largo plazo en el area CAl. Lo
anterior sugiete que la N/OFQ puede modular
dichos procesos. Sin embargo, el incremento en la
atencién y la disminucién en la latencia del apren-
dizaje pueden ser resultado de la supresiéon de la
funcién dopaminérgica en el ratén knockout al
receptor ORL1 (80).

Actividades antiestrés

La N/OFQ actia como ansiolitico en ratas y
ratones, ya que la administracién i.c.v. del péptido
(0.1 a 3 nM) reduce la conducta defensiva ante
estimulos estresantes como: variacién de la
intensidad de luz, laberintos, privacién de alimento,
etc. (31, 36). El grupo de Koster (1999) generd
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ratones knockont para la N/OFQ, y asi observaron
que en los homocigotos hay un aumento en el
comportamiento de ansiedad cuando se exponen a
pruebas de estrés y ambientes amenazantes. Estas
evidencias sugieren que el sistema N/OFQ se activa
principalmente en situaciones de alto estrés y que
funciona como modulador en los procesos
neurobiolégicos de la respuesta ante estimulos
dafiinos (31, 49).

Termorregulacion

Yakimova y Pierau (1999) estudiaron los efectos
de 1a N/OFQ (1,10 y 100 nM) sobre la sensibilidad
a la temperatura en neuronas del drea predptica de
rebanadas del hipotilamo anterior de la rata y en
ratas integras. La sensibilidad a la temperatura se
midié después de la administracién intrahipotala-
mica de la N/OFQ. En dosis bajas (1nM)
incrementa significativamente la sensibilidad a la
temperatura de las neuronas que responden a
temperaturas medias, mientras que con concentra-
ciones mayores (100 nM) disminuye la sensibilidad
a la temperatura en neuronas sensibles a tempera-
turas medias y en neuronas insensibles a la tempe-
ratura. Los experimentos 7z vivo muestran que la
nociceptina (1 nM; 1 ul/rata) disminuye significati-
vamente la temperatura corporal entre 30 y 60
minutos después de la administracién intrahipotala-
mica de N/OFQ.

Aspectos filogenéticos

La existencia de los péptidos opioides y sus recep-
tores se ha documentado ampliamente a lo largo
de la escala filogenética, abarca desde organismos
unicelulares, invertebrados, protocordados y
vertebrados al ser humano (17, 45, 53, 73, 84). Estos
péptidos participan en funciones similares en
organismos que presentan grupos taxonomicos
diferentes y distantes. La expansién y la diversifi-
cacion funcional de familias multigenes, como la
de los opioides, ha sido tema recurrente en el estudio
del éxito evolutivo de los organismos eucariontes
complejos. Las moléculas precursoras de los
péptidos opioides clasicos se encuentran codifica-
das en tres genes: la proopiomelanocortina (que oti-
gina la B-endorfina, MSH-peptidos asociados), la
proencefalina (que origina como productos finales
la Met-encefalina y la Leu-encefalina), la prodinor-
fina (que origina como productos finales a las
dinorfinas y la O-neoendorfina) (38, 76, 80, 111).
Con el descubrimiento de la N/OFQ (62, 91), el
ligando endégeno del ORL-1 y de su molécula
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precursora, la proorfanina, se vio que con base en
su organizacién molecular, el gen que codifica este
precursor se relaciona evolutivamente con los genes
de los precursores opioides clasicos. La proorfanina
de los mamiferos tiene la misma estructura intrén-
exén, las cisteinas N-terminales y una modificacion
en la secuencia central opioide que es FGGF por
YGGF, caracteristica que define a los precursores
opioides clasicos. También a nivel celular, tanto los
opioides clasicos como la N/OFQ se acoplan a la
forskolina para inhibir la actividad de la adenilato
ciclasa, y los canales tipo N-Ca®", y activa los canales
de K, permitiendo su salida. Por lo anterior se ha
propuesto que el precursor de la N/OFQ y de los
opioides clasicos se origina por duplicacién
secuencial de un gen ancestral comun (17) y que
divergencias subsecuentes de estas secuencias se pro-
cesaron en paralelo con sus proteinas receptoras.
Los péptidos opioides se unen y activan a los
receptores W, O, y K con diferentes grados de
especificidad; la N/OFQ se une unicamente al
ORL-1, no se une con alta afinidad a los receptores
opioides y no produce ningun efecto (60). En la
sintesis 7z vitro de péptidos en que se producen
alteraciones sistematicas de uno o varios amino-
acidos, se ha visto que, al remplazar la fenilalanina
N-terminal de la N/OFQ por la tirosina caractetis-
tica de los péptidos opioides cldsicos (89, 90), se
produce un analogo de la N/OFQ que se une al
receptor K, con alta afinidad (1uM) y que produce
un efecto agonista. Recientemente, Danielson y
cols. (2001) reportaron que la organizaciéon de la
proorfanina del esturion Acipenser transmontanus
(considerado un pez fésil viviente) contiene
naturalmente la tirosina N-terminal, y es capaz de
unirse al ORL-1 y a los receptores opioides con
una afinidad casi igual. Este hallazgo ofrece eviden-
cias de que el gen de la proorfanina se encuentra en
un estado intermedio en la evolucién de esta fami-
lia de genes de los vertebrados. El estado molecular
“fosil” del gen de la proorfanina del esturién se
puede considerar como una secuencia ancestral
caracteristica de donde se originan los genes de la
prodinorfina o la proencefalina.

La N/OFQ y su receptor se han demostrado en
la rata, el ratén y en el humano (66, 77, 98). Son
pocos los trabajos en especies animales, que no sean
mamiferos, en donde se demuestre la existencia de
la N/OFQ y su receptor o su efecto; entre éstos
estan estudios hechos en fracciones de membrana
cerebral de la Rana esculenta, que demostraron
sitios de unién especificos a N/OFQ (5). En el
molusco Lymnaea stagnalis se aislé el gen del
receptor a N/OFQ, y por medio de una hibrida-
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cion 7n sitn se demostré que se expresa en neuronas
identificadas que participan en varios sistemas, como
la alimentacién y el balance hidroelectrolitico
(Saunders y cols., 2000). En el caracol Cepaea
nemoralis, la inyecciéon de N/OFQ tiene un efecto
pronociceptivo (44). Nuestro grupo demostré la
existencia de inmunorreactividad a N/OFQ en el
ganglio nervioso periesofagico del caracol Helix
aspersa con una distribucién anatémica amplia. Co-
rroboramos, ademas, el efecto pronociceptivo de
la aplicacién de la N/OFQ y el efecto
antinociceptivo del antagonista del ORL-1, la
Phe'(CH,-NH)Gly*NC(1-13)NH,, en este cara-
col por medio de la prueba de plancha caliente (54,
63, 95). Estos hallazgos apoyan el hecho de que este
nuevo sistema opioide, la N/OFQ, y su receptot,
el ORL-1, tienen un origen filogenético temprano
y una continuidad funcional durante el curso de la
evolucién.

DISCUSION Y PERSPECTIVAS

En 1995 se identificaron el receptor ORL-1 (62) y
su ligando endégeno, la N/OFQ (62, 91), y este
hecho abrié un nuevo capitulo de investigacion en
el campo de los opioides, que ha motivado a la
comunidad cientifica a dilucidar sus funciones. En
los ultimos afios se publicaron mas de 500 articulos
sobre el tema. Lo anterior no resulta sorprendente
debido a la gran variedad de efectos de este péptido
y su posible papel en el control de varias funciones
neurobiolégicas, que incluyen no sélo la nocicep-
cién, sino la motivacién, el aprendizaje y la
memoria; el estrés y la ansiedad; la regulacién
hormonal, y las funciones cardiovasculares, renales
e intestinales.

El receptor ORL-1 y su péptido enddgeno, la
N/OFQ, se consideraron como miembros de la
familia de los opioides por su gran homologia
estructural. Sin embargo, los opioides no se unen
con alta afinidad al receptor ORI-1, asi como
tampoco la N/OFQ se une a ningun receptor
opioide. La N/OFQ y los péptidos opioides tienen
una distribucién anatémica similar en el SNC, pero
se localizan en circuitos neuronales separados (98).
La N/OFQ activa las mismas vias de sefializacion
intracelulares que los opioides, como las de las
proteinas G; que inhiben a la adenilato ciclasa y la
entrada del calcio a la célula, y que estimulan la
salida del potasio (4, 81, 105, 112). El resultado es
como en el caso de los péptidos opioides, la reduc-
cion en la actividad neuronal. No obstante, en vivo,
el perfil farmacolégico de la N/OFQ difiere y en
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ocasiones es opuesto al de los opioides, como es su
efecto pronociceptivo (44, 54, 55, 61, 62) o su efecto
al inhibir la analgesia mediada por opioides (19, 37,
67, 68, 102). Sin embargo, es claro que la inhibicién
que produce la N/OFQ en las neuronas inhibitorias
puede dar como resultado un incremento de la
actividad neuronal, dependiendo de la circuiteria
en donde actie. En el mismo sentido, se sabe que la
morfina produce una activacién indirecta de las
neuronas mesocorticolimbicas al inhibir a las
neuronas gabaérgicas que producen una inhibicién
tonica sobre estas neuronas (22).

En el campo de la filogenia, Danielson y Dores
(1999) propusieron la existencia de un gen ancestral
que pudiera ser el precursor de la N/OFQ y de los
opioides clasicos. Dichos investigadores encontraron
que, debido a la organizaciéon de la pronociceptina,
en el esturidn Acipenser transmontanus la N/OFQ
es capaz de unirse al ORL-1 y a los receptores
opioides con una afinidad casi igual. Este hecho
aporta la evidencia de que, en este esturion, el gen
de la pronociceptina es una secuencia ancestral en la
cual se pudieron haber originado los genes de la
prodinorfina o la proencefalina. Por otro lado, en
el molusco Lymnaea stagnalis se aislé el gen del
receptor ORL-1 (97), y en los moluscos Cepaea
nemoralis y Helix aspersa la inyecciéon de N/OFQ
surte un efecto pronociceptivo (44, 55) igual que
en los mamiferos, por lo que tales evidencias apoyan
el hecho de que este nuevo sistema opioide, la N/
OFQ, y su receptor, el ORL-1, tienen un origen
filogenético temprano y una continuidad funcio-
nal durante el curso de la evolucién.

Debido al descubrimiento reciente de la N/OFQ
y a la amplia distribucién anatémica de este péptido
y su receptor en el sistema nervioso, resulta obvio
que aun es necesario investigar mas a fondo su
participacién en la fisiologia y sus probables
implicaciones farmacologicas. El estudio de este
sistema péptido receptor permitird un mejor
conocimiento de la fisiologia cerebral. La
elaboracion de agonistas y antagonistas de naturaleza
no peptidica puede aportar las herramientas
necesarias para entender el papel del sistema ORL-
1/N/OFQ en la fisiopatologia, ademis de ayudar
a encontrar nuevas aplicaciones terapéuticas, como
en el manejo del dolor, de los liquidos corporales y
la regulacién neuroendocrina.
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