
 

Universitat de les Illes Balears 
 

Facultat de Ciències − Departament de Biologia 
Institut Universitari d'Investigació en Ciències de la Salut 

Laboratori de Neurofarmacologia 
 

 
 
 
 
 

La fosforilación de la proteína FADD 

como nueva diana en la neuroplasticidad 

inducida por fármacos opiáceos 

 
 
 
 
 

Tesis doctoral presentada por 

ALFREDO RAMOS MIGUEL 
 
 
 
 

Director 

Dr. JESÚS A. GARCÍA SEVILLA 
Catedrático de Farmacología, UIB 

 

 

 

Palma de Mallorca, Septiembre 2010 



 

 



 

UNIVERSITAT DE LES ILLES BALEARS 

FACULTAT DE CIÈNCIES − DEPARTAMENT DE BIOLOGIA 

INSTITUT UNIVERSITARI D'INVESTIGACIÓ EN CIÈNCIES DE LA SALUT (IUNICS) 

LABORATORI DE NEUROFARMACOLOGIA 

 

 

La fosforilación de la proteína FADD como nueva diana en la 

neuroplasticidad inducida por fármacos opiáceos 

 

 

Tesis presentada por ALFREDO RAMOS MIGUEL para optar al grado de Doctor en 

Biología por la Universitat de les Illes Balears (UIB), en el programa de doctorado de 

Biología (Departament de Biologia, Facultat de Ciències, UIB). Trabajo realizado en el 

Laboratorio de Neurofarmacología, IUNICS, UIB. 

 

El Director de la Tesis, 

 

 

Dr. Jesús A. García Sevilla 
Catedrático de Farmacología (UIB) 

El autor de la Tesis, 

 

 

Alfredo Ramos Miguel 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estos trabajos incluidos en la Tesis doctoral han sido financiados por 
los proyectos de investigación SAF2004-03685: “La vía de 
señalización del receptor Fas/FADD en la adicción a opiáceos”, y 
SAF2008-01311: “Acciones anti-apoptóticas mediadas por FADD y 
su fosforilación en la neuroplasticidad inducida por drogas de abuso y 
fármacos antidepresivos”, del Programa Nacional de Biomedicina, y 
RD06/001/0003: “Mecanismos moleculares y adicción a drogas”, 
dentro del marco de las Redes Temáticas de Investigación 
Cooperativa en Salud – Red de Trastornos Adictivos (RETICS – 
RTA), del Ministerio de Ciencia e Innovación (Madrid). Ambos 
proyectos contaron con Jesús A. García Sevilla como Investigador 
Principal. 

Estos proyectos permitieron la contratación de Alfredo Ramos 
Miguel, inicialmente, con una beca predoctoral de Formación de 
Personal Investigador (BES-2005-11265) durante 27 meses (del 
03/10/2005 al 31/12/2007) y, posteriormente hasta la fecha, con un 
contrato vinculado al Instituto de Salud Carlos III-UIB (RETICS-
RTA). Laboratorio de Neurofarmacología, IUNICS, UIB. 

 

 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

Quisiera expresar mi agradecimiento al Dr. Jesús A. García Sevilla, no sólo por su gran labor 

como Director de esta Tesis doctoral, sino también por su constante apoyo y por la confianza 

que ha depositado en mí durante todos estos años. 

Asimismo, me gustaría agradecer la colaboración de todos los co-autores que han hecho 

posible la elaboración de los artículos que componen esta Tesis doctoral, en especial a la Dra. 

Susana Esteban y al Dr. Antoni Miralles, por su cercanía y afecto. 

Tampoco puedo olvidar el trabajo y la dedicación de los compañeros del Laboratorio de 

Neurofarmacología de la UIB, a quienes debo señalar, al menos en parte, como responsables 

de que este trabajo se haya hecho realidad. 

Finalmente, quisiera agradecer la paciencia y el apoyo de todas las personas que han estado 

cerca de mí y, en particular, el de mis padres, sin ellos no sería quien soy. 

 

 

 





 

 

TABLA DE CONTENIDOS 





Tabla de contenidos 11 

 

TABLA DE CONTENIDOS .................................................................................................................................. 9 

INTRODUCCIÓN ................................................................................................................................................ 19 

OPIÁCEOS Y RECEPTORES OPIOIDES ................................................................................................................ 21 

Receptores opioides y los ligandos endógenos .......................................................................................... 23 

Tipos y subtipos de receptores opioides...................................................................................................23 

Péptidos opioides .....................................................................................................................................25 

Distribución de los receptores opioides en el SNC..................................................................................26 

Estructura de los receptores opioides ......................................................................................................27 

Transducción de la señal ............................................................................................................................ 29 

Señalización dependiente de proteína G ..................................................................................................29 

Desensibilización del receptor y señalización independiente de proteína G...........................................33 

LA ADICCIÓN A OPIÁCEOS................................................................................................................................. 35 

Substratos biológicos de la adicción .......................................................................................................... 37 

Evidencias neurofisiológicas y teoría dopaminérgica de la recompensa ............................................... 39 

Evidencias morfológicas y estructurales ................................................................................................... 43 

Evidencias moleculares............................................................................................................................... 44 

Receptores y otras dianas farmacológicas...............................................................................................45 

Vía del AMP cíclico..................................................................................................................................45 

Señalización del Ca2+ ...............................................................................................................................47 

Los fosfoinosítidos ....................................................................................................................................47 

Vías mitogénicas.......................................................................................................................................48 

Integración de señales: papel de DARPP-32...........................................................................................50 

Consecuencias en la expresión de genes..................................................................................................51 



A. Ramos Miguel 12 

SEÑALIZACIÓN APOPTÓTICA EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.................................................................53 

La vía apoptótica extrínseca .......................................................................................................................55 

La vía apoptótica intrínseca o mitocondrial .............................................................................................56 

Mecanismos efectores de muerte neuronal ...............................................................................................57 

Apoptosis en la adicción a drogas de abuso ..............................................................................................57 

Muerte neuronal y patología adictiva ..................................................................................................... 57 

Proteínas apoptóticas asociadas a los mecanismos de neuroplasticidad: FADD como diana en la 

adicción a opiáceos ................................................................................................................................. 58 

OBJETIVOS..........................................................................................................................................................63 

MATERIALES Y MÉTODOS.............................................................................................................................69 

MATERIALES......................................................................................................................................................71 

Fármacos ......................................................................................................................................................71 

Agonistas de receptores opioides ............................................................................................................ 71 

Antagonistas de receptores opioides ....................................................................................................... 71 

Otras herramientas y fármacos ............................................................................................................... 72 

Anticuerpos ..................................................................................................................................................72 

Otros reactivos y kits...................................................................................................................................75 

Kits ........................................................................................................................................................... 75 

Proteínas, controles positivos y péptidos antigénicos ............................................................................. 75 

Otros reactivos empleados en Western blotting ...................................................................................... 75 

Reactivos empleados para el ensayo de actividad enzimática ................................................................ 76 

Reactivos empleados en HPLC-ED ......................................................................................................... 76 

Reactivos genéricos ................................................................................................................................. 76 

Materiales empleados para Western blotting.............................................................................................76 

Aparatos .......................................................................................................................................................77 



Tabla de contenidos 13 

MODELOS DE EXPERIMENTACIÓN .................................................................................................................... 77 

Estudios en cerebro de rata........................................................................................................................ 77 

Estudios en cerebro humano...................................................................................................................... 78 

TRATAMIENTOS FARMACOLÓGICOS EN RATAS ............................................................................................... 79 

Tratamientos agudos con fármacos opiáceos ........................................................................................... 79 

Otros tratamientos agudos ......................................................................................................................... 80 

1. Efecto de la toxina de pertusis sobre la modulación de FADD y p-FADD inducida por SNC-80 ......80 

2. Efecto de la inhibición de MEK sobre los contenidos basales de FADD, p-FADD y otras dianas de 

interés .......................................................................................................................................................81 

3. Efecto de la inhibición de MEK sobre los cambios en los contenidos basales de FADD, p-FADD y 

CKIα inducidos por SNC-80 ....................................................................................................................81 

Inducción de la sensibilización a la morfina: efecto del bloqueo de la vía MAPK/ERK ..................... 82 

Desarrollo de dependencia a la morfina e inducción del síndrome de abstinencia: influencia del 

adrenoceptor α 2 y de la vía de MAPK/ERK ............................................................................................ 84 

Otros tratamientos crónicos con fármacos opioides ................................................................................ 85 

ENSAYOS CONDUCTUALES EN ANIMALES DE LABORATORIO .......................................................................... 86 

Sensibilización locomotora inducida por morfina ................................................................................... 86 

Descripción del activímetro .....................................................................................................................86 

Procedimiento estándar y cuantificación de la actividad locomotora.....................................................88 

Cuantificación de la severidad del síndrome de abstinencia a la morfina ............................................ 89 

EXPERIMENTOS EN CEREBRO HUMANO POST MÓRTEM .................................................................................. 91 

Selección de sujetos y toxicología forense ................................................................................................. 91 

Efecto del PMD, la edad y el sexo sobre las proteínas diana .................................................................. 95 

PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS DE CEREBRO............................................................................................... 96 

Preparación rutinaria de muestras cerebrales para Western blotting: homogenado total................... 96 



A. Ramos Miguel 14 

Defosforilación enzimática de las muestras cerebrales............................................................................97 

Ruptura físico-química de agregados proteícos e inducción de oligomerización de FADD.................97 

Localización subcelular de las proteínas diana ........................................................................................98 

Preparación de muestras cerebrales para ensayos enzimáticos..............................................................99 

Preparación de muestras cerebrales para HPLC-ED..............................................................................99 

Determinación de la concentración de proteínas......................................................................................99 

Método del ácido bicinconínico (BCA) ................................................................................................... 99 

Método de precipitación de proteínas ................................................................................................... 100 

DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS DIANA MEDIANTE TÉCNICAS INMUNOLÓGICAS 

(WESTERN BLOTTING) ......................................................................................................................................101 

Separación electroforética ........................................................................................................................102 

Electrotransferencia ..................................................................................................................................103 

Incubación con anticuerpos: immunoblotting .........................................................................................104 

Sistema de detección por quimioluminescencia......................................................................................105 

Cuantificación de las proteínas diana......................................................................................................106 

Cuantificación en cerebro de rata ......................................................................................................... 106 

Cuantificación en cerebro humano........................................................................................................ 108 

Reciclaje de las membranas (stripping) y normalización.......................................................................108 

Caracterización de anticuerpos en tejido cerebral.................................................................................109 

Inmunodetección de FADD y p-Ser191/194 FADD en cerebro de rata, ratón y humano .................... 111 

Inmunodetección de una proteína recombinante de FADD .................................................................. 112 

Defosforilación enzimática de las muestras cerebrales ........................................................................ 113 

Disociación de formas agregadas e inducción de oligomerización de FADD...................................... 115 

Preabsorción de anticuerpos contra p-FADD y CK1α ......................................................................... 116 



Tabla de contenidos 15 

Inmunodetección de alteraciones funcionales .......................................................................................117 

Cuantificación de las modulaciones de p-FADD en cerebro de rata y humano ...................................117 

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA CK1α ................................................................... 118 

CUANTIFICACIÓN DE DOPAMINA Y METABOLITOS MEDIANTE HPLC-ED................................................... 120 

ANÁLISIS ESTADÍSDTICO DE LOS DATOS......................................................................................................... 120 

Análisis de datos en los experimentos con ratas..................................................................................... 121 

Análisis de datos en los experimentos con cerebro humano ................................................................. 121 

RESULTADOS ................................................................................................................................................... 123 

ARTÍCULO I ..................................................................................................................................................... 125 

Material complementario (Artículo I)..................................................................................................... 141 

Efecto de la administración aguda, crónica y abstinencia de agonistas µ−, δ−, y κ−opioides sobre el 

contenido de CK1α en la corteza cerebral de rata ................................................................................141 

Efecto de la inhibición de MEK1/2 sobre los contenidos basales de FADD, p-FADD y CK1α en la 

corteza cerebral de rata .........................................................................................................................142 

ARTÍCULO II.................................................................................................................................................... 143 

Material complementario (Artículo II) ................................................................................................... 159 

Variables potencialmente conflictivas en estudios post mórtem............................................................159 

Variabilidad entre los controles.............................................................................................................159 

ARTÍCULO III .................................................................................................................................................. 160 

Material complementario (Artículo III) ................................................................................................. 178 

Regulación de CK1α en la corteza prefrontal de consumidores de opiáceos de corto (ST) y largo (LT) 

plazo .......................................................................................................................................................178 

Análisis de variables potencialmente conflictivas en estudios post mórtem..........................................178 

ARTÍCULO IV .................................................................................................................................................. 181 

Material complementario (Artículo IV).................................................................................................. 198 



A. Ramos Miguel 16 

Regulación de la maquinaria apoptótica durante el desarrollo y la expresión de la sensibilización a la 

morfina................................................................................................................................................... 198 

Regulación de ERK a nivel subcelular y expresión de genes tempranos durante la expresión de la 

sensibilización a la morfina ................................................................................................................... 199 

Regulación de statmina durante el desarrollo y la expresión de la sensibilización a la morfina......... 200 

ARTÍCULO V ....................................................................................................................................................201 

DISCUSIÓN.........................................................................................................................................................237 

REGULACIÓN DE LOS OPIÁCEOS SOBRE LOS MECANISMOS APOPTÓTICOS EN CEREBRO DE RATA Y HUMANO

..........................................................................................................................................................................239 

Regulación de la vía extrínseca ................................................................................................................239 

Regulación de la vía intrínseca.................................................................................................................241 

Estudios post mórtem versus modelos animales.....................................................................................242 

LA FOSFORILACIÓN DE FADD EN LOS MECANISMOS NEUROADAPTATIVOS INDUCIDOS POR LOS OPIÁCEOS

..........................................................................................................................................................................243 

Inmunodetección de p-Ser191/194 FADD en tejido cerebral: relevancia de su localización nuclear243 

Los opiáceos regulan inversamente las formas fosforilada y no fosforilada de FADD ......................244 

La fosforilación de FADD es estimulada durante los fenómenos de neuroplasticidad inducidos por 

opiáceos.......................................................................................................................................................246 

La adicción a opiáceos está asociada con el incremento de p-FADD en cerebro humano.................. 246 

La fosforilación de FADD está incrementada durante la expresión de la sensibilización locomotora 

inducida por morfina ............................................................................................................................. 247 

El contenido de p-FADD en la corteza cerebral de rata correlaciona con la severidad del síndrome de 

abstinencia a la morfina ........................................................................................................................ 248 

Papel de p-FADD en la plasticidad neuronal..........................................................................................249 

INTERACCIÓN DE FADD CON OTRAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN EN LA ACCIÓN DE LOS OPIÁCEOS................250 

Dependencia o independencia de la señalización a través de proteína G ............................................250 



Tabla de contenidos 17 

Vías de las MAPK en los mecanismos de acción de los opiáceos: Interacción de ERK y FADD a 

través de Akt/PEA-15 ............................................................................................................................... 250 

La activación de ERK es necesaria para la reducción de FADD mediada por el receptor δ ...............250 

La inhibición de ERK atenúa la expresión de la sensibilización a la morfina y bloquea la estimulación 

de p-FADD y Akt/PEA-15 ......................................................................................................................251 

El bloqueo de la activación de ERK reduce la severidad del síndrome conductual durante la 

abstinencia a la morfina.........................................................................................................................252 

La adicción a opiáceos está asociada a la reducción de ERK, JNK y Akt/PEA-15 en cerebro humano

................................................................................................................................................................254 

La eliminación de los adrenoceptores α 2 acentúa la intensidad del síndrome de abstinencia y el 

incremento de p-FADD cortical............................................................................................................... 257 

CONCLUSIONES .............................................................................................................................................. 259 

REFERENCIAS.................................................................................................................................................. 263 

 

 





 

 

INTRODUCCIÓN 

 





Introducción 21 

OPIÁCEOS Y RECEPTORES OPIOIDES 

Los opiáceos son una familia de substancias psicoactivas ligadas a la historia de la humanidad 

incluso antes de las primeras escrituras, debido al uso terapéutico y lúdico del opio1, un 

extracto de la amapola blanca o adormidera (Papaver somniferum) enriquecido en varios 

alcaloides opiáceos (figura 1). Aunque existen algunas referencias anteriores en las culturas 

sumeria y egipcia (3000 a. C.), la primera reseña bibliográfica sobre la utilización terapéutica 

del jugo de la adormidera se atribuye al historiador griego Heródoto, en un texto que data del 

siglo III a. C., y en el cual ya describe las capacidades analgésicas e hipnóticas, así como las 

propiedades adictivas del mecone2. Sin embargo, no fue hasta el año 1805 cuando se aisló el 

principio activo causante de la mayoría de efectos asociados al consumo del opio, un 

alcaloide al que se denominó morfina, en honor a Morfeo, el dios griego del sueño. Tras la 

invención de la jeringuilla hipodérmica a mediados del siglo XIX, la morfina comenzó a 

emplearse en cirugía, en combinación con otros anestésicos generales, así como para el 

tratamiento del dolor post operatorio y el dolor crónico. Pronto se documentó que este 

extracto conservaba las mismas propiedades que el opio para inducir a su abuso, lo cual 

comprometía el uso terapéutico de esta droga. La búsqueda de derivados más eficaces y 

menos adictivos que la morfina, llevó a la síntesis de la heroína (3,6−diacetilmorfina) en 

1874, comercializada 23 años más tarde por la compañía farmacéutica Bayer como un 

antitusivo indicado para el tratamiento de la tuberculosis. No obstante, las propiedades 

euforizantes (entre otras) de la heroína multiplicaron el potencial adictivo observado para la 

morfina, lo que condujo a su prohibición en el año 1924 en la mayoría de los países donde se 

había comercializado. Unos años más tarde, en la búsqueda de fármacos que pudieran 

reemplazar el uso de la atropina, se dio, de forma casual, con el primer análogo sintético de la 

morfina, la meperidina (Eisleb y Schaumann, 1939) y, poco después, con la metadona (Scott 

y Chen, 1946), otro compuesto estructuralmente alejado de la morfina. El síndrome de 

abstinencia provocado por la retirada de la metadona es diferente del de los alcaloides 

naturales; su inicio es más lento, se prolonga más en el tiempo y es de menor intensidad. 

Además, este compuesto es activo administrado de forma oral. Estas observaciones colocaron 

a la metadona como el fármaco preferido por los clínicos para reemplazar la morfina o la 

                                                

1 Opio: del griego antiguo 'ópos', que significa 'jugo' 
2 Mecone: palabra griega para referirse a la adormidera 
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heroína en pacientes con adicción. Así pues, adictos estabilizados en el consumo de metadona 

pueden llevar una vida razonablemente mejor, y la droga puede ser retirada de forma gradual 

con menores perjuicios para los pacientes. Aunque con menor éxito del deseado, ésta es hoy 

día la estrategia más extendida en los países occidentales para el tratamiento de la adicción a 

opiáceos.  

 

Figura 1-1. Estructura química de las principales familias de fármacos opiáceos. Aunque existen 
más alcaloides en el opio, éstos son los únicos capaces de activar los receptores opioides. La 
nalorfina y la naloxona son derivados morfinómicos. 

En 1942 se sintetizó el primer compuesto con propiedades antagonistas opioides, la nalorfina 

(N-alilmorfina; figura 1; Weijlard y Erikson, 1942). Este compuesto era capaz de revertir la 

depresión respiratoria inducida por la morfina y precipitar el síndrome de abstinencia en 

adictos. Sorprendentemente, aunque podía atenuar la analgesia inducida por morfina, la 

nalorfina era efectiva por sí misma en el tratamiento del dolor. Ahora sabemos que este 
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fenómeno se debe a que pertenece a un grupo de opiáceos llamados agonistas-antagonistas 

mixtos. A pesar de que su utilidad en el tratamiento del dolor era limitada, pues este 

compuesto inducía disforia y ansiedad, el descubrimiento de la nalorfina fue muy relevante en 

el camino de la síntesis de la naloxona y otros antagonistas opiáceos puros.  

Receptores opioides y los ligandos endógenos 

El concepto de que los distintos fármacos (entre ellos los opiáceos), hormonas o 

neurotransmisores ejercieran sus actividades mediante la interacción con "substancias 

receptoras" presentes en las células fue introducido entre finales del siglo XIX y principios 

del XX, de forma paralela, por Ehrlich y Langley. Más tarde, los trabajos de autores como 

Hill, Dale, Gaddum o Clark culminarían con la formulación de la primera teoría sobre la 

acción de los receptores, la Teoría ocupacional del receptor. Paradójicamente, a mediados de 

siglo, algunos libros de texto de farmacología cuestionaban la existencia de tales substancias 

como estructuras físicamente comprobables. De hecho, la edición de 1955 de "The 

Pharmacological Basis of Therapeutics" incluía la siguiente frase: 

"... Years ago, Langley named the differentiating substance the ‘receptive 

substance’; this term is still widely employed, but it must be realized that the 

‘receptor’ may not be a morphologically demonstrable structure..." 

Las primeras evidencias de la existencia de los receptores como "estructuras 

morfológicamente demostrables" llegaron tras la síntesis de los primeros radioligandos. La 

primera publicación en esta línea demostró la presencia de receptores colinérgicos en el 

diafragma de un ratón empleando [14C]-calabash curare como radioligando (Waser, 1960). El 

interés suscitado por esta publicación dio un nuevo vuelco en la farmacología, e 

investigadores de todo el mundo comenzaron a desarrollar nuevos radioligandos.  

Tipos y subtipos de receptores opioides 

La divergencia en los efectos de los distintos agonistas, antagonistas y agonistas-antagonistas 

mixtos ya hacía pensar, a mediados de los '60, la existencia de más de un tipo de receptor 

opioide (Portoghese, 1965). El primer radioligando diseñado para el estudio de este grupo de 

receptores fue el [3H]-levorfanol (Goldstein et al., 1971). Sin embargo, el grupo de Goldstein 

no consiguió sintetizar un ligando suficientemente específico para demostrar la existencia de 

subtipos de receptores opioides. Fue dos años más tarde cuando, de forma simultánea, varios 

grupos de investigación mostraron las primeras evidencias de que existen receptores opioides 
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en el cerebro de mamíferos (Pert y Snyder, 1973; Simon et al., 1973; Terenius, 1973) y que la 

distribución de los mismos no es homogénea, y depende de la estereoespecificidad del 

radioligando empleado (Hiller et al., 1973; Kuhar et al., 1973). En 1976 se describen por 

primera vez, aunque de forma parcialmente errónea, tres subtipos de receptores opioides, a los 

que denominaron µ (MOP o OP3), κ (KOP o OP2) y σ, porque los asociaron a los efectos de 

sus agonistas prototípicos: morfina, ketociclazocina y SKF-10,047 (o N-alilnormetazocina) 

respectivamente (Martin et al., 1976). Más adelante, se sugirió la existencia de un nuevo 

receptor opioide responsable de los efectos de las deltorfinas, el receptor δ (en referencia a 

vas deferens, y más adelante DOP o OP1; Lord et al., 1977). Paralelamente, el receptor σ fue 

excluyéndose de esta familia por su lejana función como analgésico, la imposibilidad de 

antagonizar sus efectos con la naloxona, y por la ausencia de otras acciones características de 

los opiáceos.  

En la década de los '80 comenzó la explosión de las técnicas de biología molecular, y con ella, 

la clonación y secuenciación de los distintos receptores. Estas técnicas confirmaron las 

observaciones realizadas mediante el empleo de radioligandos veinte años atrás. El clonaje y 

la caracterización bioquímica de los receptores opioides supuso una ardua tarea. La primera 

molécula de unión a opiáceos en ser purificada y secuenciada resultó ser un miembro de la 

familia de proteínas de adhesión celular (OBCAM; "opioid-binding cell adhesion molecule"; 

Schofield et al., 1989). Sin embargo, basándose en los primeros estudios que demostraban que 

los opiáceos inhibían la producción de AMP cíclico (cAMP), a la vez que estimulaban la 

actividad GTPasa celular, se sospechaba que estos receptores podrían pertenecer a la 

recientemente descrita superfamilia de receptores acoplados a proteínas G (GPCR). Tres años 

después, el grupo de Goldstein clonó exitosamente un cDNA que codificaba un miembro de 

la familia de los GPCRs y que presentaba cierta afinidad por algunos ligandos opioides (Xie 

et al., 1992). Este receptor, no obstante, no mostraba la especificidad farmacológica esperada 

de ninguno de los tres receptores opioides descritos hasta el momento (µ, δ o κ). En este 

mismo año, dos grupos independientes consiguieron, finalmente, la clonación y secuenciación 

del receptor opioide δ de ratón (Evans et al., 1992; Kieffer et al., 1992). La clonación de los 

receptores κ y µ se obtendría un año más tarde, como resultado de una búsqueda por 

homología de secuencia (revisado en Kieffer y Evans, 2009). Estas técnicas también 

permitieron la detección de las isoformas, o variantes de splicing alternativo, de los receptores 

µ−, δ− y κ−opioides, aunque la existencia de estas isoformas está bastante discutida (tabla 1-

1; revisado en Dhawan et al., 1996; Wei et al., 2004; Kieffer y Evans, 2009).  
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Tabla 1-1. Receptores opioides y sus ligandos endógenos en mamíferosa 
Receptor Abreviatura Variantes Ligandos endógenos Agonistasb 
Receptor opioide µ MOP, OP3 µ1 y µ2 Endorfina-1 

Endorfina-2 
β-endorfina 
β-neoendorfina 

Morfina  
DAMGO 
Metadona  
Fentanilo 
Sufentanilo 

Receptor opioide δ DOP, OP1 δ1 y δ2 Leu5-Encefalina 
Met5-Encefalina 
Met5-Encefalina-Arg6-Phe7 
Met5-Encefalina-Arg6-Gly7-Leu8 

SNC-80 
DADLE 
DPDPE 
 

Receptor opioide κ KOP, OP2 κ1 y κ2 Dinorfina A 
Dinorfina B 
α-neoendorfina 

U-50,488-H 
 

Receptor de nociceptina NOP, OP4  Nociceptina/orfanina FQ Ro646198 
aIndicaciones según la IUPHAR (véase Dhawan et al., 1996; y http://www.iuphar.org/nciuphar.html) 
bAlgunos de los agonistas exógenos más empleados; los agonistas peptídicos se muestran en cursiva. 

 
La búsqueda por homología de secuencia de nuevos receptores opioides resultó en el hallazgo 

del receptor de nociceptina (NOP, OP4). Este receptor, originalmente bautizado como ORL-1 

("opioid receptor-like-1"), también pertenece a la superfamilia de GPCRs, y comparte un alto 

grado de homología con el resto de receptores opioides. Fue clonado como un receptor 

huérfano en 1994 por varios grupos de investigación de forma paralela. El receptor de 

nociceptina permaneció huérfano durante tan solo un año, cuando su ligando endógeno, el 

neuropéptido conocido como nociceptina u orfanina FQ (N/FQ), fue aislado  (tabla 1-1) 

(Meunier et al., 1995). A pesar de su homología con los receptores opioides µ, δ y κ, el 

receptor de nociceptina no presenta afinidad por la mayoría de agonistas o antagonistas 

opiáceos, por lo que muchos autores discuten su pertenencia a este grupo de GPCRs 

Péptidos opioides 

De forma paralela al descubrimiento y caracterización de los receptores opioides, a mediados 

de los '70, se aislaron y secuenciaron los primeros ligandos peptídicos endógenos (Hughes et 

al., 1975; Bradbury et al., 1976; Cox et al., 1976; Li y Chung 1976; Pasternak et al., 1976; 

Goldstein et al., 1981). Se reconoció también que cada uno de los péptidos opioides activos 

eran parte de una proteína precursora de mayor tamaño. En mamíferos, existen 

principalmente tres de estos precursores (véase también la tabla 1-1): 

• Proencefalina A, que rinde cuatro Met5-encefalinas, una Leu5-encefalina, una Met5-

encefalina-Arg6-Phe7 y una Met5-encefalina-Arg6Gly7Leu8 (Noda et al., 1982). 

• Prodinorfina (o proencefalina B), que da lugar a las dinorfinas A y B, así como a las 

neoendorfinas α y β. (Kakidani et al., 1982). 
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• Proopiomelanocortina, la cual es procesada en corticotropina, β-lipotropina y 

melanotropinas, junto con la β-endorfina (Nakanishi et al., 1979). 

Distribución de los receptores opioides en el SNC 

La localización de los receptores opioides µ, δ y κ en el SNC ha sido evaluada mediante 

numerosas técnicas. Los radioligandos han sido clásicamente las herramientas más empleadas 

y fiables para este tipo de estudios. La exposición de un corte cerebral a un radioligando 

produce el marcaje de los receptores por los cuales tiene afinidad, y la distribución de éstos 

puede ser visualizada mediante su exposición a una película sensible a la emisión de radiación 

(autorradiografía). Posteriormente, estudios de inmunohistoquímica con anticuerpos dirigidos 

contra los receptores, y también mediante hibridación in situ, han complementado el 

conocimiento sobre la distribución de estos receptores en el SNC. También cabe destacar la 

contribución desde mediados de los '80 de los estudios de neuroimagen in vivo, empleando la 

tomografía por emisión de positrones (PET). 

Tabla 1-2. Densidad relativa de los receptores opioides en la 
corteza cerebral de rata evaluada con [3H]-DAGO (µ), [3H]-
DPDPE (δ), o [3H]-(–)-bremazocina (κ) 

 µ δ κ 
Corteza frontal parietal    
Capas I +++ ++ – 
II y III + +++ ++ 
IV +++ ++ – 
V y IV + +++ ++ 
Corteza temporal    
Capas I +++ ++ – 
II y III ++ +++ – 
IV +++ + – 
V y IV ++ +++ + 
Córtex cingulado    
Capas I ++++ + + 
II + ++ + 
III +++ ++ ++ 
V +++ ++++ ++ 
VI ++ ++ ++ 
Corteza piriforme    
Capas I + + ++ 
II y III ++ ++ ++ 
Corteza entorrinal    
Capas I + + + 
II-VI ++ ++ ++ 
Córtex estriasdo    
Capas I ++ – – 
II y III + ++ – 
IV +++ + – 
V y IV ++ +++ ++ 

++++, densidad muy elevada; +++, densidad elevada; ++, 
densidad moderada; + densidad baja; −, densidad nula. Datos 
tomados de Mansour et al., 1987. 
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Estos estudios han puesto de manifiesto la amplia distribución de los receptores opioides en el 

SNC de mamíferos. Aunque con algunas diferencias, la localización de los receptores µ, δ y κ 

es bastante similar (revisado en Dhawan et al., 1996). Por ejemplo, el empleo de diversos 

redioligandos específicos, ha mostrado que el receptor µ es especialmente abundante en el 

caudado putamen, seguido de corteza cerebral (tabla 1-2), tálamo, núcleo accumbens, 

hipocampo, y amígdala; también se expresa de forma más moderada en las capas superficiales 

del cuerno dorsal de la médula espinal, substancia gris periacueductal, núcleo del rafe, 

hipotálamo, y globo pálido. En cambio, el receptor δ se localiza con mayor densidad en el 

bulbo olfatorio, corteza cerebral, caudado putamen y núcleo accumbens, mientras que tálamo, 

hipotálamo, y tallo cerebral presentan densidades moderadas o pobres. Los resultados 

obtenidos empleando técnicas inmunológicas concuerdan razonablemente con los estudios de 

binding. La densidad relativa de los tres tipos de receptores opioides en la corteza cerebral de 

rata se muestra en la tabla 1-2. Para más detalles véase Mansour et al., 1987. 

Estructura de los receptores opioides 

Desde el punto de vista estructural, los receptores opioides pertenecen a la superfamilia de los 

GPCRs, la cual se postula como la familia que cuenta con el mayor número de miembros 

incluidos dentro de un único grupo de proteínas, alcanzando hasta un 3% de los genes 

presentes en el genoma humano. Los análisis por comparación y alineamiento de las 

secuencias aminoacídicas de los GPCRs condujeron a la identificación de algunas 

características clave que son compartidas por todos los miembros de esta familia de 

receptores (figura 1-2). Los GPCRs contienen siete hélices α, que constituyen los siete 

dominios transmembrana de naturaleza hidrofóbica, conectados por bucles intra- y 

extracelulares relativamente cortos. El extremo amino (N)-terminal de los GPCRs se halla en 

la cara extracelular, y presenta sitios de N-glucosilación, mientras que el dominio carboxi (C)-

terminal se localiza en la cara citoplasmática de la membrana celular y, junto con el tercer 

bucle intracelular, contiene lugares de fosforilación que juegan un papel esencial en la 

regulación homóloga del receptor. 

Los distintos receptores opioides presentan un alto grado de homología, suponiendo un 62% 

entre los receptores δ y µ, un 61% entre δ y κ, y un 57% entre µ y κ (tabla 1-3). No obstante, 

esta homología es muy variable si se analizan los distintos dominios por separado (véase tabla 

1-3). Los dominios transmembrana (TM), y en especial los TMII y TMIII, se encuentran 

especialmente conservados, una homología que se presenta en toda la familia de los GPCRs. 
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Los tres bucles intracelulares también se hallan altamente conservados, una característica que 

define a los receptores opioides. Por el contrario, tanto los dominios N- y C-terminales como 

los bucles extracelulares son especialmente variables. En estos dominios destacan dos 

cisteínas conservadas en los bucles extracelulares II y III que forman un puente disulfuro, una 

asparagina en el extremo N-terminal, diana de N-glucosilación y, en el dominio C-terminal, 

una tirosina posiblemente implicada en la regulación homóloga del receptor, y dos cisteínas 

palmitoiladas (figura 1-2). 

 

 

Figura 1-2. Estructura del 
receptor opioide µ. Los 
residuos en rojo represen-
tan aminoácidos conserva-
dos en los receptores µ, δ 
y κ. Los porcentajes de 
homología entre estos 
receptores se encuentran 
detallados en la tabla 1-3. 
Las marcas en los residuos 
de Asn representan posi-
bles sitios de N-glucosila-
ción. También hay dos 
Cys dianas de palmitoi-
lación y una Tyr diana 
putativa de la fosforilación 
conservadas en el extremo 
C-terminal. Destacan dos 
Cys conservadas en los 
bucles extracelulares II y 
III que forman puentes 
disulfuro, y que mantienen 
la estructura del receptor. 
Tomado de Levac et al., 
2002. 
 

Esta estructura heptaélica de los GPCRs fue confirmada mediante la obtención de cristales de 

rodopsina (Unger et al., 1997; Palczewski et al., 2000), el GPCR más abundante en 

vertebrados. Recientemente, el adrenoceptor β2 también ha sido cristalizado, aunque sólo en 

la conformación inactiva del receptor (Cherezov et al., 2007; Rosenbaum et al., 2007). La 

obtención de estos cristales ha permitido además determinar los lugares de fijación de los 

ligandos, así como los estados conformacionales de activación y reposo de los receptores. La 

computerización de la estructura de la rodopsina ha contribuido en la elaboración de modelos 

predictivos para el estudio de otros GPCRs. Estos trabajos, combinados con estudios de 

mutagénesis dirigida, han conseguido definir el lugar de fijación de los distintos opiáceos y 

neuropéptidos a los receptores opioides. Principalmente, los residuos cargados posicionados 

en los dominios TMII y TMIII son esenciales en la interacción ligando-receptor 
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(recientemente revisado en Kieffer y Evans 2009; Provasi et al., 2009). Por otra parte, la 

especificidad de unión con el ligando viene determinada por los dominios extracelulares, los 

cuales formarían un túnel que limita o filtra el acceso a las distintas moléculas. Finalmente, 

los dominios intracelulares se encargan de el acople con las proteínas G, así como con las 

GRKs (y otras kinasas), β-arrestinas y otras proteínas que median la transducción de la señal 

opioide. 

Tabla 1-3. Homología entre las secuencias aminoacídicas de los 
receptores opioides µ, δ y κ desglosada por dominios1 

 Porcentaje de identidad de secuencia 
Dominios δ/µ δ/κ µ/κ 
Terminales    
N-terminal 28 33 18 
C-terminal 40 32 35 
Transmembrana    
I 69 62 62 
II 95 86 82 
III 90 95 100 
IV 43 57 33 
V 85 77 77 
VI 73 64 73 
VII 78 82 86 
Bucles extracelulares    
I 73 67 67 
II 52 52 30 
III 21 13 21 
Bucles intracelulares    
I 90 90 100 
II 91 95 91 
III 86 81 86 
Receptor completo 62 61 57 

1Datos tomados de Chaturvedi et al., 2000 
 

Transducción de la señal 

Los receptores opioides, al igual que cualquier receptor de membrana, son proteínas 

"discriminadoras" de una señal específica y, por sí mismos, no son capaces de ejecutar una 

respuesta fisiológica a la señal que reciben. Para integrar una respuesta funcional necesitan la 

actividad de otras proteínas y segundos mensajeros que amplifican y propagan la señal. Estos 

mecanismos de "transducción" son los responsables de la divergencia y/o convergencia de las 

respuestas ante los distintos estímulos exógenos que recibe la célula. 

Señalización dependiente de proteína G 

Como ya se ha mencionado, los receptores opioides pertenecen a la superfamilia de GPCRs, y 

transducen su señal (o al menos una parte de ella) mediante la interacción con otra familia de 

moléculas denominada proteínas G. En la década de los '50, mucho antes del aislamiento de 
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los GPCRs, Shuderland descubrió que ciertas hormonas ejercían sus funciones promoviendo 

el incremento de cAMP intracelular, y consiguió además aislar el enzima responsable de esta 

actividad, la adenilato ciclasa (AC). Fueron dos grupos independientes, liderados por Rodbell 

y Gilman, quienes aislaron y determinaron el mecanismo de acción de las proteínas G, las 

cuales median la activación de la AC inducida por aquellas hormonas (figura 1-3). Estas 

proteínas tienen la peculiaridad de regular su propia actividad gracias a la incorporación de un 

dominio GTPasa autocatalítico. La proteína G se activa cuando se encuentra unida a GTP. En 

este estado es capaz de activar numerosos efectores que amplificarán la señal mediante la 

producción de segundos mensajeros (figura 1-3). El dominio autocatalítico de la proteína G 

hidroliza el GTP, aunque lo hace de manera ineficiente, permitiendo un margen de tiempo 

para que la proteína ejerza sus funciones. La proteína G unida a GDP es inactiva, pero tiene 

mayor afinidad por la cara citoplasmática del receptor, al cual se une rápidamente. La unión 

del agonista al receptor promueve el intercambio de GDP por GTP en la proteína G, la cual 

pierde afinidad por el receptor y se libera al citosol en su forma activa, reanudando así el ciclo 

(figura 1-3). Este mecanismo es el principal sistema que emplean los GPCRs para transducir 

la señal del ligando, y por el cual reciben su nombre.  

 
Figura 1-3. Señalización del receptor opioide dependiente de proteína G y principales mecanismos efectores. 
cAMP, AMP cíclico; DAG, diacilglicerol; I3P, inositol trifosfato; cGPM, GMP cíclico. 
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Las proteínas G que se acoplan a los GPCRs son proteínas heterotriméricas, compuestas por 

tres subunidades diferentes, α, β y γ, en estequiometría 1:1:1. Se han descrito hasta 27 

subunidades α distintas, y al menos 6 subunidades β y 14 γ. Esta familia de proteínas se 

clasifica en función del tipo de subunidad α que conforma la proteína G. En esta clasificación, 

las proteínas G se dividen en cuatro grupos: Gs (estimulatorias), Gi (inhibitorias), Gq y G12 

(tabla 1-4). Una característica relevante de esta familia es que las proteínas Gs y Gi son 

sensibles a las toxinas colérica y pertúsica respectivamente, las cuales son herramientas muy 

útiles para alterar la respuesta a algunos fármacos. 

Tabla 1-4. Propiedades de las subunidades α de las proteínas G 
Familia Sensibilidad a toxina  Localización Sistema efector 
Gs Colérica Ubicua (+) AC 
Gi Pertúsica Ubicuas (Gαi), cerebro 

(Gαo, Gαz), retina (Gαt), 
papilas gustativas (Gαgust) 

(−) AC 
(+) canal de K+ 

(−) canal de Ca2+ 
(+) PLC 
(+) PLA2 
(+) fosfodiesterasa cGMP 

Gq No Ubicua  
G12 No Ubicua Intercambiador Na+/H+ 

AC, adenilato ciclasa; PLA2, fosfolipasa A2; PLC, fosfolipasa C; (+), estimula; (−), inhibe 
 
 

Todos los receptores opioides acoplan proteínas Gi/o. Posiblemente, la actividad más 

estudiada de esta familia de proteínas G es la inhibición de la AC, y el consecuente bloqueo 

de la producción de cAMP (tabla 1-4; figura 1-4), un segundo mensajero que estimula a la 

proteína kinasa A (PKA). Entre otras funciones, la PKA promueve la transcripción de un 

importante grupo de genes controlados por el elemento de respuesta a cAMP (CRE), 

mediante la fosforilación (activación) de la proteína de unión a CRE (CREB).  

La activación de los receptores opioides está asociada a la hiperpolarización de la membrana 

de las neuronas, bloqueando la transmisión de un posible potencial de acción estimulatorio. 

La hiperpolarización de la membrana en dichas neuronas es una consecuencia de la activación 

los canales de potasio dependientes de voltaje, una actividad directa de la proteína Gi/o 

(figura 1-4). La activación de las proteínas Gi/o inducida por opioides también es responsable 

del bloqueo de los canales de calcio, otro segundo mensajero con multitud de funciones en el 

interior celular. Por ejemplo, dos proteínas dependientes de calcio, esenciales en la 

señalización opioide, son la proteína kinasa C (PKC), y la Ca2+/calmodulina (CaM). Ambas 

cuentan con numerosos substratos. La primera puede fosforilar directamente al receptor 

opioide µ, promoviendo su desensibilización, aunque también es capaz de estimular las vías 
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de las kinasas activadas por mitógenos (MAPKs) o penetrar en el núcleo de la célula y 

promover la transcripción de numerosos genes. La CaM es la principal responsable de la 

activación de la kinasa II dependiente de CaM (CaMKII), un enzima muy relevante, al igual 

que la PKC y las MAPKs, en el desarrollo de tolerancia a la morfina y otros fenómenos de 

plasticidad neuronal. 

 
Figura 1-4. Regulación homóloga y principales vías de señalización dependientes e independientes de 
proteína G del receptor opioide µ (MOP). AC, adenilato ciclasa; Akt, homólogo del oncogén vírico v-
akt del timoma murino (también proteína kinasa B); β-arr, β-arrestina; CaM, Ca2+/calmodulina; 
CaMKII, kinasa II dependiente de CaM; CREB, proteína de unión a CRE (elemento de respuesta a 
cAMP); ERK, kinasa regulada por señales extracelulares; GRK, kinasa del receptor acoplado a 
proteína G; GSK3β, kinasa 3β de la glucógeno sintasa; MEK, MAP (proteína activada por 
mitógenos)/ERK kinasa; P+, fosforilado; PI3K, fosfoinositol 3-kinasa; PKA, proteína kinasa A; PKC, 
proteína kinasa C; PLA, fosfolipasa A; PLC, fosfolipasa C; PP2A, proteína fosfatasa 2A; Raf, 
homólogo del oncogén viral de la leucemia murina v-raf-1. , estimulación; , inhibición  
 
 

Otros efectores importantes son las fosfolipasas A2 y C (PLA2 y PLC), y la  fosfoinositol 3-

kinasa (PI3K), las cuales producen segundos mensajeros lipídicos. Las actividades de estos 

enzimas estimulan otras proteín kinasas (figura 1-4). Entre éstas, la Akt, o proteína kinasa B, 

así como la PKC, mencionada anteriormente, intervienen numerosas respuestas celulares.  
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Desensibilización del receptor y señalización independiente de proteína G 

La exposición de los GPCRs a sus agonistas normalmente resulta en una atenuación rápida de 

la respuesta del receptor. Este proceso, clásicamente conocido como desensibilización, es 

consecuencia de diferentes mecanismos, incluyendo el desacoplamiento de la proteína G 

heterotrimérica en respuesta a la fosforilación del receptor, la internalización del receptor en 

compartimentos membranosos intracelulares (endosomas), la degradación del receptor en 

lisosomas, la parada de la síntesis de novo del GPCR y, consecuente, una reducción global del 

pool total de receptores. Los intervalos de tiempo que limitan la respuesta de un GPCR varían 

entre unos pocos segundos (fosforilación) y varias horas (destrucción y parada de síntesis del 

receptor). También es variable la magnitud de la desensibilización del GPCR, pudiendo ser 

una terminación total de la respuesta, como ocurre en los sistemas visual y olfatorio, o una 

atenuación de la potencia del agonista, reduciendo el umbral máximo de respuesta. 

El desacoplamiento del GPCR a la proteína G, como se ha mencionado, es consecuencia de la 

fosforilación del receptor, una modificación covalente que consiste en la incorporación de 

grupos fosfato (R-O-PO3
−) a residuos concretos de la secuencia aminoacídica del receptor, 

mediante la acción de kinasas intracelulares. Existen principalmente dos grupos de enzimas 

que regulen este proceso, las proteína kinasas dependientes de segundos mensajeros (PKA y 

PKC), o bien las denominadas kinasas de los GPCR (GRKs) (véase figura 1-4). No obstante, 

se ha sugerido que otras kinasas, tales como la CaMKII o la kinasa 5 dependiente de ciclina 

(cdk5), pueden fosforilar a los receptores opioides µ y δ respectivamente (Mestek et al., 1995; 

Koch et al., 1997; Xie et al., 2009). Estas kinasas son capaces de fosforilar residuos de serina 

y/o treonina presentes en los bucles intracelulares o en el dominio C-terminal del GPCR. La 

búsqueda de secuencias consenso en estas regiones del receptor µ para las distintas kinasas ha 

probado la existencia de numerosos lugares putativos de fosforilación, aunque hoy día sólo se 

ha demostrado con firmeza la fosforilación en la serina 375 (revisado en Zhang et al., 2009). 

Las GRKs fosforilan de forma selectiva al receptor activado por agonista. Esta modificación 

del receptor es detectada por otro grupo de proteínas citosólicas denominadas arrestinas 

(arrestina 1 es exclusiva del sistema visual, mientras que β-arrestina 1 y β-arrestina 2 son 

ubicuas), las cuales impiden el acoplamiento de una nueva proteína G, terminando así la 

señalización dependiente de proteína G (figura 1-4). Tras el anclaje de las arrestinas al GPCR, 

la región interna de la membrana adyacente al receptor se cubre de clatrina, y la célula 

procede a la endocitosis del receptor. El GPCR puede ser entonces resensibilizado por la 

acción de fosfatasas (p. ej. proteína fosfatasa-2A, PP-2A) que eliminan los grupos fosfato 
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unidos al receptor y, posteriormente, reciclados en la membrana citoplasmática, o bien 

proceder a su eliminación en los lisosomas.  

Los mecanismos de desensibilización e internalización de los receptores opioides por 

determinados fármacos opiáceos permanece en un primer plano de debate en la 

Neurofarmacología debido a sus posibles repercusiones funcionales sobre la tolerancia al 

efecto analgésico y la dependencia a este tipo de substancias, y la importancia de estos 

fenómenos sobre las limitaciones del uso clínico de los opiáceos en el tratamiento del dolor. 

Mientras que los péptidos opioides, así como la mayoría de agonistas más potentes (p. ej. 

etorfina y fentanilo), promueven una desensibilización rápida del receptor opioide µ, la 

morfina (y otros alcaloides sintéticos y semisintéticos) son incapaces de mediar la 

internalización del mismo (Keith et al., 1996; Sterini et al., 1996). En este sentido, se ha 

documentado que algunas de las proteínas que participan de manera directa o indirecta en el 

mecanismo de desensibilización del receptor µ (β-arrestina 2, GRK3, PKA, PKC, CaMKII, 

PP-2A, etc.), están involucradas en la adquisición de tolerancia al efecto analgésico de la 

morfina (revisado en Bailey y Connor, 2005; Gintzler y Chakrabarti, 2006; Wang y Wang, 

2006, Kelly et al., 2008; Garzón et al., 2008; Zhang et al., 2009). No obstante, la tolerancia al 

efecto analgésico es una propiedad que se mantiene en todo este grupo farmacológico, 

incluyendo tanto a los fármacos que promueven una rápida desensibilización del receptor µ, 

como los que no lo hacen.  

En esta línea, se ha observado que la β-arrestina juega un papel clave. Originalmente se creía 

que esta proteína de "andamiaje" se encargaba exclusivamente de impedir la interacción entre 

el receptor y la proteína G, y de reclutar la maquinaria endocitótica en la cara interna de la 

membrana plasmática. En cambio, esta proteína multifuncional es capaz de mediar una 

señalización independiente de proteína G. Las β-arrestinas, al translocarse a la membrana y 

acoplarse al receptor fosforilado, pueden reunir numerosas proteínas de señalización 

intracelular, tales como las MAPKs (Ferguson et al., 1996; Daaka et al., 1998; figura 1-4). 

Recientemente, se ha descrito que la estimulación del receptor opioide δ induce la 

traslocación de la β-arrestina 1 al núcleo celular, donde coordinaría la remodelación la 

condensación de la cromatina para reprogramar la expresión de ciertos genes (Kang et al., 

2005). El papel funcional de estas proteínas de andamiaje en la acción de los opiáceos ha sido 

puesto de manifiesto tras la generación de ratones "knockout" para la β-arrestina 2. Estos 

animales presentan una potenciación del efecto analgésico y una disminución en la 
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adquisición de tolerancia a la morfina, sin que las propiedades reforzantes de los opiáceos se 

vean afectadas (Bohn et al., 1999, 2000).  

Estas observaciones, en conjunto, sugieren que los mecanismos moleculares responsables de 

la tolerancia a los opiáceos (y a otras substancias adictivas) dependen de la señalización 

(independiente de proteína G) mediada por β-arrestina y sus consecuencias sobre la 

plasticidad neuronal, más que por el hecho de la internalización o no del receptor opioide. Es 

por ello por lo que la industria farmacéutica se centra en generar nuevos agonistas "sesgados" 

para el receptor opioide µ, que señalicen con mayor preferencia por la vía dependiente de 

proteína G, sin estimular la señalización mediada por β-arrestinas (Rajagopal et al., 2010). El 

papel de estas cascadas de señalización en fenómenos de neuroprotección y neuroplasticidad 

se discute más detalladamente en el siguiente apartado. 

LA ADICCIÓN A OPIÁCEOS 

La adicción a opiáceos es un trastorno crónico con graves consecuencias no sólo para el 

individuo que la padece, sino también para toda la sociedad por sus implicaciones sanitarias, 

económicas y delictivas. La prevalencia de este trastorno durante la pasada década en 

individuos de entre 15 y 64 años fue del 0.4% (United Nations Office on Drugs & Crime, 

2008), cifra que asciende al 1.7% si se focaliza en individuos de 19 a 30 años. Además, el 

18.7% de los jóvenes reconocen haber probado alguna vez algún opiáceo (Johnston et al., 

2008). Por tanto, es fundamental que los estados inviertan en conocer con mayor precisión 

este problema social desde todas las perspectivas para elaborar mejores estrategias de 

prevención y tratamiento de las adicciones.  

Las primeras teorías sobre la adicción a las distintas substancias de abuso postulaban que un 

individuo consume inicialmente una determinada droga por su habilidad de producir cierto 

efecto placentero (es decir, la “recompensa”), y que la dependencia se desarrolla como 

consecuencia de la búsqueda recurrente de dicha recompensa (véase p. ej. Wise, 1980). Esta 

idea del refuerzo positivo inducido por la droga ha sido ampliamente aceptada como el 

principal factor bajo el que subyacen las diversas drogodependencias (Feltenstein y See, 

2008). Además, todas las substancias de abuso producen tolerancia tras un consumo repetido, 

reduciendo los efectos positivos del consumo y conduciendo eventualmente al sujeto a 

incrementar la dosis auto-administrada, en un esfuerzo para compensar la pérdida del 

estímulo placentero (recompensa), apareciendo así algunas de las alteraciones 
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neurofisiológicas y conductuales prototípicas de la adicción. De forma paralela, algunos 

fármacos de abuso, incluyendo a los opiáceos y psicoestimulantes, también pueden promover 

el fenómeno opuesto a la tolerancia, conocido como “sensibilización”, sobre distintos 

aspectos conductuales y neuroquímicos: esto es, la ganancia o potenciación de un efecto tras 

el consumo repetido de la substancia (Kalivas y Stewart, 1991; Anagnostaras y Robinson, 

1996). Además, el abuso prolongado de la droga finalmente resulta en la aparición de 

síntomas psicológicos y fisiológicos aversivos cuando la administración de la substancia es 

interrumpida, obligando al individuo a perpetuar su consumo con el fin de que dichos 

síntomas negativos inducidos por la abstinencia no aparezcan de nuevo. Este fenómeno ha 

sido descrito como refuerzo negativo (Camí y Farré, 2003). Aunque ambas teorías del 

refuerzo positivo y negativo aportan algunos elementos para comprender la iniciación y 

mantenimiento del consumo de las drogas de abuso, son insuficientes para explicar ciertas 

conductas asociadas a la drogodependencia, tales como la búsqueda compulsiva de la 

substancia y el regreso a su consumo (recaída) incluso después de períodos en ausencia de 

droga sobradamente suficientes como para disipar cualquier síntoma del síndrome de 

abstinencia. 

Así pues, las teorías más recientes sobre la complejidad del proceso adictivo tratan de abordar 

este trastorno como un fenómeno en el que las adaptaciones neuroquímicas tras el consumo 

abusivo y prolongado de estas substancias juegan un papel esencial en los trastornos 

cognitivos y conductuales descritos en los adictos (Hyman, 2005; Feltenstein y See, 2008; 

Kalivas y O’Brien, 2008; Thomas et al., 2008). En este contexto, varias teorías se han 

centrado en aspectos particulares de las adaptaciones neurológicas inducidas por las drogas de 

abuso que podrían explicar la naturaleza tan persistente de la conducta adictiva. Un aspecto 

principal en estas teorías es la formación de hábitos y la presencia de un contexto asociados al 

momento del consumo, los cuales se postula que potencian la aparición de cambios 

neuroadaptativos (Wise, 2002; Everitt y Robbins, 2005; Volkow et al., 2006), incluyendo 

cambios en regiones cerebrales como la corteza prefrontal que podrían alterar la capacidad de 

toma de decisiones (Jentsch y Taylor, 1999; Franklin et al., 2002; Goldstein y Volkow, 2002) 

o las habilidades de aprendizaje y memoria (Di Chiara, 1999; Hyman y Malenka, 2001; 

Hyman 2005). 

Hoy día, la adicción se encuentra recogida dentro del Manual Diagnóstico y Estadístico de los 

Trastornos Mentales (DSM-IV; American Psychyatric Association). No obstante, ante las 
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definiciones confusas de ciertas condiciones como dependencia, abuso o adicción, distintas 

sociedades americanas publicaron un documento consensuado cuyo objetivo es la unificación 

de criterios en el empleo de estos términos (Savage et al., 2001). Así, la adicción queda 

definida de la siguiente manera: 

"... La adicción es un trastorno neurobiológico primario y crónico, cuyo 

desarrollo y manifestación están influenciados por factores genéticos, 

psicosociales y ambientales. Se caracteriza por la aparición de una o más de 

las siguientes conductas: incapacidad para controlar el uso de la droga, toma 

compulsiva, uso continuado a pesar de los perjuicios que en el individuo 

causa y ansiedad por la ausencia o búsqueda desesperada [craving] de la 

droga..." 

Substratos biológicos de la adicción 

La naturaleza restringida de las substancias capaces de inducir a su abuso, y el hecho de que 

todas ellas lo hacen también en modelos animales de auto-administración, indica la existencia 

de un substrato biológico común a todas ellas en el ciclo de adicción. Si bien es cierto que el 

sistema dopaminérgico mesocorticolímbico media la recompensa y, posiblemente, los 

síntomas aversivos que conducen a la búsqueda compulsiva de la droga y la recaída, no todas 

las conductas que definen el cuadro fisiopatológico del adicto pueden ser explicadas a través 

de la teoría dopaminérgica de la adicción. Por ejemplo, se ha demostrado una íntima conexión 

entre las proyecciones noradrenérgicas del locus caeruleus no sólo con  los síntomas físicos y 

psicológicos asociados al síndrome de abstinencia a opiáceos (Aghajanian et al., 1978; 

Aghajanian, 1978; revisado en Maldonado, 1997), sino también en la mediación de la 

recompensa (revisado en Weinshenker y Schroeder, 2007) y otros aspectos relevantes de la 

adicción (p. ej., Meana et al., 2000). De hecho, el tratamiento más efectivo hoy día para la 

supresión los síntomas físicos del síndrome de abstinencia en procesos de desintoxicación 

para heroinómanos es la administración de clonidina (véase Lingford-Hughes et al., 2004; 

O’Brien, 2006), un agonista del adrenoceptor α2. Además, los sistemas serotoninérgico y 

glutamatérgico, así como la liberación de glucocorticoides y factores tróficos, participan en la 

etiología y/o sintomatología de la adicción a las drogas. Así pues, es necesario abordar el 

proceso adictivo como una patología multisistémica del SNC en la que las adaptaciones a 

largo plazo producidas por la exposición repetida a una substancia química exógena conducen 

al adicto a la búsqueda y consumo compulsivo de dicha substancia. Puesto que este trastorno 
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afecta finalmente al autocontrol y a la capacidad de tomar de decisiones, parece de especial 

interés estudiar (sobretodo en humanos) las alteraciones producidas por estas substancias en 

aquellas regiones cerebrales que medien estas conductas. La corteza prefrontal, por tanto, es 

de particular relevancia en este contexto porque, además de participar en control cognitivo 

sobre la toma de decisiones (y/o control sobre el consumo de drogas; Moghaddam y 

Homayoun 2008), forma parte del sistema dopaminérgico mesocorticolímbico que media los 

efectos reforzantes de los opiáceos (Volkow et al., 2003; Everitt et al., 2007; Schoenbaum y 

Shaham, 2008) y recibe proyecciones noradrenérgicas del locus caeruleus y serotoninérgicas 

del rafe implicadas en la patología de la adicción. De hecho, ha sido observado que la 

exposición crónica a morfina en ratas resulta en cambios estructurales y morfológicos en 

neuronas corticales que podrían explicar disfunciones cognitivas y cambios neuroadaptativos 

asociados al consumo prolongado de este tipo de substancias (Sklair-Tavron et al., 1996; 

Robinson y Kolb, 1999; Robinson et al., 2002; Spiga et al., 2003; Liao et al., 2005; 

Ballesteros-Yáñez et al., 2007). 

Uno de los hallazgos clave para la comprensión de las bases biológicas del proceso adictivo 

es el descubrimiento de la plasticidad neuronal. Según este concepto, las neuronas ya no son 

un grupo de células fijas, cuyas únicas variables, tras su génesis, consisten exclusivamente en 

la modulación del receptor y la liberación del neurotransmisor, si no que son entidades 

capaces de reprogramar, como consecuencia de estímulos endógenos y exógenos, su 

expresión génica, citoarquitectura, tamaño y forma, arborización dendrítica y axonal, etc., 

proporcionando una respuesta adaptativa ante variaciones en el medio (Nestler, 1992; 

Williams et al., 2001; McClung y Nestler, 2008). Esta capacidad del tejido cerebral es, en 

definitiva, un mecanismo adaptativo que media, entre otras funciones, el aprendizaje y la 

memoria a través del sistema de recompensa (Schultz et al., 1997). De hecho, hoy 

comprendemos la adicción a las distintas substancias de abuso como una enfermedad que 

afecta a estos circuitos (Hyman, 2005). Por tanto, en la adicción, comprendida como un 

proceso biológico de exposición crónica a una substancia exógena capaz de interactuar con 

moléculas endógenas (dianas farmacológicas), las respuestas adaptativas de las neuronas, a 

nivel individual y colectivo, son concebidas como formas diversas de neuroplasticidad 

(Nestler y Aghajanian, 1997). Así, se puede hablar jerárquicamente de plasticidad sináptica, 

neuronal, estructural y conductual. En este contexto, es de especial relevancia hallar 

correlaciones entre los fenómenos de neuroplasticidad a distintos niveles. 
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A continuación, se describen algunos de los descubrimientos más relevantes que han 

evidenciado el proceso adictivo como una forma de adaptación del SNC ante los diversos 

estímulos exógenos que son los fármacos de abuso, poniendo de manifiesto la estrecha 

relación entre el fenómeno de la plasticidad neuronal, ligado al aprendizaje y la memoria, y la 

adicción a las drogas. 

Evidencias neurofisiológicas y teoría dopaminérgica de la recompensa 

En las últimas décadas ha existido un interés especial en comprender los mecanismos 

mediante los cuales nuestro cerebro es capaz de procesar y memorizar los estímulos 

placenteros y cómo estas memorias motivacionales son integradas en hábitos o conductas con 

el fin de experimentar nuevamente dicho estímulo. La búsqueda de los substratos cerebrales 

que median la recompensa se iniciaron con el descubrimiento de la auto-estimulación 

intracraneal (ICSS), que permitió observar que ratas que habían sido previamente implantadas 

con electrodos en ciertas regiones cerebrales, tales como el hipotálamo lateral, eran capaces 

de aprender a presionar la palanca adecuada para recibir descargas eléctricas que, 

presumiblemente, les producían sensaciones placenteras (Olds y Milner, 1954). Más tarde, se 

demostró que las regiones capaces de producir este refuerzo positivo se extendían desde el 

hipotálamo lateral hasta el tegmento ventral del mesencéfalo (Crow y Deakin, 1978). Pero los 

mayores avances para comprender los resultados de los estudios de ICSS tuvieron lugar tras 

la determinación de la especificidad farmacológica del sistema de recompensa. Desde el 

campo de la Neurofarmacología se observó que diversas substancias psicotrópicas, que actúan 

sobre neuronas catecolaminérgicas, incluyendo antipsicóticos (clorpromacina), reserpina o 

ciertos psicoestimulantes (cocaína y anfetaminas), eran capaces de ejercer gran influencia 

sobre este sistema (Olds et al., 1956; Stein, 1964). Además, también fue clave la observación 

de que, en primates, los estímulos naturales (agua y alimento) activaban neuronas 

dopaminérgicas localizadas en el mesencéfalo, estriado (caudado, putamen y núcleo 

accumbens) y corteza orbitofrontal (revisado en Schultz, 2005). 

Finalmente, estudios electrofisiológicos y de microdiálisis han permitido determinar con 

mayor detalle los componentes del sistema dopaminérgico mesocorticolímbico que median la 

recompensa (figura 1-5). Este substrato está ubicado en el sistema límbico, una estructura 

cerebral mal definida anatómicamente, pero que fisiológicamente es de gran relevancia al 

gestionar la emoción, la motivación y la memoria, e integrarlas para dar una respuesta 

adaptativa única, capaz de preservar la homeostasis del individuo.  
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Figura 1-5. Sistema dopaminérgico mesocorticolímbico implicado en la recompensa y el refuerzo positivo, y 
otros sistemas asociados al proceso adictivo en el cerebro de mamíferos. Las proyecciones dopaminérgicas 
del área ventral del tegmento (VTA; sombreado en rojo) se encuentran resaltadas con líneas de mayor grosor. 
El núcleo accumbens (Acb) ha sido sombreado de azul. Las principales dianas de los distintos fármacos de 
abuso han sido señaladas con flechas grises. Tomado de Gardner, 2005. 
Regiones cerebrales. (recuadradas) ABN, haz prosencefálico medial; Acb, núcleo accumbens, AMYG, 
amígdala; BNST, núcleo del lecho de la estría terminal; FCX, corteza frontal; HIPP, hipocampo; 
HYPOTHAL, hipotálamo; LAT-TEG, grupo de células del tegmento noradrenérgico lateral; LC, locus 
caeruleus; OFT, tubérculo olfatorio; PAG, materia gris periacueductal; Raphé, núcleo del Rafe del tallo 
cerebral; RETIC, retículo del tallo cerebral; VP, pálido ventral; VTA, área ventral del tegmento. 
Neurotransmisor implicado. (no recuadrado) 5HT, 5-hidroxitriptamina (serotonina); BSR, región de 
inducción de ICSS; CRF, factor de liberación de corticotropina; DA, dopamina; DYN, dynorphin; END, 
endorphin; ENK, enkephalin; GABA, ácido γ-aminobutírico; GLU glutamato; NE, norepinefrina 
(noradrenalina); OPIOID, péptido opioide endógeno. 
 
 
Este circuito se pone de manifiesto por la activación (mediada por diversos estímulos 

exógenos) de neuronas dopaminérgicas localizadas en el área ventral del tegmento (VTA), 

que proyectan a la cortaza prefrontal (PFC), núcleo accumbens (NAc) y amígdala (Amy), 

donde la liberación de dopamina en el terminal presináptico promueve el aprendizaje y media 

la sensación de placer. Curiosamente, todas las substancias de abuso tienen la propiedad de 

activar las neuronas dopaminérgicas del VTA, una acción que, en el caso de los opíaceos, es 

consecuencia de la hiperpolarización de las interneuronas GABAérgicas del VTA, cuya 

liberación de GABA inhibe tónicamente a las neuronas de proyección dopaminérgicas 

(Johnson y North, 1992; Nader y van der Kooy, 1997). Además, los opiáceos actúan 
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directamente en el NAc en la PFC para inducir recompensa independientemente de los 

estímulos dopaminérgicos del VTA (Ventura et al., 2005). 

Además, existen diferencias importantes entre la liberación de dopamina inducida por las 

substancias adictivas y la inducida por estímulos naturales. En primer lugar, la liberación 

promovida por las drogas de abuso es de mayor amplitud y duración que la que pueda ser 

alcanzada por cualquier otro estímulo; es decir, las propiedades químicas de estas substancias 

conducen la liberación de dopamina más allá de los límites fisiológicos mediante la 

manipulación farmacológica de los sistemas homeostáticos impuestos por nuestra biología. 

Además, en contraste con la marcada tolerancia experimentada tras repetidos estímulos 

naturales, la exposición crónica (dosis crecientes) a las substancias adictivas no reduce la 

magnitud de la liberación de dopamina. De este modo, en el caso de estímulos naturales, una 

vez que el sujeto ha aprendido la conducta más eficiente para conseguir la recompensa, la 

liberación de dopamina que facilita el aprendizaje no es necesaria y, por tanto, no ocurre 

(Schultz, 2004). Es importante destacar que la señal dopaminérgica es sensible al 

condicionamiento pavloviano (Schultz, 1998). Por ejemplo, cuando la ingesta de alimento ha 

sido asociada a un condicionante, la aparición del condicionante por sí mismo desencadena la 

liberación de dopamina. Así pues, la liberación fisiológica de dopamina parece cumplir dos 

funciones esenciales: facilitar el aprendizaje inicial para lograr una respuesta adaptativa ante 

un estímulo importante; y recuperar la información necesaria para ejecutar la conducta 

aprendida ante una circunstancia ambiental asociada al estímulo. Por el contrario, cada vez 

que la droga es administrada, la liberación de dopamina es precipitada de forma abrupta sobre 

las dianas del VTA, donde se promueven nuevos aprendizajes, incrementado la asociación 

entre la substancia adictiva y el entorno (revisado en Kalivas y O'Brien, 2008).  

El NAc es, según muchos autores (véase p. ej. Carlezon y Thomas, 2009), el substrato donde 

se integran todos estos estímulos (droga y entorno) y se gestiona el aprendizaje de nuevos 

hábitos que conduzcan a experimentar nuevamente los estímulos reforzantes. Este núcleo se 

compone, en su gran mayoría (90-95%), de neuronas de proyección GABA (las llamadas 

"medium spiny neurons"; MSNs). Existen dos subpoblaciones de MSNs, que componen las 

vías "directa" e "indirecta" (Gerfen et al., 1990; Surmeier et al., 2007). Las MSNs de la vía 

directa co-expresan receptores D1 de dopamina (D1-DR) y el péptido opioide endógeno 

dinorfina, y proyectan de vuelta sobre la región mesencefálica (VTA y substancia negra). Por 

contra, las MSNs de la vía indirecta co-expresan predominantemente receptores D2 de 
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dopamina (D2-DR) y encefalinas, y proyectan al mesencéfalo de forma indirecta, 

principalmente a través del pálido ventral (VP) y del núcleo subtalámico (véase figura 1-5). 

Dado que el D1-DR se encuentra acoplado a proteínas Gs, el estímulo reforzante tiende a 

excitar las MSNs de la vía directa. Una actividad elevada de estas células incrementaría 

eventualmente la liberación de GABA y dinorfinas en la región mesencefálica, apagando así 

la actividad dopaminérgica inducida por el estímulo, en lo que sería un circuito de 

retroalimentación negativa. En cambio, el D2-DR se halla asociado a proteínas Gi. Las MSNs 

de la vía indirecta, las cuales inhiben tónicamente la estimulación de las neuronas del VP, 

quedarían inhibidas tras el estímulo, resultando en una activación talámica promovida por 

neuronas del VP (Kelley, 2004). Además, las MSNs de las vías directa e indirecta reciben 

proyecciones glutamatérgicas de distintas áreas prosencefálicas, incluyendo la corteza 

prefrontal, el hipocampo y de la amígdala. Así pues, estas células deben asimilar estímulos 

excitatorios e inhibitorios de las regiones límbicas y corticales para generar respuestas que 

integren las emociones con la percepción y el pensamiento racional (Carlzeron y Thomas, 

2009).  

Por otra parte, LC parece el principal responsable de la aparición de los síntomas negativos 

durante la abstinencia a opiáceos (Aghajanian, 1978; Maldonado, 1997). El LC es el centro 

nervioso desde el cual parten la mayoría de fibras noradrenérgicas del cerebro, proyectando 

sobre núcleos importantes para el sistema de recompensa, como son el VTA y la PFC (figura 

1-5). Además, presenta una elevada densidad de receptores opioides. La administración aguda 

de morfina inhibe la liberación de noradrenalina en los lugares donde el LC dirige sus 

proyecciones. En cambio, después de la administración repetida o crónica de esta substancia 

se manifiesta la tolerancia a este efecto y, tras la retirada del opiáceo, se produce una 

liberación masiva de noradrenalina en las regiones corticales, la cual promueve las conductas 

estereotípicas asociadas al síndrome de abstinencia (Rasmussen et al., 1990).  

Otros mecanismos implicados en la aparición de este síndrome son los sistemas asociados al 

estrés. En este sentido, se ha observado un incremento en la densidad extracelular del factor 

de liberación de corticotropinas (CRF) en la amígdala, así como en el eje hipotálamo-

hipófisis, de ratas dependientes de morfina tras la retirada del opiáceo (Kreek et al., 1984). 

Estos fenómenos de refuerzo positivo y negativo son suficientes para explicar el inicio y 

mantenimiento del consumo de drogas y, en parte, podrían asentar ciertas bases de otros 

fenómenos como la tolerancia y la dependencia. Sin embargo, son insuficientes para 
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demostrar por sí mismos el carácter recidivante de la adicción después de largos periodos en 

ausencia de la droga. Por ello es fundamental explorar otros substratos que expliquen los 

trastornos cognitivos a largo plazo asociados a la recaída de los individuos desintoxicados. En 

este sentido, la corteza prefrontal parece una diana esencial de esta enfermedad (Hyman, 

2005), la cual no ha sido suficientemente explorada. 

Evidencias morfológicas y estructurales 

Estudios de neuroimagen han puesto de manifiesto la existencia de alteraciones estructurales 

inducidas por el consumo prolongado de heroína y otros opiáceos. Por ejemplo, se han 

descrito pérdidas del volumen cortical en sujetos dependientes de morfina (Pezawas et al., 

1998), reducciones en la densidad de la materia gris en ambos lóbulos de las cortezas 

temporal y prefrontal (Lyoo et al., 2006), así como una actividad sináptica y metabólica y un 

flujo sanguíneo reducidos en diversas regiones corticales (revisado en Licata y Renshaw, 

2010). Estas alteraciones implican cambios a nivel macroscópico cuyo origen es todavía una 

incógnita, y podrían ser un reflejo de los efectos microscópicos de los opiáceos. Además, las 

consecuencias de estos daños corticales podrían ser el origen de las alteraciones conductuales 

y cognitivas observadas en estos individuos. Estos hallazgos se discuten más adelante en el 

contexto de un posible incremento de la tasa apoptótica de células corticales. 

A nivel morfológico, se ha observado que, de forma opuesta a los psicoestimulantes, los 

opiáceos reducen la densidad de espinas dentríticas, así como la arborización dendrítica y el 

volumen de neuronas dopaminérgicas del VTA y/o de células piramidales de la corteza 

frontal (Sklair-Tavron et al., 1996; Robinson y Kolb, 1999; Robinson et al., 2002; Spiga et al., 

2003; Liao et al., 2005; Ballesteros-Yáñez et al., 2007; Russo et al., 2007). Se ha sugerido que 

esta reducción es debida a cambios adaptativos en la citoarquitectura neuronal, sostenida por 

diversos complejos proteicos en los que participan proteínas de tipo estructural 

(principalmente actinas y neurofilamentos) y otras proteínas reguladoras (MAPKs, 

fosfolipasas, cdk5, Akt, Arc, etc.) (véase figura 1-6; revisado en Thomas et al., 2008; Russo et 

al.,  2009). Algunos autores apuntan a que estas adaptaciones de las neuronas pueden estar 

originadas por la liberación de factores tróficos, principalmente el factor neurotrófico 

derivado del cerebro (BDNF), el cual ejerce su actividad a través de receptores con actividad 

tirosina kinasa (TKRs), entre los que destacan el receptor relacionado con la kinasa de 

tropomiosina (Trk) y el receptor de neurotrofina p75 (p75NTR) (véase figura 1-6; revisado en 
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Pierce y Bari, 2001; Bolaños y Nestler, 2004; Russo et al., 2009). El papel de éstas y otras 

proteínas reguladoras en los mecanismos de adicción a opiácos se discute a continuación. 

 

 
Figura 1-6. Efecto 
diferencial de los 
psicoestimulantes y los 
opiáceos sobre la 
densidad de las espinas 
dendríticas en neuronas 
de proyección dopa-
minérgicas del VTA y 
MSNs del NAc, y 
principales vías de 
señalización asociadas. 
Mientras que, de forma 
crónica, los opiáceos 
tienden a reducir el 
número de espinas 
dendríticas, así como la 
densidad y/o actividad 
de los Trk y de las vías 
de señalización a través 
de la cuales ejerce su 
actividad, los psicoes-
timulantes parece que 
actúan de forma dia-
metralmente opuesta. 
Tomado de Russo et 
al., 2009. 
 
 
 
 

Evidencias moleculares 

Las alteraciones macroscópicas estructurales y morfológicas de las neuronas son 

posiblemente una consecuencia de cambios a nivel molecular (Robinson y Kolb, 1999, 2004; 

Russo et al., 2009). La citoarquitectura de las neuronas puede verse comprometida por la 

exposición continuada a las distintas substancias de abuso, lo cual implicaría disfunciones 

cognitivas y conductuales. La estructura neuronal no es inalterable, sino que existe cierta 

plasticidad en estas células, la cual permite una flexibilidad para establecer nuevas conexiones 

sinápticas con distintas neuronas o eliminar las ya existentes, generando, eventualmente, 

nuevos recuerdos, aprendizajes y conductas. Las drogas tienen la propiedad de interferir en 

estos sistemas endógenos de aprendizaje. En primer lugar, se unen de forma específica a su 

diana farmacológica, comprometiendo de forma directa o indirecta la actividad de un 

receptor. Éste activa una o varias vías de señalización, compuestos por segundos mensajeros 

que amplifican la señal, y por proteínas efectoras (proteínas kinasas y otros enzimas) que 
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regulan la expresión de genes importantes en la función y estabilidad neuronal, y que pueden 

modificar la citoarquitectura de la neurona, las conexiones sinápticas, la frecuencia de 

descarga, etc. En esta sección se repasa de forma breve cada uno de estos sistemas. 

Receptores y otras dianas farmacológicas 

A mediados de los '70, tras el descubrimiento de los lugares de fijación específicos de los 

opiáceos (los receptores opioides), era ampliamente aceptado que la tolerancia a la morfina 

(reducción del efecto farmacológico tras administraciones repetidas) y la dependencia 

(expresada mediante el síndrome de abstinencia tras la retirada del opiáceo) podían ser 

sencillamente explicadas por los cambios en la densidad de receptores expresados en la 

membrana de las neuronas. Del igual manera podría razonarse la tolerancia y dependencia a la 

cocaína como una alteración en la densidad de su diana farmacológica, el transportador de 

dopamina. Los estudios en cultivos celulares expresando receptores opioides apuntaban hacia 

la misma teoría sobre la tolerancia a la morfina (Chang et al., 1982; Law et al., 1982). No 

obstante, la inmensa cantidad de literatura sobre tolerancia y dependencia en modelos 

animales (p. ej. Rogers y el-Fakahany, 1986) o en estudios post mórtem de cerebro de adictos 

a opiáceos (Rothman et al., 1987; Gabilondo et al., 1994) no indicaba que la regulación de los 

receptores opioides pudiera explicar estos fenómenos conductuales. Hoy día se encuentra 

bastante asumido que estos fenómenos conductuales son consecuencia de algunas 

adaptaciones en los mecanismos "post receptor" (revisado en Nestler, 1992, 2004). 

Vía del AMP cíclico 

Como se ha mencionado anteriormente, los receptores opioides se hallan acoplados a 

proteínas Gi, las cuales tienen un efecto inhibitorio sobre la AC. Consecuentemente, en la 

mayoría de tipos celulares que expresan el receptor opioide µ, la morfina reduce los niveles 

de cAMP. En cambio, la exposición crónica de esta substancia promueve la recuperación 

(tolerancia) de la concentración intracelular de cAMP, en un esfuerzo de la célula por 

compensar la pérdida de función (revisado en Nestler, 1992; Nestler y Aghajanian, 1997; 

Maldonado, 1997). Esta adaptación involucra la sobre-expresión de proteínas G, adenilato 

ciclasas, proteína kinasa dependiente de cAMP (PKA) y, probablemente, otros componentes 

de esta cascada de señalización, incluyendo el factor de transcripción CREB (“cAMP 

response-element binding protein”). La retirada del opiáceo (abstinencia) promueve un nuevo 

empuje hacia la producción de cAMP, pues se suprime el freno que impone la morfina. 

Existen actualmente evidencias de que este modelo ocurre en neuronas noradrenérgicas de 
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proyección del locus caeruleus (Nestler 1992; Maldonado et al., 1995), en las que 

incrementos de cAMP y la actividad kinasa de la PKA promueven un aumento en la 

frecuencia de descarga de estas neuronas en la corteza cerebral (Alreja y Aghajanian, 1993). 

Esto podría explicar el incremento de neurotransmisión noradrenérgica y el comportamiento 

asociado al síndrome de abstinencia.  

También se han observado alteraciones de la vía del cAMP similares en el NAc. No obstante, 

en este núcleo, el incremento de los componentes de esta vía no es consecuencia exclusiva de 

la activación crónica de los receptores opioides, sino que también esta inducida por la 

activación de receptores de dopamina. En esta región, se cree que la sobre-expresión de la 

PKA durante la dependencia a opiáceos, y la consecuente activación de los genes regulados 

por el elemento de respuesta a cAMP (CRE) a través de la fosforilación de CREB, es uno de 

los fenómenos más importantes para el desarrollo de la dependencia a estas substancias 

(Nestler 1992, 2004; Hyman et al., 2006; Kalivas y O'Brien, 2008; Christie, 2008). Uno de los 

genes subordinados a CRE es el gen que codifica la prodinorfina. Las MSN de la vía directa, 

como se ha descrito anteriormente, representan un bucle de retroalimentación negativa que 

apaga la señal dopaminérgica mediante la liberación de dinorfinas en el VTA. Durante el 

desarrollo de la dependencia y/o tolerancia a los opiáceos, la constante liberación de dinorfina 

sobre el VTA, como consecuencia de la citada sobre-expresión de la vía del cAMP en las 

neuronas del NAc, reduce la capacidad de liberación de dopamina tras la administración de 

una nueva dosis de la droga, conduciendo al individuo tolerante a incrementar la dosis para 

experimentar la sensación placentera. En individuos en etapas avanzadas de la adicción, la 

liberación de dopamina es prácticamente inexistente, por lo que se cree que los adictos tienen 

anulados los circuitos de la recompensa, un fenómeno que podría explicar la ausencia de 

motivaciones y los déficits de aprendizaje y memoria que padecen estos sujetos.  

Sin embargo, en otras regiones cerebrales importantes para el circuito dopaminérgico de la 

recompensa, tales como la corteza prefrontal, no se ha podido asociar la sobre-expresión de la 

maquinaria del cAMP al fenómeno de la adicción (Ferrer-Alcón et al., 2004). Es necesario, 

por tanto, hallar nuevas alteraciones en estas regiones que puedan explicar las conductas 

prototípicas del adicto (craving, recaída) observadas después largos periodos de tiempo tras 

su desintoxicación. 
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Señalización del Ca2+ 

La activación de los receptores opioides también bloquea los canales de calcio, inhibiendo la 

entrada de este ión en la neurona. El ión Ca2+ es otro segundo mensajero que regula la 

actividad de diversas cascadas de señalización intracelular. Entre ellas, destaca la activación 

de PKC. Se ha observado una hiperactividad de este enzima en animales tolerantes (pero no 

dependientes) a los opiáceos (Narita et al., 1994a), mientras que en la corteza cerebral de ratas 

dependientes (y tolerantes) a la morfina, así como en la corteza prefrontal de adictos a 

opiáceos, varias formas e isoformas de PKC son sobre-expresadas (Busquets et al., 1995; 

García-Sevilla et al., 1997). Además, se ha demostrado que la inhibición farmacológica de 

esta proteína kinasa previene la adquisición de tolerancia al efecto analgésico de distintos 

opiáceos (Narita et al., 1994b), y atenúa las propiedades reforzantes de la morfina (Narita et 

al., 2001). Sin embargo, la inhibición de PKC no altera la aparición de la dependencia física a 

los opiáceos (Gabra et al., 2008). La importancia de PKC reside en su enorme capacidad para 

fosforilar substratos muy diversos. Entre las dianas de esta kinasa destacan el receptor opioide 

µ, receptores de glutamato, c-Raf (la MAPKKK de ERK1/2; véase más adelante), y otros 

substratos citosólicos y nucleares. 

Otra proteína sensible a los niveles de Ca2+ intracelular es la Ca2+/calmodulina (CaM), cuyo 

principal efector en el sistema nervioso es la CamKII. Al igual que PKC, la inhibición de 

CaMKII atenúa la tolerancia a la morfina (Fan et al., 1999; Lou et al., 1999). Esta kinasa, 

entre otras de sus numerosas funciones, regula la apertura y composición de los receptores de 

glutamato ionotrópicos, incluyendo los receptores del ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolepropionico (AMPA) y N-metil-D-aspartato (NMDA). De este modo, los opiáceos 

pueden influir sobre la excitabilidad (potencición/depresión) de las neuronas a largo plazo 

(LTP/LTD), fenómenos asociados a la plasticidad neuronal. Por otra parte, la CaM es un 

potente activador de las adenilato ciclasas 1 y 8. Por tanto, la inhibición inicial de la 

producción de cAMP por los agonistas opiáceos (a través de la proteína Gi/o), se ve reforzada 

por el cierre de los canales de Ca2+, y consecuente inhibición de la CaM.  

Los fosfoinosítidos 

Los fosfoinosítidos son fosfolípidos que actúan como precursores de algunos segundos 

mensajeros. El más relevante es el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2). La estimulación del 

receptor opioide y liberación de las subunidades βγ de la proteína Gi/o, promueve la 

activación de algunas fosfolipasas, de entre las cuales, el mejor representante es la fosfolipasa 
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C (PLC). La actividad de la PLC consiste en hidrolizar el PIP2 para dar lugar a dos segundos 

mensajeros, inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y 1,2-diacilglicerol (DAG). El IP3 media la 

liberación de calcio del reservorio presente en el retículo endoplasmático, mientras que el 

DAG es el responsable de la activación de PKC. Por tanto, a pesar del bloqueo de los canales 

de Ca2+ iniciado por la administración aguda de fármacos opiáceos, la señalización a través de 

estos segundos mensajeros promueve la movilización del Ca2+ intracelular y la activación 

independiente de Ca2+ de PKC mediante su interacción con DAG. 

Curiosamente, la implicación de la PLC en los fenómenos conductuales asociados a la 

adicción a opiáceos no ha sido muy estudiada. Se conoce que animales deficientes en el gen 

que codifica la isoforma β3 de la PLC presentan mayor sensibilidad al efecto analgésico de la 

morfina (Xie et al., 1999). Recientemente se ha descrito que un inhibidor específico de la 

subunidad βγ (M119) es capaz de potenciar el efecto analgésico de los opiáceos, a la vez que 

se reduce la tolerancia y la dependencia a estos fármacos, en un mecanismo dependiente de la 

activación de PLCβ (Mathews et al., 2008).  

Otro enzima que regula el metabolismo de los fosfoinosítidos es la fosfoinositol 3-kinasa 

(PI3K). En tejido cerebral, esta proteína kinasa es activada por factores neurotróficos, tales 

como el BDNF (revisado en Russo et al., 2009). Tiene numerosos substratos intracelulares, 

entre los que destaca la Akt y, además, es necesario para la activación de las MAPKs mediada 

por los algunos factores tróficos. Se ha demostrado la asociación entre PI3K con procesos de 

plasticidad estructural, remodelación de las espinas dendríticas, LTP/LTD y el aprendizaje y 

la memoria (revisado en Corominas et al., 2007). En el contexto de la adicción la las drogas, 

se ha demostrado que PI3K es esencial para la expresión de la sensibilización a la cocaína 

(Izzo et al., 2002). Así mismo, la inhibición de la vía PI3K/IRS2/Akt redujo el refuerzo 

positivo y la sensibilización locomotora inducida por la morfina, y bloqueó la reducción del 

volumen de MSN de NAc provocada por esta droga (Russo et al., 2007). 

Vías mitogénicas 

Entre otras vías de señalización asociadas a los receptores opioides (y otros receptores 

acoplados a proteínas Gi), las cascadas de las proteínas kinasas activadas por mitógenos 

(MAPKs) han mostrado gran relevancia en las drogodependencias (Thomas et al., 2004: 

Thomas y Huganir, 2004; Girault et al., 2007). Existen tres principales representantes de las 

MAPKs: la kinasa regulada por señales extracelulares (ERK), la kinasa del dominio N-
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terminal de c-Jun (JNK), y la MAPK de 38 kDa (p38). Curiosamente, todas ellas participan 

en la regulación del ciclo celular y la apoptosis y, aunque de forma discutible, ERK se postula 

como un factor  anti-apoptótico, mientras que JNK y p38 MAPK son pro-apoptóticos (véase 

más adelante; y también en Xia et al., 1995; Kuan et al., 1999; Weng et al., 2007). La 

importancia de estas kinasas mitogénicas en el proceso adictivo, así como en otros procesos 

asociados a neuroplasticidad, reside en que presentan multitud de dianas citosólicas y 

nucleares, participando en la regulación génica y estructural de la neurona a corto y largo 

plazo. 

La alteración de ERK1/2 (las dos isoformas principales de esta kinasa) en respuesta a drogas 

de abuso fue inicialmente observada en el VTA de ratas tras tratamientos crónicos con 

morfina o cocaína (Berhow et al., 1996). De forma aguda, numerosos tipos de fármacos 

(adictivos y no adictivos) son capaces de estimular la actividad de ERK1/2 en regiones 

cerebrales clave que median la recompensa, el aprendizaje y la memoria, la cognición y otras 

funciones cerebrales alteradas en adictos a estas substancias (p. ej. véase Valjent et al., 2004). 

De forma similar al cAMP, tras la exposición crónica a algunas drogas de abuso, incluyendo 

opiáceos, la regulación aguda sobre ERK1/2 es compensada (tolerancia) con una reducción de 

su actividad, tanto en modelos animales como en cerebro humano post mórtem (Muller y 

Unterwald, 2004; Ferrer-Alcón et al., 2004), y en animales dependientes de opiáceos, la 

abstinencia precipitada por antagonista induce la hiperactivación de este enzima (Edwards et 

al., 2009). Además, la inhibición farmacológica de ERK1/2, así como la ablación génica de 

esta kinasa, han puesto de manifiesto su relevancia para las propiedades reforzantes de la 

morfina (Mazzucchelli et al. 2002, Valjent et al., 2006), sugiriendo que esta MAPK sería 

esencial en el proceso de tolerancia a la recompensa, un fenómeno (neuroplástico) que induce 

al adicto a incrementar la dosis auto-administrada para sentir el efecto placentero de la droga, 

conduciendo, eventualmente, a la adicción. No obstante, el papel de estas vías de señalización 

en el contexto de la adicción a drogas de abuso no está completamente elucidado, y se 

requiere más conocimiento sobre sus mecanismos de acción en relación con otras vías de 

señalización (véase revisiones interesantes en Thomas y Huganir, 2004; Girault et al., 2007; 

Zhai et al., 2008).  

La conexión entre JNK y p38 con fenómenos de neuroplasticidad inducida por drogas de 

abuso ha sido menos explorada, aunque existen algunas evidencias de su participación en la 

señalización mediada por los receptores opioides (Fan et al., 2003; Cui et al., 2006). 
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Integración de señales: papel de DARPP-32 

Uno de los modelos moleculares más recientes sobre la adicción a drogas implica la 

integración de las señales mediadas por algunas de las cascadas citadas en esta sección a 

través de una compleja maquinaria que involucra distintos estados de fosforilación de la 

fosfoproteína regulada por dopamina y cAMP de 32 kDa (DARPP-32; véase figura 1-7; 

revisado en Nairn et al., 2004; Svenningsson et al, 2005; Le Novère et al, 2008). Esta 

fosfoproteína se encuentra expresada en todas las neuronas dopaminoaceptivas del sistema 

dopaminérgico de recompensa, y de forma especial (∼50 µM; Ouimet et al., 1998) en todas 

las MSN, tanto las de la vía directa como aquéllas pertenecientes a la vía indirecta. DARPP-

32 funciona, según las evidencias experimentales in vivo e in vitro, como un amplificador de 

la señal de cAMP/PKA (figura 1-7).  

 
 
Figura 1-7. Mecanismo de señalización a través de la fosfoproteína regulada por dopamina y 
cAMP de 32 kDa (DARPP-32). cAMP, AMP cíclico; cdk5, kinasa 5 dependiente de ciclina; 
CK, caseína kinasa; p-Ser, fosfo-serina; p-Thr, fosfo-treonina; PKA, proteína kinasa A; PP-1, 
proteína fosfatasa-1; PP-2B, proteína fosfatasa-2B. 
 
 

El incremento de cAMP en la célula activa a PKA, la cual fosforila a sus substratos iniciando 

la respuesta celular. Por contra, la proteína fosfatasa-1 (PP-1) es una potente fosfatasa que 

elimina rápidamente los fosfatos incorporados por PKA, atenuando su señal. Uno de los 

substratos de esta kinasa es la treonina 34 de la DARPP-32, la cual, una vez fosforilada, se 

convierte en un potente inhibidor de la PP-1. Este inhibidor, al estar en mayor abundancia que 

PP-1 (aproximadamente el doble), previene rápidamente la actividad fosfatasa. Así, la señal 

de la PKA es amplificada por su propia actividad. No obstante, la ventaja de este bucle de 

retroalimentación positiva es que permite una regulación muy fina gracias a la presencia de 

múltiples lugares de fosforilación dentro de la estructura de DARPP-32. La más importante es 
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la posición treonina 75, que, una vez fosforilada por la actividad de la kinasa 5 dependiente de 

ciclina (cdk5) se convierte en un inhibidor de la PKA. Esta fosforilación es dominante, es 

decir, independientemente de su estado de fosforilación en la Thr34, p-Thr75 DARPP-32 

presenta afinidad por PKA, secuestrando su centro activo. DARPP-32 también ofrece dos 

serinas fosforilables, en las posiciones 102 y 137 de la proteína, las cuales son diana de las 

caseína kinasas (CK) 2 y 1, respectivamente. En estado basal, la fosforilación en estas dos 

posiciones es elevada. Ambas fosforilaciones contribuyen a incrementar la fosforilación en la 

Thr34, aunque de formas diferentes. La fosforilación en la Ser102 incrementa la eficiencia de 

la PKA, mientras que la p-Ser137 reduce la afinidad por DARPP-32 de la proteína fosfatasa-

2B (PP-2A), la cual media la defosforilación de la p-Thr34. 

El papel de esta proteína integradora en la adicción a las drogas (y a otras enfermedades que 

afectan a la neurotransmisión dopaminérgica) ha sido confirmado tras la generación de 

animales transgénicos con mutaciones puntuales o deficientes en esta molécula. Por ejemplo, 

de forma aguda, la morfina no estimula la locomoción en ratones DARPP-32-knockout ni en 

ratones cuya Thr34 ha sido substituida por alanina, aunque estas mutaciones no afectan a la 

sensibilización ni a las propiedades reforzantes de la morfina (Borgkvist et al., 2007). En 

cambio, la cocaína no parece producir recompensa en ratones deficientes en esta proteína 

(Zachariou et al., 2002, 2006). 

Consecuencias en la expresión de genes 

Todas estas cascadas de señalización tienen en común la capacidad llegar al núcleo (directa o 

indirectamente) y estimular de la transcripción de genes a través de la fosforilación de 

factores nucleares que pueden fijarse a distintos elementos de unión del ADN (figura 1-8). 

Esta capacidad es esencial en la respuesta adaptativa de las neuronas ante la exposición aguda 

y crónica a las substancias de abuso. Uno de los primeros factores nucleares asociados a las 

drogodependencias fue la proteína de unión al elemento de respuesta a cAMP (CREB; Guitart 

et al., 1992). Como ya se ha mencionado, el incremento de los niveles de cAMP activa a 

PKA, la cual puede penetrar en el núcleo y fosforilar (activar) a CREB. Éste tiene la 

capacidad de estimular la transcripción de genes que presentan en su promotor el elemento de 

respuesta a cAMP (CRE). Se han descrito hasta 10 000 genes que portan este motivo de unión 

y que son inducidos por CREB, aunque la cantidad de ellos que pueden ser inducidos en las 

regiones cerebrales importantes en la adicción no está muy claro (revisado recientemente en 

Briand y Blendy, 2010). Entre ellos, la estimulación de la transcripción de dinorfina, del 
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factor de liberación de corticoides (CRF), BDNF o Arc parecen altamente relevantes en la 

inducción de cambios plásticos (Nestler, 2004). Además, CREB puede ser activado por otras 

proteínas, incluyendo MAPKs/ERK (a través de la kinasa R6 del ribosoma, RSK) o las 

kinasas dependientes de Ca2+/calmodulina. 

Otros factores de transcripción importantes en el fenómeno adictivo son Elk-1, c-Jun y el 

factor nuclear-κB (NF-κB). Todos ellos pueden ser dianas comunes de las MAPKs, y han 

sido implicados en la mediación de los fenómenos de plasticidad neuronal inducidos por ERK 

(revisado en Wang et al., 2007).  

 
 
Figura 1-8. Modelo de los elementos de unión del promotor de c-Fos y regulación de los genes de expresión 
temprana por los receptores de dopamina y glutamato en neuronas del estriado. SRE, elemento de respuesta al 
suero, elemento de la proteína activadora-1 (AP-1) elemento de respuesta a cAMP (CRE) (tomado de Hyman 
et al., 2006).  
 
 
No obstante, uno de los factores de transcripción mejor caracterizados en las 

drogodependencias es la familia de Fos. Un amplio rango de fármacos de abuso, incluidos los 

opiáceos, son capaces de incrementar la expresión de esta familia de proteínas en neuronas 

del NAc, y otras regiones implicadas en la adicción (revisado en Nestler et al., 2001; Nestler 

2008). La transcripción de los miembros de esta familia puede ser inducida por CREB, Elk-1 

o proteínas activadoras de tipo-1 (AP-1), como la familia Jun o la propia familia de Fos 

(figura 1-8). Estos factores de transcripción tienen una vida media corta (2-6 h), e inducen 

rápidamente la transcripción transitoria de muchos genes. Sin embargo, uno de sus miembros, 

FosB, posee la peculiaridad de generar un derivado truncado, el denominado ΔFosB, el cual 
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tiene una vida media de 1-2 días. Esta forma truncada de FosB puede ejercer las mismas 

funciones como factor nuclear que la forma nativa. Así pues, la exposición repetida a los 

opiáceos (y a otras substancias) promueve la acumulación de ΔFosB en el núcleo de las 

neuronas, incrementando progresivamente el número de genes inducidos por Fos (Nestler, 

2004). Este fenómeno podría ser un mecanismo molecular que origine respuestas 

conductuales de sensibilización a las drogas (Nestler, 2008). 

SEÑALIZACIÓN APOPTÓTICA EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

La apoptosis, o muerte celular programada, es un mecanismo presente en todas las células de 

los vertebrados y regula el proceso de muerte de la célula. Es esencial durante el desarrollo de 

los seres vivos pluricelulares y para la homeostasis de los tejidos y órganos que conforman un 

organismo. En la mayoría de los tejidos de un vertebrado adulto y sano siempre existe un 

equilibrio entre la tasa mitótica y la apoptótica, con el fin de regenerarlos y evitar el estrés 

oxidativo. Sin embargo, en el sistema nervioso central (SNC), este balance entre la 

generación y destrucción de células se halla descompensado por la incapacidad de división de 

las neuronas maduras (véanse revisiones enfocadas a la apoptosis en el SNC: Kinloch et al., 

1999; Nijhawan et al., 2000; Sharma et al., 2000; Yuan y Yankner, 2000; Sastry y Rao, 2000; 

Gupta, 2001a, 2001b). 

Aunque había sido observado anteriormente, el término "apoptosis" (cuya etimología 

corresponde a una palabra griega que describe ‘hojas cayendo del árbol’) no fue acuñado 

hasta 1972, cuando se describió por primera vez un mecanismo intrínseco de un suicidio 

celular programado involucrado en el recambio normal de hepatocitos (Kerr et al., 1972). 

Estos autores fueron los primeros en realizar una clara distinción entre la morfología celular 

de la apoptosis y de la necrosis. A diferencia de la necrosis, la muerte celular programada se 

caracteriza por mantener la integridad de la membrana hasta el fin del proceso apoptótico, 

durante el cual la membrana se va arrugando a medida que el volumen celular disminuye. 

Mientras los contenidos lisosomales permanecen intactos, el fraccionamiento celular prosigue 

su curso formando los cuerpos apoptóticos, unas vesículas pequeñas unidas a la membrana 

que son fagocitadas por las células vecinas. Otra característica distintiva de la apoptosis a 

nivel bioquímico es la fragmentación de DNA. El proceso apoptótico en células es 

dependiente de energía y puede depender de la síntesis de nuevas proteínas, diferencia clave 

con la necrosis donde falla el suplemento de energía celular y la síntesis de proteína se 

interrumpe. Estos procesos morfológicos y bioquímicos que diferencian ambos tipos de 
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muerte celular se deben a la participación de un mecanismo molecular específico, incluyendo 

una familia de proteasas conocidas bajo el nombre de caspasas, y que conducen a la 

fragmentación nuclear y celular. Antes de la activación de estas vías efectoras de muerte, el 

balance entre vida/muerte de la célula está modulado por una compleja interacción entre los 

distintos activadores de muerte. Una vez la balanza se inclina hacia la muerte celular, los 

efectores de muerte empiezan a actuar.  

La apoptosis en el tejido nervioso es un caso especial dentro de los complejos mecanismos de 

muerte celular. Durante el desarrollo embrionario de un vertebrado, las células progenitoras 

de las neuronas proliferan, migran y comienzan a diferenciarse a la vez que el axón y las 

dendritas se ramifican y establecen las conexiones sinápticas. Aquéllas que establecen 

conexiones fisiológicamente "útiles" reciben los factores neurotróficos que necesitan para su 

supervivencia, mientras que las neuronas cuya conectividad resulta "irrelevante" dejan de 

recibir estos factores y entran en apoptosis. La producción de neuronas durante el desarrollo 

es masiva, y se estima que tan sólo sobreviven un 50% de las neuronas maduras (Oppenheim, 

1991). Esta actividad apoptótica desmesurada durante el desarrollo se va apagando durante la 

maduración del individuo, aunque no por completo. La importancia de la apoptosis en el SNC 

queda de manifiesto con la observación de que ratones deficientes en caspasa-3 desarrollan 

hiperplasia en el tejido cerebral alrededor del duodécimo día de gestación, y mueren antes del 

nacimiento (Kuida et al., 1996). Numerosas patologías están asociadas a la alteración de los 

mecanismos apoptóticos en el SNC (p. ej. enfermedades neurodegenerativas; Nijhawan et al., 

2000; Sastry y Rao, 2000). En el contexto de la adicción a drogas de abuso, la alteración de 

los mecanismos apoptóticos podría jugar un papel relevante en los trastornos cognitivos y 

conductuales prototípicos del adicto (revisado en  Cunha-Oliveira et al., 2008). No obstante, 

el potencial efecto neurotóxico de estas substancias, y en concreto de los opiáceos, es un tema 

todavía debatido. Antes de debatir con mayor profundidad este asunto, se describirán 

brevemente los principales mecanismos de muerte celular que han sido descritos en 

mamíferos. En resumen, la apoptosis puede ser desencadenada por la vía extrínseca o por la 

vía intrínseca. Ambas cascadas apoptóticas convergen en la activación de los mecanismos 

efectores de muerte, los cuales ejecutan el fraccionamiento cromosómico y la aparición de los 

apoptosomas (figura 1-9). 
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Figura 1-9. Principales proteínas implicadas en las vías de señalización apoptótica extrínseca e intrínseca, 
y mecanismos efectores de muerte celular. 
 
 

La vía apoptótica extrínseca 

La vía extrínseca comienza con la asociación de alguno de los receptores de muerte, todos 

ellos pertenecientes a la superfamilia de receptores del factor necrótico tumoral (TNFR), con 

su ligando. Entre ellos, el más representativo en cerebro es el receptor Fas (CD95, 

“cytotoxicity-dependent protein 95”, APO-1, “apoptosis-1 protein”, o TNFRSF6) (Cheema et 

al., 1999; Lambert et al., 2003). La unión de Fas con su ligando (Fas-L) induce la 

trimerización del receptor, que en esta conformación es capaz de reclutar tres moléculas del 

acoplador de la señal FADD (“Fas-associated protein with death domain”). A su vez, cada 

molécula de FADD une una molécula de pro-caspasa-8, conformando finalmente el complejo 

inductor de muerte celular (DISC, “death-inducing signaling complex”) (Algeciras-Schimnich 

et al., 2002; Lee et al., 2006; Feig et al., 2007). La asociación de estas moléculas es posible 

gracias a los dominios de acople que presentan. Tanto Fas como FADD contienen dominios 

de muerte (DD; "death domain"), mientras que la unión entre FADD y la pro-caspasa-8 se 

realiza por la interacción entre sus dominios efectores de muerte (DED; "death effector 
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domain"). Aunque la estequiometría 3:3:3 del DISC ha sido recientemente discutida (Scott et 

al., 2009), la elevada capacidad de auto-asociación de estas proteínas es sumamente relevante 

en la señalización apoptótica (Werner et al., 2006). Una característica esencial del receptor 

Fas es que presenta al menos dos sitios de N-glicosilación en las posticiones N22 y N93 (Itoh 

et al., 1991). La eliminación enzimática de los grupos glicosil de Fas promueve la auto-

asociación del receptor, sugiriendo que podrían funcionar como elementos disociadores del 

DISC (García-Fuster et al., 2004). Tras la formación del DISC, el dominio auto-catalítico de 

la pro-caspasa-8 queda expuesto, segmentándose y liberando al fragmento activo de la 

caspasa-8. Las caspasas son proteasas que fragmentan a sus substratos tras un residuo de 

aspartato. La principal actividad de la caspasa-8 es segmentar a las pro-caspasas efectoras 3, 6 

y 7, donde confluyen las cascadas intrínseca y extrínseca. Una proteína importante en la 

regulación de la vía extrínseca es FLIP (“FLICE-like inhibitory protein”). Esta molécula 

presenta una estructura muy similar a la caspasa-8, incluyendo el DED, pero carece de 

dominio catalítico (Tschopp et al., 1998; Peter y Krammer, 2003; Kataoka, 2005). La sobre-

expresión de FLIP impide la unión entre FADD y pro-caspasa-8, bloqueando la formación del 

DISC y, consecuentemente, la vía extrínseca de la apoptosis (Tschopp et al., 1998; Krueger et 

al., 2001). Existen diversas isoformas de FLIP, como consecuencia de un procesamiento 

alternativo de RNA mensajero, pero la principal isoforma en cerebro de mamíferos es la 

forma larga de 55 kDa (FLIPL; Kataoka, 2005; Taoufik et al., 2007). 

La vía apoptótica intrínseca o mitocondrial 

Por otra parte, la vía apoptótica intrínseca o mitocondrial está regulada por otra familia de 

proteínas pro- y anti-apoptóticas denominada Bcl-2 (“B-cell leukemia 2”; revisado en Wong y 

Puthalakath, 2008). Tras un estímulo apoptótico, la proteína citosólica Bax (“Bcl-2-associated 

X protein”) se transloca a la mitocondria, donde oligomeriza y se asocia a Bak (“Bcl-2 

homologous antagonist/killer protein”), y desde la superficie interna de la membrana 

mitocondrial externa, abren un poro que permite la liberación al citisol del citocromo c (Liu et 

al., 1996), el cual, en estado basal, se halla recluido en el espacio intermembrana de la 

mitocondria. La proteína anti-apoptótica Bcl-2, la cual da nombre al esta familia de 

moléculas, inhibe la acción de sus homólogas preservando intacta la permeabilidad de la 

membrana externa de la mitocondria (Green y Reed, 1998; Gross et al., 1999), aunque el 

mecanismo por el cual Bcl-2 ejerce su actividad es todavía un tema discutido (Wong y 

Puthalakath, 2008). Una vez en el citosol, el citocromo c promueve el ensamblaje de Apaf-1 

(“apoptosis protease-activating factor-1”), que, junto con la caspasa-9 formarán el 
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apoptosoma (Acehan et al., 2002). Éste último es un activador muy potente de caspasa-3, 

donde convergen las cascadas extrínseca e intrínseca.  

Al igual que el citocromo c, AIF (“apoptosis-inducing factor”), es activador apoptótico 

dependiente de su liberación del espacio intermembrana de la mitocondria (Susin et al., 1996; 

Daugas et al., 2000). AIF  tiene la propiedad de inducir apoptosis de forma independiente de 

la actividad caspasa, penetrando en el núcleo de la célula y promoviendo la condensación de 

la cromatina y la fragmentación del DNA (Daugas et al., 2000), un proceso que también tiene 

lugar en neuronas del SNC tras la inducción de isquemia en animales de experimentación 

(Zhu et al., 2003). 

Mecanismos efectores de muerte neuronal 

La apoptosis, tras la activación de las vías extrínseca y/o intrínseca, continúa con la 

fragmentación y activación de las caspasas efectoras, de las cuales, en mamíferos, la principal 

representante es la caspasa-3 y, en menor medida, la 6 y la 7 (Kumar, 2007). El fragmento 

activo de la caspasa efectora es, en esta forma, comienza a proteolizar substratos citosólicos, 

entre los que destacan neurofilamentos y tubulinas, desestructurando la arquitectura celular. 

Además, es capaz de translocarse al núcleo, donde segmentará sus substratos, activará 

nucleasas y desencadenará la disgregación cromosómica y nuclear observada en células 

apoptóticas. Entre los substratos más destacables de las caspasas efectoras, se encuentra 

PARP-1 (“poly-(ADP-ribose)-polymerase-1”; Lazebnik et al., 1994), un enzima nuclear que 

media, entre otros fenómenos, la reparación del DNA (revisado en Koh et al., 2005). La 

fragmentación de PARP-1 (116 kDa) en dos fragmentos (87 y 29 kDa), mediada por las 

caspasas efectoras, ha sido ampliamente utilizada como un marcador funcional de la apoptosis 

(véase Putt et al., 2005; Galluzzi et al., 2009). Como consecuencia de la degradación masiva 

de los componentes estructurales, la célula se fragmenta en los denominados cuerpos 

apoptóticos, los cuales mantienen la integridad de la membrana plasmástica. Estos cuerpos 

son reconocidos por macrófagos y otras células que, finalmente, se encargan de fagocitarlas.  

Apoptosis en la adicción a drogas de abuso 

Muerte neuronal y patología adictiva 

Se ha sugerido que los opiáceos, así como otras drogas de abuso, pueden inducir distintas 

formas de neurotoxicidad, las cuales conducirían eventualmente a disfunciones cerebrales 

severas (Gruber et al., 2007; Nutt et al., 2007). En este contexto, diversos laboratorios han 
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observado, mediante estudios de neuroimagen de sujetos dependientes de opiáceos, que existe 

una pérdida de volumen ventricular y cortical asociada al consumo prolongado de estas 

drogas de abuso (Pezawas et al., 1998), así como una reducción de la densidad de materia gris 

de las cortezas prefrontal bilateral y temporal (Lyoo et al., 2006). De acuerdo con estos 

trabajos, otro estudio en niños de 9 a 14 años de edad que habían sido expuestos a heroína in 

utero, ha demostrado que presentaban volúmenes intracraneales y cerebrales menores, 

destacando una reducción en el grosor cortical de regiones como el córtex cingulado anterior 

y la corteza orbitofrontal lateral del hemisferio derecho (Walhovd et al., 2007, 2010). Estas 

aberraciones estructurales en la corteza prefrontal podrían estar asociadas con la 

fisiopatología y la conducta observadas en adictos crónicos a opiáceos o tras la exposición 

prenatal a estas substancias (Gruber et al., 2007; Walhovd et al., 2007; Yücel et al., 2007). 

La presencia de un índice apoptótico neuronal más elevado podría explicar la reducción del 

volumen cortical en sujetos con un historial de exposición prolongado a opiáceos y, por 

consiguiente, parte de la etiología de su enfermedad. Sin embargo, la capacidad de los 

fármacos opioides para inducir la muerte celular programada de neuronas in vivo es todavía 

un tema controvertido (Tegeder y Geisslinger, 2004). Se ha documentado, por ejemplo, que la 

administración crónica de agonistas para el receptor opioide µ puede promover un incremento 

de algunas proteínas pro-apoptóticas en cerebro de animales de laboratorio (Boronat et al., 

2001; Mao et al., 2002; García-Fuster et al., 2003, 2004; Pérez-San Emeterio et al., 2006; 

Cunha-Oliveira et al., 2007; Tramullas et al., 2007, 2008), lo cual apoyaría la hipótesis de una 

inducción de muerte celular ejecutada por el consumo crónico de estas substancias. No 

obstante, la asociación directa entre el abuso de heroína o morfina y la muerte neuronal sigue 

sin ser resuelta satisfactoriamente (Liao et al., 2005; García-Fuster et al., 2007a; Tramullas et 

al., 2008). Además, la presencia de un índice de muerte neuronal elevado en el cerebro de 

humanos adictos a opiáceos es todavía desconocida.  

Proteínas apoptóticas asociadas a los mecanismos de neuroplasticidad: FADD como diana 

en la adicción a opiáceos 

Más allá de su función en la muerte celular programada, las proteínas pertenecientes a las 

cascadas apoptóticas podrían jugar un papel importante mediando procesos de plasticidad 

sináptica en el SNC (revisado en Gilman y Mattson, 2002; Mattson y Gleichmann, 2005; 

Jonas, 2006; Mattson, 2007). En este contexto, se ha observado que la estimulación del 

receptor Fas promueve el crecimiento de las neuritas en neuronas del tallo dorsal del ganglio 
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en cultivo (Desbarats et al., 2003) así como la ramificación de axones y dendritas durante el 

desarrollo embrionario del cerebro (Zuliani et al., 2006), entre otras acciones neuroplásticas 

(Reich et al., 2008). 

 
 
Figura 1-10. Vías de señalización mediadas por FADD implicadas en apoptosis, proliferación y otras 
respuestas celulares (tomado de Tourneur y Chiocchia, 2010). 
 
 

La proteína de acople FADD, como se ha mencionado anteriormente, fue inicialmente 

descrita como una molécula adaptadora de la señalización de distintos receptores, todos ellos 

pertenecientes a la superfamilia TNFRs (Chinnaiyan et al., 1995; Kischkel et al., 1995). La 

presencia de FADD es esencial en la apoptosis inducida por el receptor Fas (Sharma et al., 
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2000; Sastry y Rao, 2000). Además de su función en la mediación de las señales de suicidio 

celular, se ha descrito que FADD, junto a Fas, juega un papel fundamental en el crecimiento y 

diferenciación celular, así como en otros procesos celulares no relacionados con la apoptosis 

(véase la figura 1-10, y algunas revisiones en esta línea, Park et al., 2005; Tourneur et al., 

2005; Werner et al., 2006; Tourneur y Chiocchia 2010). De hecho, FADD y caspasa-8 

parecen mediar las funciones no-apoptóticas que el receptor Fas promueve a través de JNK 

(Matsumoto et al., 2007). En el SNC se ha documentado que la estimulación de Fas/FADD 

promueve el crecimiento de las neuritas (Zuliani et al., 2006) mediante la activación de ERK. 

Todas estas funciones no apoptóticas de FADD parecen estar controladas mediante la 

fosforilación en una única serina de la proteína situada en el extremo C-terminal, fuera del 

dominio de muerte: la serina 194 (Alappat et al., 2005). La caseína kinasa 1α (CK1α), una 

serina/treonina kinasa de amplia distribución subcelular (Zhang et al., 1996; Knippschild et 

al., 2005), es la principal responsable de la fosforilación de FADD en la Ser194 (p-Ser194 

FADD) en distintos tipos celulares (Alappat et al., 2005), aunque se ha sugerido que podría 

no ser la única (Scaffidi et al., 2000; Rochat-Stainer et al., 2000). Mediante este mecanismo, 

este enzima multifuncional puede regular el ciclo celular y la sensibilidad a fármacos 

antineoplásicos (Alappat et al., 2005).  

Al igual que Fas, FADD (23 kDa), posee un extraordinario potencial para auto-asociarse, 

formando dímeros (≈50 kDa) y oligómeros (≈92-116 kDa) de distintos pesos moleculares que 

podrían favorecer la eficiencia de la señalización del receptor Fas (Sandu et al., 2006; Werner 

et al., 2006; García-Fuster et al., 2008; Scott et al., 2009). Esta capacidad auto-asociativa se 

debe, sin duda, a la peculiar estructura de FADD. Esta proteína presenta en su dominio N-

terminal un DED, y el C-terminal está compuesto por un DD (figura 1-11). Ambos dominios 

tienen la capacidad de establecer interacciones homotípicas, pudiendo formar dímeros (u 

oligómeros) bien a través de la unión DED-DED o bien DD-DD (Scott et al., 2009). Del 

mismo modo, puede interaccionar con una gran batería de proteínas, incluyendo todas 

aquellas que presenten alguno de estos dos dominios (figuras 1-10 y 1-11). 

Aunque, debido a su función en la apoptosis, se postula como una proteína citosólica 

(O’Reilly et al., 2004), la estructura de FADD presenta secuencias de localización y 

exportación nucleares (Zhang et al., 2004), y se ha descrito su presencia en el núcleo de 

distintos tipos celulares (Screaton et al., 2003, Gómez-Angelats y Cidlowski, 2003), incluido 

el núcleo de neuronas en cerebro de rata y humano (Takagi et al., 2007; Bi et al., 2008), 
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donde probablemente cumple funciones que no guardan relación con su actividad apoptótica 

(Screaton et al., 2003; García-Fuster 2007a, 2008). Además, se ha sugerido que la 

fosforilación en la Ser194 podría favorecer la formación de oligómeros de FADD y su 

acumulación en el núcleo (Screaton et al., 2003; Alappat et al., 2005; García-Fuster et al., 

2008). 

 

Figura 1-11. Ilustración de la familia de las 
proteínas portando uno o más dominios 
efectores de muerte (DED). De entre todas 
ellas, el FADD es la única que presenta 
además un domini de muerte (DD). También 
se indica la habilidad de cada proteína para 
activar (+) o inhibir (−) la apoptosis (death) 
y/o la proliferación (prolif). NLS es la 
secuencia de localización nuclear. Los 
dominios caspasa y pseudocaspasa 
(pCaspase) han sido representados con una 
caja azul/gris o blanca respecticamente. La 
longitud de la proteína (número total de 
aminoácidos) también ha sido listada. 
Tomado de Valmiki y Ramos, 2009. 
 
 

En cerebro de rata, distintos tratamientos con fármacos opioides redujeron los contenidos de 

FADD (García-Fuster et al., 2007a). Esta regulación sugiere que los fármacos opioides 

podrían favorecer la actividad no-apoptótica (neuroplástica) de esta proteína multifuncional. 

Es importante destacar que tanto los contenidos basales de los agregados de Fas (formas 

activas del receptor) como los de FADD se hallaron incrementados en la corteza cerebral de 

ratones KO para el receptor opioide δ, indicando que este receptor inhibe de forma tónica la 

expresión del complejo Fas/FADD (García-Fuster et al., 2007b). Todos estos antecedentes 

reflejan la importancia de la señalización de Fas/FADD en el sistema opioide, así como en la 

adicción a opiáceos. No obstante, la fosforilación de FADD, la cual podría jugar un papel 

importante en este contexto, todavía no ha sido estudiada en las acciones farmacológicas de 

los opiáceos. 

Algunas vías de señalización podrían asociar los receptores opioides con p-Ser194 FADD en 

el contexto de los fenómenos de neuroplasticidad. Entre los mejores candidatos destacan las 

MAPKs. Se ha descrito que la reducción de FADD inducida por fármacos opioides es 

dependiente de la estimulación de ERK1/2 (García-Fuster et al., 2007a). Además, otras 

proteínas podrían vincular estas vías de señalización entre receptores opioides y FADD. La 

fosfo-proteína enriquecida en astrocitos de 15 kDa (PEA-15; Araujo et al., 1993; y revisado 

en Ramos, 2008), al igual que FADD, contiene un dominio efector de muerte (figura 1-11), y 
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también es expresada en el citosol de neuronas maduras (Sharif et al., 2004). PEA-15 puede 

bloquear la apoptosis extrínseca (promovida por la activación de un TNFR) mediante su 

unión a otras moléculas que contienen dominios efectores de muerte, tales como FADD y 

caspasa-8 (Kitsberg et al., 1999), un proceso que requiere su fosforilación (Trencia et al., 

2003). Además, la forma no fosforilada de PEA-15 es capaz de unirse a ERK1/2 e impedir su 

entrada al núcleo, previniendo las funciones nucleares de esta kinasa (Formstecher et al., 

2001; Renganathan et al., 2005). Akt es una kinasa crítica en la regulación de la supervivencia 

y proliferación celular (Song et al., 2005) y media la actividad de algunos receptores 

neuronales (Beaulieu et al., 2007). La activación de Akt promueve la fosforilación de PEA-15 

en la serina 116 (p-Ser116 PEA-15; Trencia et al., 2003). Estudios previos muestran que la 

estimulación del receptor opioide µ activa a Akt (p-Ser473) in vitro (Polakiewicz et al., 1998) 

y, de forma crónica, la morfina promueve una reducción en p-Ser473 Akt (Muller y 

Unterwald, 2004; Russo et al., 2007). Un hallazgo relevante es que inyecciones sistémicas de 

un RNA de interferencia para anular la expresión de Akt en el VTA, atenuó 

significativamente el efecto reforzante de la morfina, así como la reducción del volumen de 

neuronas dopaminérgicas de esta región cerebral inducida por la exposición repetida al 

opiáceo (Russo et al., 2007). Puesto que PEA-15 es una proteína de unión entre las 

señalizaciones de Akt y ERK, implicadas en las propiedades reforzantes de los opiáceos, y de 

FADD en la señalización apoptótica, parece de gran relevancia estudiar también el papel de 

PEA-15 y su fosforilación en el contexto de la adicción a opiáceos.  

En resumen, este trabajo trata de explorar si las alteraciones observadas en las vías 

apoptóticas conducen a la muerte de células corticales o pueden estar relacionadas con 

fenómenos neuroadaptativos, a través de la interacción con otras vías de señalización. En este 

sentido, el presente estudio es de particular relevancia, puesto que los modelos de adicción en 

animales de laboratorio no pueden reproducir con exactitud las características ni el cuadro 

fisiopatológico desarrollado por el autoconsumo que presentan las personas adictas a estas 

substancias. Así pues, en este trabajo se han explorado las consecuencias de la exposición a 

opiáceos en el cerebro de animales de laboratorio, así como en cerebro humano post mórtem 

de individuos con un historial de consumo de opiáceos bien documentado. 
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Durante el desarrollo de esta Tesis doctoral se marcaron dos objetivos principales. El primero 

trata de profundizar en la cuestión de si el consumo esporádico o prolongado de opiáceos está 

asociado a un incremento de la tasa apoptótica en tejido cerebral de animales de laboratorio y 

en la corteza prefrontal de adictos a este tipo de substancias. En este contexto, trabajos 

previos del grupo en el que se ha elaborado esta Tesis doctoral ya han asentado algunas de las 

bases en las que se apoya el presente trabajo de investigación (Boronat et al., 2001; García-

Fuster et al., 2003, 2004, 2007a, b). En el segundo objetivo, dada la potencial implicación de 

estas vías apoptóticas en la plasticidad neuronal asociada a la patología de la adicción, se 

evaluó el posible papel de la fosforilación de FADD en la serina 191/194 (p-Ser191/194 

FADD) en los cambios neuroadaptativos ocurridos durante la exposición crónica a opiáceos. 

Para la consecución de dichos objetivos, este trabajo se abordó de la siguiente manera: 

1. Evaluar mediante técnicas inmunológicas (Western blotting) el contenido de un amplio 

número de proteínas pro- y anti-apoptóticas implicadas en las vías extrínseca e intrínseca, 

así como mecanismos efectores de muerte celular en la corteza prefrontal de grupos y 

subgrupos de sujetos con un historial bien documentado de consumo de heroína y/o 

metadona que, en su mayoría, murieron por sobredosis, y que fueron emparejados en 

función del sexo, la edad y el retraso autópsico (PMD) para su comparación con sujetos 

control. 

2. Detectar y caracterizar, mediante Western blotting, la expresión de p-Ser191/194 FADD, 

responsable de las actividades no apoptóticas de esta proteína multifuncional, en cerebro 

de rata, ratón y humano. 

3. Cuantificar los efectos agudos y crónicos de los agonistas selectivos para receptores µ−, 

δ− y κ−opioides sobre la fosforilación de FADD en corteza cerebral de rata, así como el 

efecto de la abstinencia (espontánea o precipitada por antagonista) tras los tratamientos 

crónicos con dichos fármacos. Asimismo, estudiar la regulación de FADD y p-FADD en 

el cerebro de rata durante la expresión de las alteraciones conductuales inducidas tras la 

exposición repetida o crónica a la morfina. 

4. Cuantificar el contenido de las distintas formas de p-Ser194 FADD en los grupos y 

subgrupos de adictos y sujetos control anteriormente citados. 

5. Analizar los contenidos de proteínas asociadas con la señalización no-apoptótica de 

FADD y clásicamente involucradas en procesos de neuroplasticidad, en las muestras 
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cerebrales de adictos y ratas sometidas a los tratamientos farmacológicos. En este 

contexto, se estudiaron la posible regulación de las principales kinasas activadas por 

mitógenos (MAPK), ERK, JNK y p38 MAPK, así como la vía de Akt/PEA-15. 

6. Estudiar la posible interacción entre las distintas vías de señalización que puedan explicar 

la acción de los fármacos opiáceos sobre FADD y p-FADD. 

7. Evaluar el efecto de la inhibición de ERK sobre las conductas estereotípicas asociadas a la 

dependencia y sensibilización a la morfina. 

8. Estudiar la relevancia de las modulaciones de estas cascadas de señalización a nivel 

subcelular. 

9. Finalmente, se evaluaron los factores que pueden sesgar de forma significativa los 

estudios en cerebro humano post mórtem. 

Estas investigaciones finalmente han originado cinco publicaciones de relevancia en el campo 

de la Neurofarmacología, los cuales se presentan, por orden cronológico, como los resultados 

propios de esta Tesis doctoral: 

1. García-Fuster MJ*, Ramos-Miguel A*, Miralles A, García-Sevilla JA (2008) Opioid 

receptor agonists enhance the phosphorylation state of Fas-associated death domain 

(FADD) protein in the rat brain: functional interactions with casein kinase Ialpha, 

Galpha(i) proteins, and ERK1/2 signaling. Neuropharmacology 55: 886-899. 

2. García-Fuster MJ, Ramos-Miguel A, Rivero G, La Harpe R, Meana JJ, García-Sevilla JA 

(2008) Regulation of the extrinsic and intrinsic apoptotic pathways in the prefrontal cortex 

of short- and long-term human opiate abusers. Neuroscience 157: 105-119. 

3. Ramos-Miguel A, García-Fuster MJ, Callado LF, La Harpe R, Meana JJ, García-Sevilla 

JA (2009) Phosphorylation of FADD (Fas-associated death domain protein) at serine 194 

is increased in the prefrontal cortex of opiate abusers: relation to mitogen activated protein 

kinase, phosphoprotein enriched in astrocytes of 15 kDa, and Akt signaling pathways 

involved in neuroplasticity. Neuroscience 161: 23-38. 
                                                

* MJ G-F y A R-M contribuyeron a partes iguales en este trabajo 
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4. Ramos-Miguel A, Esteban S, García-Sevilla JA (2010) The time course of unconditioned 

morphine-induced psychomotor sensitization mirrors the phosphorylation of FADD and 

MEK/ERK in rat striatum: role of PEA-15 as a FADD-ERK binding partner in striatal 

plasticity. European Neuropsychopharmacology 20: 49-64. 

5. Ramos-Miguel A, Miralles A, García-Sevilla JA (2010) Correlation of rat cortical FADD 

(Fas-associated death domain) protein phosphorylation with the severity of spontaneous 

morphine abstinence syndrome: Role of α2-adrenoceptors and extracellular signal-

regulated kinases. Aceptado en Journal of Psychopharmacology (31-7-2010). 
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MATERIALES 

Fármacos 

A continuación se detallan todos los fármacos empleados durante el desarrollo de esta Tesis 

doctoral para los diversos tratamientos en ratas. Seguido del nombre genérico de cada 

fármaco, se indica en cursiva su nomenclatura según la IUPHAR y (entre paréntesis) el 

número de catálogo (Nº Cat) y la casa comercial donde fue adquirido. Además, las afinidades 

de los agonistas y antagonistas para los receptores opioides utilizados se encuentran 

resumidos en la tabla 3-1. 

Agonistas de receptores opioides 

• Fentanilo, citrato; N-phenyl-N-[1-(2-phenylethyl)piperidin-4-yl]propanamide (Nº Cat 

F3886; Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.). Agonista µ potente y selectivo. 

• Sufentanilo, citrato; N-[4-(methoxymethyl)-1-[2-(2-thienyl)ethyl]-4-piperidinyl]-N-

phenylpropanamide 2-hydroxy-1,2,3-propanetricarboxylate  (Nº Cat 00008451; Janssen-

Cilag S.A., Madrid). Agonista para el receptor opioide µ potente y selectivo. 

• Morfina, clorhidrato (Alcaliber S.A., Madrid). Agonista µ. 

• SNC-80; 4-[(R)-[(2S,5R)-2,5-dimethyl-4-prop-2-enylpiperazin-1-yl]-(3-methoxyphe-nyl)-

methyl]-N,N-diethylbenzamide (Nº Cat 0764; Tocris Cookson Ltd., Avonmouth, Reino 

Unido). Agonista para el receptor opioide δ potente y selectivo. 

• (−)-U-50488-H, clorhidrato; trans-(−)-3,4-Dichloro-N-methyl-N-[2-(1-pyrrolidi-nyl)-

cyclohexyl]benzeneacetamide hydrochloride (Nº Cat 0496; Tocris). Agonista para el 

receptor opioide κ potente y selectivo. 

Antagonistas de receptores opioides 

• Naloxona, clorhidrato; 17-Allyl-4,5α-epoxy-3,14-dihydroxymorphinan-6-one 

hydrochloride (Nº Cat N7758; Sigma-Aldrich). Antagonista opioide no selectivo. 

• Naltrindol, clorhidrato; 17-Cyclopropylmethyl-6,7-dehydro-4,5α-epoxy-3,14-dihydroxy-

6,7-2’,3’-indolomorphinan hydrochloride (Nº Cat 0740; Tocris). Antagonista neutro y 

selectivo para el receptor opioide δ. 

• nor-Binaltorfimina, dihidroclorato; 17,17’-(Dicyclopropylmethyl)-6,6’,7,7’-6,6’-imino- 

7,7’-binorphinan-3,4’,14,14’-tetrol dihydrochloride (Nº Cat 0347; Tocris). Antagonista 

neutro y selectivo para el receptor opioide κ. 
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Tabla 3-1. Afinidades de unión [Ki (nM)] de los agonistas y antagonistas para los 
receptores opioides murinos µ, δ y κ en células COS-7 transfectadas1 

Receptor µ-OR δ-OR κ-OR 
Ligando de competición  [3H]DAMGO [3H]naltrindole [3H]U-69,593 
Agonistas opioides    

Fentanilo 0.39 >1000 255 
Sufentanilo 0.15 50 75 
Morfina 14 >1000 538 
SNC-802 >1000 0.82 - 
U-50488-H >1000 >1000 0.12 

Antagonistas opioides    
(–)-Naloxona 0.93 17 2.3 
Naltrindol 64 0.02 66 
nor-Binaltorfimina 2.2 65 0.027 

1Datos tomados de Raynor et al., 1993. 
2Calculado en células CHO transfectadas con receptores opioides δ y µ y marcados con 
[3H]pCl-DPDPE y [3H]DAMGO respectivamente (Knapp et al., 1996). 
 

Otras herramientas y fármacos 

• Toxina de pertusis (Nº Cat P7208, lote 034K1409; Sigma-Aldrich). Este compuesto es 

capaz de ADP-ribosilar las proteínas Gαi/o, promoviendo su inactivación de forma 

irreversible. 

• SL 327; α-[Amino[(4-aminophenyl)thio]methylene]-2-(trifluoromethyl)benzenea-cetoni-

trile (Nº Cat 1969, lote 1A/813330; Tocris). Inhibidor potente y selectivo de MEK1 y 

MEK2 capaz de atravesar la barrera hemato-encefálica y la membrana celular: IC50 para 

MEK1/2, 0.18-0.22 µM; IC50 para ERK1/2> 50 µM (Selcher et al., 1999). 

• EEDQ; N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydroquinoline (Nº Cat E-1004, lote 121H0050; 

Sigma-Aldrich). Agente alquilante de los receptores adrenérgicos α2.  

• Isoflurano; 2-chloro-2-(difluoromethoxy)-1,1,1-trifluoro-ethane (Nº Cat 05260-05; Abbott 

Laboratories, IL, EE.UU.). Anestésico inhalatorio. 

 

Anticuerpos 

Las características de los anticuerpos primarios empleados para la detección y cuantificación 

de proteínas de interés en cerebro de rata y humano se hallan detallados en la tabla 3-2. 

Generalmente, los anticuerpos primarios son generados mediante la inmunización de un 

animal (huésped; habitualmente conejo, ratón o cabra; véase figura 3-1) con un antígeno, es 

decir, la secuencia completa o parcial de la proteína diana (normalmente de origen humano). 

En la producción de anticuerpos policlonales, el suero del animal es posteriormente extraído y 

purificado mediante columnas cromatográficas de afinidad compuestas por una resina que 

contiene dicho antígeno. De este modo obtenemos un anti-suero conteniendo anticuerpos 
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reconociendo epítopos diferentes, pero todos ellos específicos para el antígeno, o lo que es lo 

mismo, específicos para la proteína diana.  

Tabla 3-2. Anticuerpos primarios 
Proteína diana  Péptido antigénico Origen Huésped Catálogo Lote Compañía Dilución 
Fas receptor Residuos C-terminales Ratón Conejo sc-716 D-219 Santa Cruz, USA 1:5000 
Fas receptor Residuos 300-319 Humano Conejo sc-715 D-172 Santa Cruz, USA 1:1000 
FADD (H-181) Residuos 28-208 Humano Conejo sc-5559 J-2004 Santa Cruz, USA 1:5000 
FADD (AAP) Residuos N-terminales Humano Cabra sc-1172 H-231 Santa Cruz, USA 1:5000 
FADD Clone 28 Residuos 97-178 Rata Ratón 558202 08738 BD Pharmigen, USA 1:1000 
Caspase-8/p20 Residuos 217-350 Humano Conejo sc-7890 F-1604 Santa Cruz, USA 1:1000 
Caspase-3/p20 Residuos 1-277 Humano Conejo sc-7148 H-011 Santa Cruz, USA 1:1000 
FLIP-S/L Residuos 1-202 Humano Ratón sc-5276 F-0404 Santa Cruz, USA 1:1000 
FLIP-S/L Residuos 1-202 Humano Conejo sc-8347 H-3005 Santa Cruz, USA 1:1000 
Bcl-2 Residuos 1-205 Humano Conejo sc-783 B-141 Santa Cruz, USA 1:1000 
Bcl-2 Residuos N-terminales Humano Conejo sc-492 C-082 Santa Cruz, USA 1:1000 
Bax Residuos 1-171 Humano Conejo sc-493 G-101 Santa Cruz, USA 1:1000 
Cytochrome c Residuos 93-104 Paloma Ratón 556433 59671 BD Pharmigen, USA 1:5000 
AIF Residuos C-terminales Ratón Cabra sc-9416 A282 Santa Cruz, USA 1:1000 
PARP Residuos 215-228 Humano Conejo 512729 D33259 Calbiochem, FRG 1:750 
p-FADD(Ab I) Péptido incluyendo p-Ser191 Ratón Conejo 2785 1 Cell Signaling, USA 1:500 
p-FADD(Ab II) Péptido incluyendo p-Ser194 Humano Conejo sc-12439-R C072 Santa Cruz, USA 1:1000 
p-FADD(Ab III) Péptido incluyendo p-Ser194 Humano Conejo 2781 2 Cell Signaling, USA 1:1000 
p-FADD(Ab IV) Péptido incluyendo p-Ser194 Humano Cabra sc-12439 I0304 Santa Cruz, USA 1:1000 
CK1α Residuos C-terminales Humano Cabra sc-6477 K2305 Santa Cruz, USA 1:2500 
Gαi2 Secuencia completa Humano Ratón G111 086L200 Leinco, USA 1:1000 
p-MEK1/2 Péptido incluyendo p-Ser217/221 Humano Conejo 9121 18 Cell Signaling, USA 1:1000 
MEK1/2 Secuencia completa Humano Conejo 9122 6 Cell Signaling, USA 1:5000 
p-ERK1/2 Péptido incluyendo p-Thr202/Tyr204 Humano Conejo 9101 20 Cell Signaling, USA 1:1000 
ERK1/2 Péptido sintético de p42 Humano Conejo 442704 D33075 Calbiochem, FRG 1:2000 
p-JNK1/2 Péptido incluyendo p-Thr183/Tyr185 Humano Conejo 9251 10 Cell Signaling, USA 1:1000 
JNK1/2 Proteína de fusión JNK2-GST Humano Conejo 9252 6 Cell Signaling, USA 1:2000 
p-p38 MAPK Péptido incluyendo p-Thr180/Tyr182 Humano Conejo 9211 16 Cell Signaling, USA 1:500 
p38 MAPK Péptido sintético de p38 Humano Conejo 9212 9 Cell Signaling, USA 1:1000 
p-PEA-15 Péptido incluyendo p-Ser116 Humano Conejo 44-836G 0103 BioSource, USA 1:1000 
PEA-15 Péptido incluyendo Leu60 Humano Conejo 2780 1 Cell Signaling, USA 1:1000 
p-Akt1 Péptido incluyendo p-Ser473 Ratón Conejo 9271 10 Cell Signaling, USA 1:1000 
Akt1 Residuos 88-100 (isoforma α)  Humano Conejo 530311 D35774 Calbiochem, FRG 1:1000 
Arc Residuos 1-300 Humano Conejo sc-15325 B2309 Santa Cruz, USA 1:2500 
NF-κB Péptido incluyendo Ser276 Humano Conejo 3034 7 Cell Signaling, USA 1:1000 
FosB Residuos 1-237 Humano Conejo sc-28213 K0805 Santa Cruz, USA 1:1000 
c-Fos Péptido incluyendo región interna Humano Conejo sc-253 D012 Santa Cruz, USA 1:1000 
Stathmin Péptido incluyendo Ser38 Humano Conejo 3352 1 Cell Signaling, USA 1:1000 
PAR-4 Residuos 1-334 Rata Ratón sc-1666 J-305 Santa Cruz, USA 1:500 
NF-L Extracto de la médula espinal porcina Cerdo Ratón 5139 NR4 086K4823 Sigma, USA 1:5000 
p-NF-H Epítopos C-terminales fosforilados Humano Ratón SMI-31R 14815001 Covance, USA 1:1000 
GFAP Extracto de la médula espinal porcina Cerdo Ratón GFAP-GA5 C02601 Novocastra, USA 1:5000 
β-actin Residuos 2-16 Humano Ratón A1978 016K4817 Sigma, USA 1:10000 
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Por otra parte, para la elaboración de anticuerpos monoclonales, se selecciona una única 

célula linfocitaria, la cual se hibrida con una célula tumoral para favorecer su proliferación. 

Todos los anticuerpos producidos por esta célula de fusión, o hibridoma, son idénticos, por lo 

que es esencial aislar una amplia colección de clones para obtener al menos uno que produzca 

anticuerpos contra la proteína diana. Todos los anticuerpos monoclonales empleados en este 

trabajo se elaboraron utilizando como huésped a un ratón, mientras que los anticuerpos 

producidos en conejo y cabra son policlonales (tabla 3-2). 

 
 
Figura 3-1. Representación esquemática de la producción de anticuerpos primarios mono- y policlonales. 
 
 

Los anticuerpos secundarios empleados en este estudio se encuentran listados en la tabla 3-3. 

Todos ellos son anticuerpos conjugados con peroxidasa de rábano (HRP).  

Tabla 3-3. Anticuerpos secundarios 
Diana  Antígeno Origen Huésped Catálogo Lote Compañía Dilución 
IgG Secuencia completa de la cadena pesada Conejo Cabra 7074 Varios Cell Signaling, USA 1:5000 
IgG Secuencia completa de la cadena pesada Ratón Caballo 7076 Varios Cell Signaling, USA 1:5000 
IgG Secuencia completa de la cadena pesada Cabra Conejo A 5420 Varios Sigma Chemical, USA 1:5000 
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Otros reactivos y kits 

Kits 

• Kit para el ensayo del ácido bicinconínico (BCA) para la determinación de proteínas (Nº 

Cat 23225, Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). 

• Kit para la extracción subcelular de proteínas en tejido cerebral (Subcellular Proteome 

Extraction Kit, ProteoExtractTM; Nº Cat 539790; Calbiochem, Darmstadt, Alemania). 

• Kit para determinación de proteínas por precipitación (Non-Interfering Protein AssayTM 

Kit; Nº Cat 488250; Calbiochem). 

• Kit para la inmunodetección de la segmentación funcional de PARP-1, incluyendo 

anticuerpo, péptido antigénico, controles positivo y negativo, y proteína purificada (Nº Cat 

512729, lote D33259; Calbiochem). 
 

Proteínas, controles positivos y péptidos antigénicos 

• FADD recombinante (DD: residuos 109-208) unido a Glutation-S-transferasa (GST) (Nº 

Cat H00008772-Q01, lote 124Q45DL; Abnova Corporation, Taipei, Taiwan). 

• Control positivo de p-Ser473 Akt para Western blotting (Nº Cat KP24002; lote D37245; 

Calbiochem). 

• Péptido antigénico de p-Ser194 FADD (Nº Cat sc-12439P, lote C201; Santa Cruz 

Biotechnology, Delaware, CA, EE.UU.). 

• Péptido antigénico de CK1α (Nº Cat sc-6477P, lote J-1802; Santa Cruz). 

• Fosfatasa alcalina de la mucosa intestinal de ternera (Nº Cat P-0905, lote 94F80003; 

Sigma-Aldrich). 
 

Otros reactivos empleados en Western blotting 

• Acrilamida [30% (w/v) acrilamida: 0.8% (w/v) bis-acrilamida (37.5:1); Nº Cat EC-890; 

ProtoGel, LX, R.U.] 

• Persulfato de amonio (APS; Nº Cat 161-0700; Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, 

EE.UU.). 

• Tetrametiletilenediamina (TEMED; Nº Cat 87689; Fluka – Sigma-Aldrich). 

• Marcador molecular (Prestained SDS-PAGE Standards; Nº Cat 161-03318; Bio-Rad). 

• Albúmina de suero bovino (Nº Cat A7906; Sigma-Aldrich). 

• Tween-20 (Nº Cat P5927; Sigma-Aldrich). 
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• Sistema de electro-quimio-luminescencia para el revelado en el empleo de anticuerpos 

secundarios conjugados con HRP (ECLTM Western Blotting Detection Reagents; Nº Cat; 

RPN2106; Amersham, Buckinghamshire, R.U.). 

• Líquidos de revelado (revelador Nº Cat 190 0984; fijador Nº Cat 190 2485; Kodak, 

Rochester, NY, EE.UU.). 
 

Reactivos empleados para el ensayo de actividad enzimática 

• Substrato para CK1 (RRKDLHDDEEDEAMSITA) (Nº Cat 218730, lote B50445; 

Calbiochem). 

• Inhibidor de CK1, (Nº Cat D4476, lote D22439; Calbiochem). 

• ATP (Nº Cat A-3377) 

• [γ-32P]ATP (3000Ci/mmol; Amersham) 
 

Reactivos empleados en HPLC-ED 

• Dopamina (Nº Cat. H8502), HVA (Nº Cat. H1252) y DOPAC (Nº Cat. 850217; Sigma-

Aldrich). 
 

Reactivos genéricos 

• Productos adquiridos en Scharlau (Sharlau Chemie S.A., Barcelona): ácido clorhídrico 

(HCl), ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) tetrasódico, EDTA dipotásico (K2-EDTA), 

etanol absoluto, glicerol, glicina, tris-(hidroximetil)-aminometano (Tris-HCl), dodecil-

sulfato de sodio (SDS), metanol. 

• Productos adquiridos en Sigma-Aldrich: 2-mercaptoetanol, azul de bromofenol, cloruro de 

magnesio (MgCl2), cloruro potásico (KCl), cloruro sódico (NaCl), dimetil-sulfóxido 

(DMSO), dihidrógeno fosfato de potasio (KH2PO4), ditiotreitol (DTT), hidrógeno fosfato 

de sodio (Na2HPO4), pirofosfato sódico (PPi), sulfato de cobre (Cu2SO4) 

 

Materiales empleados para Western blotting 

• Mini-geles de poliacrilamida  de 6×8 cm, 1 mm de grosor; peines de TeflónTM de 1 mm de 

grosor y 15 pocillos; cubeta de elctroforesis/transferencia; casete de transferencia; y 

esponjas compresoras de fibra de vidrio, todo ello de Bio-Rad. 

• Membranas de nitrocelulosa; tamaño de poro 0.45 µm (Nº Cat 10 401 196; Protran, 

Schleicher y Schuell, Dassel, Alemania). 
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• Papel para cromatografía Whatman de 3 mm de grosor (Nº Cat 3030 917; Whatman 

International Ltd., Maldstone, R.U.). 

• Películas fotográficas (Hyperfilm ECLTM; Nº Cat 28906837; Amersham). 

• Casete de exposición membrana-película (HypercaseteTM; Amersham). 

 

Aparatos 

• Activímetro (El Temps©”; A. Díez-Noguera, Grup de Cronobiologia, Universitat de 

Barcelona, 1999). 

• pH-metro (micro-pH 2000; Crison Instruments S.A., Barcelona) 

• Centrifugadoras: Ultracentrifugadora (RC-5C Plus; Sorvall Instruments, EE UU) con rotor 

SS-34 (Sorvall Instruments); y microcentrifufadora (Centrifuge 5415 R; Eppendorf, 

Hamburgo, Alemania) con rotor para tubo eppendorf (F-45-24-11; Eppendorf). 

• Homogenizador (PT 10/35; Polytron, Lucerna, Suiza). 

• Sonicador (Sonifier 250; Branson Ultrasonics Corporation, EE UU). 

• Espectrofotómetros: BioPhotometer 562 nm (Eppendorf); y Genova 198-1000 nm 

(Jenway; Bibby Scientific Limited, Staffordshire, R.U.). 

• Fuente para electroforesis y transferencia (Power Pac 200; Bio-Rad). 

• Baño termorregulador (Unitronic OR; JP Selecta, Barcelona). 

• Escáner para la captura y medición de autorradiografías (GS-800 Calibrated Densitometer; 

Bio-Rad). 

• Contador de centelleo (LS 1801; Beckman Coulter; Brea, CA, EE UU) 

• Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC; AllianceHPLC 2796; Waters, Milford, MA, 

EE UU) con detector electroquímico (ED, ISAAC Waters Electrochemical Detector; 

Waters). 

MODELOS DE EXPERIMENTACIÓN 

Durante el desarrollo de esta Tesis doctoral se empleó la rata como modelo de 

experimentación animal y, de forma paralela, los resultados obtenidos en dicho modelo 

fueron contrastados en muestras de cerebro humano post mortem. 

Estudios en cerebro de rata 

En este estudio, los animales fueron tratados de acuerdo con la Directiva del 24 de Noviembre 

de 1986 (86/609/EEC) del Consejo de la Comunidad Europea, y respetando las pautas 

marcadas por el comité de ética de la Comunidad Autónoma de las Islas Baleares. Así mismo, 
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fueron realizados todos los esfuerzos posibles para minimizar el número de animales durante 

el estudio, así como su sufrimiento.  

Para los distintos tratamientos farmacológicos se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-

Dawley [Crl:OFA(SD), Charles River, Barcelona], con un peso comprendido entre 200 y 250 

g (6-7 semanas de edad) al inicio de los experimentos. Tras su llegada a las instalaciones de la 

UIB, las ratas fueron debidamente aisladas durante 7 días en cumplimiento del protocolo 

habitual de cuarentena y, posteriormente, fueron alojadas de tres en tres en jaulas de 

policarbonato (345×180×140 mm; Panlab, Barcelona), provistas de un lecho compuesto por 

birutas de pino tamizadas (Ultrasorb; Panlab), duarante al menos otros 7 días para su 

aclimatación a las condiciones del estabulario. Para ello fueron mantenidas bajo condiciones 

controladas de temperatura (22±2°C), humedad (50-60%), y ciclo de 12 h/12 h de 

luz/oscuridad (luz encendida de 8:00 a 20:00 horas; intensidad ≈300 lx). Además, durante este 

periodo de aclimatación, todos los animales fueron acostumbrados al manejo, con el objetivo 

de reducir el estrés y la agresividad que pudiran, de otro modo, aparecer mientras se realizan 

los tratamientos. Durante toda su estancia en las instalaciones, las ratas recibieron comida 

(dieta estándar A04; Panlab) y bebida (agua corriente) ad libitum. En todos los experimentos, 

las ratas fueron asignadas de forma aleatoria a cada uno de los grupos experimentales. La 

descripción de los tratamientos farmacológicos, así como de los ensayos conductuales se 

hallan detallados en los apartados siguientes. Todas las ratas fueron finalmente sacrificadas 

por decapitación sin anestesia, una vez transcurrido el tiempo especificado para cada 

tratamiento. 

Estudios en cerebro humano 

El efecto del consumo (de corto y largo plazo) de opiáceos sobre las distintas cascadas de 

señalización en las que se centra esta Tesis doctoral, también fue estudiado en cerebros 

humanos post mórtem de sujetos control y adictos con un historial de consumo de este tipo de 

substancias bien documentado. Las caractirísticas toxicológicas y demográficas de los 

individuos que han sido incluidos para este trabajo se encuentran detalladas en el apartado 

correspondiente. Las muestras cerebrales, así como las muestras capilares y sanguíneas para 

los análisis toxicológicos, de sujetos consumidores de opiáceos y controles fueron extraídas 

durante el transcurso de autopsias judiciales consecutivas llevadas a cabo en el “Centre 

Universitarie Romand de Médecine Légale-Site Genève” de la Universidad de Ginebra 

(Suiza), entre los años 1999 y 2004. Estas muestras se obtuvieron siguiendo todos los 
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procedimientos legales de la República y Cantón de Ginebra, y el estudio fue también 

revisado y aprobado por el consejo de investigación y ética del Departamento de Psiquiatría 

de la Universidad de Ginebra. Todos los experimentos con tejido cerebral humano post 

mórtem fueron realizados en el Laboratorio de Neurofarmacología-IUNICS, Universidad de 

las Islas Baleares (UIB), tras la aprobación formal del Comité de Ética para la Investigación 

Clínica (CEIC) y de acuerdo con las directrices de la UIB. 

La calidad del tejido humano post mórtem procedente de autopsias consecutivas de una única 

morgue ha demostrado ser la más conveniente para este tipo de estudios (Stan et al., 2006). 

Los especímenes de cada individuo, extraídos de la corteza prefrontal derecha [área 9 de 

Brodmann (BA 9), giro medio frontal], fueron cuidadosamente diseccionados con el objetivo 

de obtener exclusivamente materia gris (en ningún caso se incluyó más de 1 mm de la 

substancia blanca adyacente), e inmediatamente después fueron congelados a -80°C hasta su 

utilización para los análisis cuantitativos de proteínas. En un experimento preliminar, la 

substancia blanca de dos sujetos fue también diseccionada con la intención de realizar un 

estudio comparativo de la expresión de algunas de las proteínas diana en ambos tejidos 

cerebrales (materia gris versus blanca). La elección de la región derecha de la corteza 

prefrontal frente a la izquierda se hizo con la intención de continuar en la línea de 

investigaciones anteriores (Escribá et al., 1994; García-Sevilla et al., 1997; Ozaita et al., 1998; 

Meana et al., 2000; Ferrer-Alcón et al., 2003, 2004). En este contexto, se han hallado 

reducciones similares de la substancia gris en la corteza cerebral de ambos hemisferios (áreas 

8-10 de Brodmann) en adictos a heroína (Lyoo et al., 2006). Por el contrario, se ha observado 

que la liberación de dopamina en la corteza prefrontal del hemisferio derecho, pero no en el 

izquierdo, se correlacionaba con la tasa de auto-administración en ratas durante la fase de 

adquisición de dependencia (Glick et al., 1992), lo cual justifica el estudio del hemisferio 

derecho frente al izquierdo. Así mismo, en sujetos sanos, la realización de operaciones 

cognitivas directamente relacionadas con la capacidad de memorización, indujo activaciones 

asimétricas de las cortezas prefrontales en ambos hemisferios (revisado en Fuster, 2001). 

TRATAMIENTOS FARMACOLÓGICOS EN RATAS 

Tratamientos agudos con fármacos opiáceos 

En los tratamientos agudos, las ratas recibieron una única dosis del fármaco por vía 

intraperitoneal (i.p.) o subcutánea (s.c.), disuelto en suero salino (0,9% NaCl) o dimetil-

sulfóxido (DMSO), dependiendo de las características de penetración y solubilidad del 
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fármaco. En los tratamientos de antagonismo, se administró en primer lugar el fármaco 

antagonista y, transcurrido el tiempo indicado para cada caso, el fármaco agonista. En todas 

las series experimentales, las ratas control recibieron el vehículo en el que el fármaco es 

disuelto (salino o DMSO), por la misma vía de administración. Tras los distintos tratamientos, 

los animales fueron sacrificados por decapitación, al tiempo indicado en cada caso. Los 

cerebros se extrajeron rápidamente y se diseccionaron las regiones de interés en hielo. Las 

muestras cerebrales fueron congeladas en nitrógeno líquido inmediatamente después de su 

disección, y posteriormente almacenadas a −80°C hasta su preparación para los distintos 

análisis bioquímicos. 

En este estudio se realizaron los siguientes tratamientos agudos, cuya dosis, vía de 

administración y tiempo de acción (entre paréntesis) se detallan a continuación: 

• Tratamiento agudo de fentanilo (agonista µ; 100 µg/kg, s.c., 15 min). 

• Tratamiento agudo de sufentanilo (agonista µ; 2,5, 5, 15 y 30 µg/kg, s.c., 30 min). 

• Tratamiento agudo de morfina (agonista µ; 100 mg/kg, i.p., 2 h). 

• Tratamiento agudo de SNC-80 (agonista δ; 10 y 30 mg/kg, i.p., 30 min). 

• Tratamiento agudo de (−)-U50488H (agonista κ; 30 mg/kg, i.p., 60 min). 

• Tratamiento con naloxona (antagonista opioide no selectivo; 10 mg/kg, i.p.) sola (90 min) 

o 60 min antes que el sufentanilo (15 µg/kg, s.c.). 

• Tratamiento con naltrindol (antagonista δ; 5 mg/kg, i.p.) solo (60 min) o 30 min antes que 

el SNC-80 (10 mg/kg). 

Otros tratamientos agudos 

1. Efecto de la toxina de pertusis sobre la modulación de FADD y p-FADD inducida por 

SNC-80 

Las ratas fueron tratadas con toxina de pertusis (PT), mediante inyecciones 

intracerebroventriculares (i.c.v.), para ADP-ribosilar (en la cisteína 350) e inactivar las 

proteínas Gαi/o (Clark and Taynor, 2006). La PT fue administrada esencialmente como se ha 

descrito en trabajos anteriores (García-Sevilla et al., 1978). Para ello, las ratas fueron 

anestesiadas con isoflurano (700 cm3/min) y sus cráneos expuestos por medio de una incisión 

sobre la línea media. Se realizó una perforación en el lado derecho 2 mm posterior a bregma y 

2 mm hacia el lateral desde la sutura sagital. Entonces la PT (3 µg en 10 µl de vehículo, pH 

7,0) fue cuidadosamente inyectada en la cavidad del ventrículo lateral (4 mm bajo la 
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superficie craneal) con una jeringuilla Hamilton. Posteriormente, la perforación fue tapada 

con resina acrílica y la piel suturada con grapas estériles. Para su recuperación, las ratas 

fueron enjauladas individualmente. Paralelamente, las ratas control recibieron vehículo (10 µl, 

i.c.v.) siguiendo el mismo procedimiento, el cual fue comprobado inyectando y localizando 

un colorante en el ventrículo lateral derecho. Veinticuatro horas después de la operación, 

cuando el comportamiento de los animales se estabilizó, las ratas recibieron DMSO o SNC-80 

(10 mg/kg, i.p.) y se sacrificaron 30 min más tarde. Los contenidos de FADD, p-FADD y 

Gαi2 fueron cuantificados en la corteza cerebral derecha. 

2. Efecto de la inhibición de MEK sobre los contenidos basales de FADD, p-FADD y otras 

dianas de interés 

El compuesto SL 327 es un inhibidor selectivo de las MAP/ERK kinasas (MEK1/2). Se ha 

descrito que el bloqueo de la activación de ERK1/2 previene la reducción de FADD inducida 

por SNC-80 en la corteza cerebral de rata (García-Fuster et al., 2007a), y atenúa el refuerzo 

positivo de la morfina (Valjent et al., 2006b). Por tanto, la inhibición farmacológica de esta 

vía de señalización podría dar pistas sobre los mecanismos moleculares que median las 

alteraciones de las vías apoptóticas inducidas por fármacos opioides. En un experimento 

preliminar, grupos de ratas fueron tratados con SL 327 (10, 20, 30 mg/kg, i.p., 90 min) para 

analizar el efecto de la inhibición de ERK1/2 sobre los contenidos basales de FADD, p-

FADD,  CK1α y otras proteínas diana en corteza y estriado. Los animales del grupo control 

recibieron DMSO en lugar de SL 327. Ha sido documentado que dosis mayores de SL 327 

alteran ciertos aspectos conductuales en roedores (Selcher et al., 1999; Valjent et al., 2006b), 

y por tanto se han descartado para este estudio. 

3. Efecto de la inhibición de MEK sobre los cambios en los contenidos basales de FADD, p-

FADD y CKIα inducidos por SNC-80 

En otros experimentos, grupos de ratas recibieron SL 327 (20 mg/kg) solo (90 min) o 60 min 

antes de la administración de SNC-80 (10 mg/kg, 30 min) para determinar la influencia de 

una interrupción en la señalización de ERK1/2 sobre la regulación de p-FADD por el agonista 

delta. Las ratas control recibieron DMSO o SNC-80 (10 mg/kg, i.p., 30 min). Esta dosis de 

SL 327 (20 mg/kg) fue escogida porque inhibe aproximadamente un 50% la activación basal 

de ERK1/2 sin alterar la expresión de las proteínas estudiadas en este trabajo y, además,  dosis 

mayores alteraron el contenido de p-FADD en el estriado (véase en Resultados). Estudios 
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previos demostraron similares inhibiciones de la activación de ERK1/2 en el cerebro de ratón 

(Selcher et al., 1999; Valjent et al., 2006b). 

Inducción de la sensibilización a la morfina: efecto del bloqueo de la vía MAPK/ERK 

La morfina, así como otras drogas de abuso, induce un incremento de la locomoción en 

roedores. Además, la exposición repetida a estas substancias de abuso ejerce una ganancia 

sobre el incremento inicial de la actividad locomotora. Este fenómeno recibe el nombre de 

sensibilización, y es conceptualmente opuesto a la tolerancia (pérdida de efecto). Cuando 

ratas sensibilizadas a la morfina, que posteriormente han sido sometidas a un periodo de 

abstinencia, son nuevamente expuestas al opiáceo, la actividad locomotora sufre un 

incremento adicional. Bajo estos fenómenos conductuales subyacen alteraciones neurológicas 

crónicas (plasticidad neuronal) en regiones cerebrales clave, cuyos mecanismos moleculares 

no están satisfactoriamente resueltos. Con el fin de explorar el posible papel de FADD y su 

fosforilación en este contexto, se diseñaron los siguientes protocolos de tratamiento (figura 3-

2; véase también el aparatado siguiente para la descripción detallada de la medición de la 

actividad locomotora de las ratas): 

1. Grupos de ratas fueron inicialmente tratados con una dosis diaria de salino (1 ml/kg, n = 

10) o morfina (10 mg/kg, i.p.; n = 10) durante 5 días. Después de 3 (SW 3; n = 5) o 14 

(SW 14; n = 5) días en ausencia de opiáceos, con el objetivo de analizar la expresión de la 

sensibilización locomotora inducida por morfina, todas las ratas recibieron una nueva dosis 

de morfina (10 mg/kg, i.p.), y la actividad locomotora fue analizada durante 90 min 

transcurridos 30 min después de la última administración de morfina (protocolo 1, figura 

3-2). 

2. Para investigar la modulación de las proteínas cerebrales de interés para este trabajo en 

cuerpo estriado y corteza cerebral durante la sensibilización a la morfina, otros grupos de 

ratas recibieron el mismo tratamiento repetido de salino (n = 15) o morfina durante 5 días, 

y fueron posteriormente sacrificadas tras 2 horas (Mor 5; n= 7), 3 (SW 3, n = 9) o 14 (SW 

14; n = 9) días en ausencia de opiáceos (protocolo 2, figura 3-2). Finalmente, las regiones 

cerebrales de interés fueron cuidadosamente extraídas y congeladas de inmediato en 

nitrógeno líquido y almacenadas a -80ºC hasta su procesamiento para los análisis 

bioquímicos. En este protocolo, a diferencia del anterior, la dosis final de morfina fue 

omitida con el fin de investigar los cambios adaptativos que preceden (y eventualmente 

conducen) a la alteración conductual reflejada tras la nueva exposición a la morfina.  
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3. En otro experimento se evaluó, mediante HPLC-ED, la modulación de los niveles de 

dopamina y sus principales metabolitos, los ácidos 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y 

homovanílico (HVA), en el estriado de ratas que recibieron similares tratamientos de 

morfina (protocolo 3, figura 3-2). Para ello, los niveles basales se estimaron en grupos de 

ratas que recibieron salino (control; n = 3) o morfina (10 mg/kg) durante 5 días, y se 

sacrificaron 3 (SW 3; n = 3) o 14 (SW 14; n = 3) días después de la última inyección. 

Otros grupos de ratas, también pre-tratadas durante 5 días con salino (n = 3) o morfina (n = 

11), recibieron una dosis final del opiáceo (10 mg/kg) después de 3 (n = 6) o 14 (n = 5) 

días en ausencia de salino/morfina, y fueron finalmente sacrificadas 2 horas después. Tras 

su sacrificio, las regiones cerebrales de interés fueron extraídas y almacenadas como se ha 

descrito anteriormente. 

 
Figura 3-2. Representación esquemática de los tratamientos de sensibilización a la morfina e 
interacción con SL 327. 

 
4. Este experimento se diseñó con el objetivo de analizar el efecto de la inhibición de la vía 

de señalización MEK/ERK sobre la expresión de la sensibilización locomotora inducida 

por morfina, y su interacción con p-FADD/FADD (protocolo 4, figura 3-2). Así pues, dos 

grupos de ratas recibieron el mismo tratamiento repetido de morfina (10 mg/kg) durante 5 

días. A las 24 h (día 6), 48 h (día 7) y 72 h (día 8 o SW 3) después de la última 

administración del opiáceo, recibieron vehículo (DMSO; 1 ml/kg; n = 5) o el inhibidor de 

MEK1/2 (SL 327; 20 mg/kg; n = 5). Media hora después de la tercera administración de 

DMSO/SL 327, todas las ratas recibieron 10 mg/kg de morfina y se registró su actividad 
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locomotora. Las ratas se sacrificaron por decapitación 4 h después de la dosis final de 

morfina para el análisis de las proteínas cerebrales. 

Desarrollo de dependencia a la morfina e inducción del síndrome de abstinencia: 

influencia del adrenoceptor α2 y de la vía de MAPK/ERK 

Este experimento fue diseñado para evaluar la implicación de FADD y su fosforilación en la 

aparición del síndrome de abstinencia en animales dependientes de morfina. También se 

estudiaron los posibles mecanismos moleculares que podrían estar ligados a la modulación de 

FADD durante la manifestación de este síndrome: adrenoceptor α2 y vía de MEK/ERK. Los 

protocolos experimentales se hallan esquematizados en la figura 3-3. En todos los 

experimentos, grupos de ratas recibieron un tratamiento crónico con dosis ascendentes de 

morfina durante 6 días consecutivos, tres administraciones i.p. diarias (a las 9:00, 15:00 y 

21:00 horas), conforme al siguiente régimen: día 1: 10, 10 y 10 mg/kg; día 2: 10, 20 y 20 

mg/kg; día 3: 20, 20 y 40 mg/kg; día 4: 40, 40 y 80 mg/kg; día 5: 80, 80 y 100 mg/kg; día 6: 

100 mg/kg. Después de los tratamientos crónicos con morfina, las ratas fueron asignadas de 

forma aleatoria a uno de los siguientes protocolos (véase figura 3-3):  

 
Figura 3-3. Representación esquemática de los tratamientos crónicos con morfina e interacción con 
EEDQ y SL 327 

 
1. Grupos de ratas fueron mantenidos en ausencia de opiáceos durante 2 h (SW 2; n = 7), 12 

h (SW 12; n = 11), 24 h (SW 24; n = 12), 48 h (SW 48; n = 8), 72 h (SW 72; n = 4), o 96 h 

(SW 96; n = 4). La severidad del síndrome abstinencia fue evaluada a los tiempos 

indicados en todos aquellos grupos de animales que continuaban en el experimento. 
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Inmediatamente después del análisis conductual, los animales indicados en cada grupo 

fueron sacrificados por decapitación. 

2. En otro experimento se evaluó el efecto de la eliminación de los adrenoceptores α2 sobre la 

conducta y la neuroquímica durante la abstinencia a opiáceos. Para ello, 12 h después de la 

última dosis de morfina, grupos de ratas recibieron vehículo (1 ml/kg; n = 8) o el alquilante 

de los receptores α2 (EEDQ; 1.6 mg/kg; n = 8). Doce horas más tarde (24 h en abstinencia 

de opiáceos), tras evaluar la severidad del síndrome de abstinencia, las ratas fueron 

sacrificadas.  

3. Otros grupos de ratas recibieron, 4 h y 8 h después de la última dosis de morfina, vehículo 

(DMSO; 1 ml/kg; n = 5+7) o el inhibidor de MEK1/2 (SL 327; 20 mg/kg; n = 5+10). 

Después de 12 h (SW 12; n = 5+5) y/o 24 h (SW 24; n = 7+10) en ausencia de morfina, la 

intensidad de la abstinencia fue cuantificada y las muestras corticales se recogieron tras su 

sacrificio. 

Paralelamente, las ratas control fueron tratadas con salino (1 ml/kg, i.p.) siguiendo el mismo 

patrón de inyecciones durante los tratamientos crónicos, y cuando procedió, vehículo en 

paralelo al EEDQ (etanol:propilenglicol:agua en proporción 1:1:2; 1 ml/kg) y al SL 327 

(DMSO; 1 ml/kg). Después del sacrificio de los animales, las regiones cerebrales de interés 

fueron extraídas y rápidamente congeladas como ha sido descrito para otros protocolos. 

Otros tratamientos crónicos con fármacos opioides 

Para otros tratamientos crónicos con morfina, se inyectó el fármaco (i.p.) tres veces al día (a 

las 09:00, 15:00 y 21:00 horas), durante 5 días consecutivos, con dosis crecientes de morfina 

(día 1: 10, 10 y 10 mg/kg; día 2: 10, 20 y 20 mg/kg; día 3: 20, 20 y 40 mg/kg; día 4: 40, 40 y 

80 mg/kg; día 5: 80, 80 y 100 mg/kg), y finalmente, fueron sacrificadas 2 h después de la 

última dosis. A otros grupos de ratas, tras el mismo tratamiento, se les indujo abstinencia por 

precipitación con naloxona (2 mg/kg, 2h) o de forma espontánea (48 h), la cual resultó en la 

esperada reacción conductual (Miralles et al., 2005). 

En otros tratamientos crónicos, las ratas recibieron SNC-80 (10 mg/kg) o (−)-U50488H (10 

mg/kg) una vez al día durante 5 días consecutivos. Tras ellos fueron administrados naltrindol 

(5 mg/kg, i.p., 2 h) o nor-binaltorfimina (antagonista kappa; 5 mg/kg, i.p., 2 h) 

respectivamente, para inducir abstinencia precipitada por antagonista, resultando en una 



A. Ramos Miguel 86 

moderada (kappa) o nula (delta) reacción conductual (Milanés y Laorden, 1998; Brandt et al., 

2001). 

Las ratas control recibieron paralelamente suero salino (mu y kappa) o DMSO (delta). Los 

animales fueron sacrificados por decapitación, al tiempo indicado en cada caso. Los cerebros 

se extrajeron rápidamente y se diseccionaron las regiones de interés (corteza cerebral y 

estriado) en hielo. Las muestras cerebrales fueron congeladas en nitrógeno líquido 

inmediatamente después de su disección, y posteriormente almacenadas a −80°C hasta su 

preparación para analizarlas mediante Western blotting. 

ENSAYOS CONDUCTUALES EN ANIMALES DE LABORATORIO 

Sensibilización locomotora inducida por morfina 

Como se ha mencionado anteriormente, además de tolerancia (p. ej. al efecto analgésico), los 

opiáceos también pueden inducir sensibilización sobre otros fenómenos conductuales y/o 

neuroquímicos, es decir, una ganancia del efecto tras una exposición repetida a estos 

fármacos. La sensibilización a la morfina supone una alteración crónica cuyos efectos se 

pueden manifestar transcurridos muchos meses en ausencia de droga (Babbini et al., 1975), y 

su expresión es facilitada por el contexto ambiental que rodea a la toma/administración del 

opiáceo (revisado en Badiani y Robinson, 2004). El caso más paradigmático, en este sentido, 

es el de la sensibilización al incremento de la actividad locomotora inducido por la morfina. 

En modelos de experimentación animal, el contexto asociado a la droga puede ser 

reproducido, administrando el fármaco en un ambiente específico (asociando la 

administración de la droga a estímulos visuales sonoros u olfativos) o evitado, 

proporcionándolo en las mismas jaulas donde habitan. En este estudio, los tratamientos 

farmacológicos fueron realizados en las mismas cajas de registro donde los animales fueron 

alojados durante todo el estudio y, consecuentemente, el componente contextual que favorece 

la expresión de la sensibilización fue evitado. Por tanto, tan solo ha sido evaluada la 

componente farmacológica de la sensibilización locomotora inducida por morfina.  

Descripción del activímetro 

Durante el transcurso de estos experimentos, la actividad locomotora (espontánea y/o 

inducida por morfina) de las ratas fue monitorizada de forma individual y simultánea durante 

4 semanas sin interrupciones, de tal manera que se obtuvieron registros continuos que ofrecen 

la posibilidad de detectar y cuantificar cambios en la actividad a lo largo del ritmo circadiano. 
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Para ello, los animales fueron alojados individualmente en cajas registradoras transparentes 

(220×220×150 mm; Panlab) situadas en el interior de un cuarto de aislamiento, cuyas 

condiciones ambientales de luz, temperatura y humedad fueron controladas como se ha 

descrito anteriormente, y con libre acceso a bebida y comida.  

 
 
Figura 3-4. Ejemplo de registro continuo de la actividad locomotora de ratas tratadas con salino (n = 3) o 
morfina (10 mg/kg; n = 3) en el tercer día de tratamiento repetido, e histograma correspondiente. 
 
 

Cada una de estas cajas está provista de dos haces perpendiculares de luz infrarroja que se 

cruzan en el centro de la jaula a 4 cm sobre su superficie. Estos haces inciden sobre una placa 

fotoeléctrica conectada a un ordenador. El animal alojado en el interior de cualquiera de las 

cajas registradoras, al moverse, puede interrumpir el haz de luz, lo cual es registrado por el 

software (“El Temps©”; A. Díez-Noguera, Grup de Cronobiologia, Universitat de Barcelona, 

1999; disponible en http://www.el-temps.com; véase Campuzano et al., 1998; Anglès-
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Pujloràs et al., 2009). Cada interrupción de uno de los haces es contabilizada como una 

unidad de movimiento. Las interrupciones son acumuladas en intervalos consecutivos de 15 

min y almacenadas automáticamente por el software en un archivo de texto, de tal manera que 

los cortes de los haces efectuados por cada una de las ratas en un intervalo de tiempo 

determinado (p. ej. entre 10:00 y 10:15) generan una nueva línea de texto en el archivo en el 

instante en el que el intervalo de tiempo termina (en el ejemplo, a las 10:15) (véase figura 3-

4). 

De esta manera se obtienen series temporales que reflejan la actividad locomotora de cada una 

de las ratas alojadas el las cajas de registro. Posteriormente se calcula el promedio de los 

movimientos efectuados por las ratas de un mismo grupo para cada intervalo de 15 min, lo 

que finalmente es reflejado en los histogramas (figura 3-4). Estos histogramas no fueron 

utilizados con fines cuantitativos, sino que son una representación cualitativa del  

comportamiento normal o alterado de los animales, tal y como es reflejado en la figura 3-4. 

Procedimiento estándar y cuantificación de la actividad locomotora 

Previamente al comienzo de los tratamientos farmacológicos con morfina y/o SL 327, todas 

las ratas fueron alojadas individualmente en sus respectivas cajas de registro, donde pasaron 

por un periodo de aclimatación de 7 días, un tiempo suficiente para habituar y estabilizar el 

ciclo circadiano de los animales. Durante este periodo las ratas fueron manejadas una vez al 

día para reducir el estrés inducido por el investigador. Además, en los días 5 y 7 de 

aclimatación, se administró a todos los animales una inyección i.p. de salino (1 ml/kg) para 

obtener un registro basal de la actividad locomotora y, asimismo, acostumbrarlas a la agresión 

que supone la administración de substancias por esta vía.  

Tanto el manejo previo de los animales, como las inyecciones basales y posteriormente la 

administración de los fármacos fueron realizados durante el intervalo 9:00-9:15 am, cuando 

los animales se encontraban estabilizados en la fase de sueño del ciclo circadiano (véase 

figura 3-4). Durante los intervalos 9:00-9:30 se registraron picos de actividad locomotora que 

reflejan una respuesta a la agresión inducida por el manejo y/o las inyecciones efectuadas a 

las ratas, y no una respuesta a los tratamientos farmacológicos (figura 3-4). Por ello, los 

registros obtenidos en estas franjas temporales fueron excluidos de todos los cálculos. En 

todos los experimentos, la cuantificación de la actividad locomotora se limitó al número de 

movimientos acumulados durante los siguientes 90 min, es decir, durante el intervalo de 
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tiempo entre las 9:30 y 11:00 (figura 3-4). Los cálculos de la actividad locomotora de los 

animales del ejemplo propuesto en la figura 3-4 se hallan resueltos en la tabla 3-4. 

Tabla 3-4. Análisis de los datos obtenidos del ejemplo propuesto en la figura 3-4 
 Grupo salino Grupo morfina 
Intervalo Jaula 1 Jaula 2 Jaula 3 Jaula 4 Jaula 5 Jaula 6 
09:30 - 09:45 3 15 0 45 54 166 
09:45 - 10:00 0 21 0 31 181 197 
10:00 - 10:15 1 2 0 165 55 181 
10:15 - 10:30 0 1 0 128 27 102 
10:30 - 10:45 0 5 0 147 44 88 
10:45 - 11:00 0 4 0 184 101 102 
Acumulado  4 48 0  700 462 836 
Media±SEM   17±15  666±109 

 
 

Cuantificación de la severidad del síndrome de abstinencia a la morfina 

Este experimento se diseñó con el objetivo de evaluar la expresión de FADD y p-FADD 

durante la abstinencia a la morfina, y su posible correlación con la intensidad del síndrome de 

abstinencia, una manifestación conductual de la dependencia a opiáceos. Por tanto, y a pesar 

de que la conocida expresión “acampanada” (con valores máximos a las 24 h de la retirada del 

opiáceo) de la conducta asociada al síndrome de abstinencia, era importante para el estudio 

obtener un valor individual de cada rata para poder compararlo con el contenido cortical de 

las proteínas diana.  

Consecuentemente, para el diseño experimental fueron incluidos grupos de animales 

dependientes de morfina (10-100 mg/kg durante 6 días) sometidos a distintos periodos de 

abstinencia (2 h, n = 7; 12 h, n = 11; 24 h, n = 12; 48 h, n = 8; 72 h, n = 4; y 96 h, n = 4), con 

el fin de obtener un curso temporal que nos ofreciera la posibilidad de establecer una 

comparación entre conducta y bioquímica. Tras la evaluación conductual, los animales 

indicados para cada punto de la curva temporal fueron sacrificados como se ha indicado en el 

apartado anterior. Cabe destacar que, con el fin de incrementar el tamaño muestral, fue 

evaluado el comportamiento de todos aquellos animales que pasaron por uno de los puntos 

anteriormente citados, aunque no fueran escogidos para su sacrificio. De este modo, todos los 

animales (n = 46) fueron evaluados tras 2 h de abstinencia; a las 12 h, todos menos 7 (n = 39); 

y así sucesivamente. Paralelamente, la conducta de las ratas que recibieron salino en lugar de 

morfina (grupo control), fue también evaluada siguiendo el mismo curso temporal, y fueron 

finalmente sacrificadas tras 96 h. 
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La valoración del síndrome conductual inducido por la retirada del opiáceo fue llevada a cabo 

por un investigador “ciego” a los distintos tratamientos farmacológicos, tal y como ha sido 

descrito en otros trabajos (Bläsig et al, 1973; Ulibarri et al., 1987). Para ello, en los intervalos 

anteriormente citados, las ratas fueron colocadas individualmente en cajas transparentes de 

metacrilato (50×30×20 cm, Panlab), destapadas, limpias y con el mismo material absorbente 

en la superficie. Durante este traslado se evaluó y anotó la presencia o ausencia de los 

siguientes signos: chillido u hostilidad al manejo, lacrimación, y diarrea. Una vez en las cajas 

de observación, se les permitió un periodo de habituación de 5 min, en el cual exploraron 

libremente la jaula. Tras este intervalo, y durante un periodo de 10 min, los observadores 

contabilizaron el número de veces que las ratas realizaban cada uno de los siguientes signos 

(véase Bläsig et al., 1973):  

• “Wet dog shaking”; breves episodios de agitaciones o sacudidas del tronco completo, 

rápidas y/o repetitivas, realizadas apoyándose únicamente sobre sus patas traseras, 

similares a las realizadas por un perro mojado, y en ocasiones tan violentas que la rata 

llega a perder el equilibrio. 

• “Teeth chattering”; castañeteo de dientes, nítidamente audibles. 

• “Grooming”; acicalamientos, episodios en los que la rata se lava de forma compulsiva, 

tanto lamiéndose la zona abdominal y genital, como frotándose la cabeza con las patas 

delanteras. 

• “Writhing”; estiramiento de las patas delanteras y traseras, sosteniéndose sobre la región 

abdominal. 

• “Digging”; episodios en los que la rata escarba en la viruta de forma repetitiva. 

• “Rearing”; posicionamiento erguido sobre las patas traseras, acompañado de una conducta 

claramente exploratoria. 

 

Para cada rata, la puntuación obtenida en la valoración del síndrome de abstinencia resultó de 

la suma aritmética de: 1) el número de signos presentes multiplicado por 10 (como factor de 

peso; véase Gellert y Holtzman, 1978); más 2) el número total de repeticiones de todos los 

signos contabilizados durante el periodo de observación.  

Nótese que otros signos clásicos de la abstinencia a opiáceos (p. ej., ptosis, cromodacriorrea, 

salivación, saltos y/o erección/eyaculación) también pretendieron ser evaluados. No obstante, 

a diferencia de la abstinencia precipitada por antagonista, la abstinencia desencadenada por la 
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retirada espontánea del opiáceo es de menor intensidad, y muchos de los signos asociados a 

este síndrome dejan de ocurrir en estos animales (véase Gabilondo y García-Sevilla, 1995). 

Paralelamente, en los experimentos en los que se administró SL 327 o EEDQ, además de la 

conducta, también fueron analizados (en SW 12 y/o SW 24) la pérdida de peso corporal y la 

variación de la temperatura rectal, como alteraciones periféricas características de la 

dependencia física a la morfina. 

EXPERIMENTOS EN CEREBRO HUMANO POST MÓRTEM 

Selección de sujetos y toxicología forense 

Para este estudio, se recogieron muestras cerebrales de 36 individuos (tabla 3-5) cuya 

adicción fue exhaustivamente documentada, basándose en los siguientes criterios:  

• la presencia de opiáceos y metabolitos en sangre; 

• los informes policiales, incluyendo las declaraciones de familiares y otras personas 

cercanas al sujeto; 

• y, en el caso de que existieran, los historiales médicos disponibles en la Autoridad 

Sanitaria (la mayoría de los adictos estaban o habían estado sujetos al programa de 

mantenimiento de metadona; Perret et al., 2000). 

 

Todos ellos, excepto tres, murieron por sobredosis accidental (tabla 3-5; Perret et al., 2000; 

Rehm et al., 2005). La búsqueda retrospectiva de los adictos cuyos historiales médicos 

pudieron ser rescatados, permitió la identificación de tres sujetos que habían sido 

diagnosticados con trastorno depresivo mayor (Manual Diagnóstico y Estadístico de los 

Trastornos Mentales, IV Edición, Asociación Americana de Psiquiatría), aunque el análisis 

toxicológico de sus muestras de sangre o pelo no reveló rastro alguno de fármacos 

antidepresivos. El análisis cuantitativo de opioides, etanol, cocaína u otras substancias 

psicoactivas (antidepresivos, antipsicóticos, cannabinoides, etc.) en las muestras de sangre y 

pelo de los sujetos fue llevado a cabo en la Unidad de Toxicología (STS 390, Swiss Testing, 

Universidad de Ginebra), por medio de radioensayos y posterior confirmación por 

espectrometría de masas y/o cromatografía (tabla 3-5). A título comparativo, otros estudios 

han realizado tests toxicológicos de opioides en sangre con resultados similares a los 

presentados en este estudio (Goldberger et al., 1994; Merril et al., 1996; Repetto y Repetto, 

1997; Perret et al., 2000; Fugelstad et al, 2003). La presencia de concentraciones letales de 6-
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monoacetilmorfina (MAM), así como de morfina o metadona libre en las muestras de sangre 

de los adictos a opiáceos, indicó que la muerte de estos individuos se produjo de un modo 

inminente e indoloro (Goldberger et al., 1994; Fugelstad et al., 2003), lo que sugiere que el 

estado agónico en el momento de su defunción fue mínimo (Hardy et al., 1985). La 

toxicología del pelo (usualmente recolectado del cuero cabelludo) se empleó también como 

una herramienta para determinar el tiempo de exposición de cada sujeto a los opiáceos 

mediante el análisis por secciones (3-25 cm) del bello (Boumba et al., 2006). Así, en 21 de los 

36 consumidores de opiáceos (tabla 3-5, sujetos 16-36) se pudo determinar la presencia de 

MAM (rango: 0.2-20 ng/mg), morfina (rango: 0.1-4.5 ng/mg), o metadona (rango: 0.2-135 

ng/mg), indicando que el consumo de opiáceos de este grupo de sujetos fue de largo plazo 

(subgrupo LT), estimando una exposición a este tipo de drogas que se prolongó durante al 

menos los 6 meses que precedieron a la sobredosis (véase también Ferrer-Alcón et al., 2004; 

Pujol et al., 2007). En 11 de estos adictos se detectaron también concentraciones de cocaína 

(rango: 0.9-40 ng/mg) en las muestras capilares, pero no en la sangre (excepto residuos 

marginales en dos de los once sujetos; ver Repetto y Repetto, 1997), lo cual indica una 

exposición continuada a opiáceos con un pasado de abuso de psicoestimulantes 

(policonsumo). En contraposición a este subgrupo LT, en los restantes 15 consumidores de 

opiáceos, el análisis toxicológico del cabello no detectó la presencia de opiáceos u otra 

substancia psicoactiva (tabla 3-5, sujetos 1-15), indicando que este grupo de sujetos tiene un 

historial de abuso, si existió, de corta duración (subgrupo ST), en cualquier caso inferior a las 

dos semanas. Es decir, este subgrupo puede considerarse compuesto por sujetos que murieron 

tras su primera exposición a la heroína y/o exadictos que, tras un largo periodo de abstinencia, 

perdieron la tolerancia.  

En las muestras de sangre de algunos de estos individuos (11 de los 36) se detectó la 

presencia de etanol (tabla 3-5), aunque no se halló evidencia alguna en sus historiales clínicos 

de que estos sujetos fueran dependientes de alcohol. Además, se detectó la presencia de otras 

substancias psicotrópicas en sangre y/o pelo tales como antidepresivos o antipsicóticos, pero 

sus concentraciones se hallaron dentro del rango terapéutico (tabla 3-5).  
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Tabla 3-5. Características demográficas y toxicológicas individuales de los consumidores de opiáceos 

Sujetos 
por pares 

Sexo/edad 
años 

PMD 
horas 

Opiáceos en 
sangre (µg/ml) 

Otros fármacos  
(µg/ml) Etanol (g/l) 

Opioides y otras drogas 
en cabello (ng/mg) 

1 M/45 (M/38) 57 (59) Met (0.35) Eth (0.45)+Cit (0.2) Ninguno 

2 F/41 (F/49) 60 (77) Mor (0.94) Ven (0.5) Ninguno 

3 M/33 (M/36) 38 (44) Met (0.2) Eth (1.36) Ninguno 

4 M/44 (M/39) 29 (25) Mor (0.3) Eth (1.17) Ninguno 

  5a M/29 (M/38) 63 (77) Mor (0.3) Ninguno Ninguno 

6 M/28 (M/27) 2 (10) Mor (0.9) Ninguno Ninguno 

7 F/35 (M/38) 62 (77) Mor (0.25) Ninguno Ninguno 

8 M/40 (M/40) 12 (12) Met (0.3) Eth (0.62) Ninguno 

9 M/51 (M/56) 16 (16) Mor (0.35) Eth (1.99) Ninguno 

10 F/32 (F/23) 43 (55) Mor (1.45) Ninguno Ninguno 

11 M/33 (M/29) 22 (25) Mor (0.9) Ninguno Ninguno 

12 M/32 (M/27) 22 (20) Mor (0.6) + Cod (0.3) Ninguno Ninguno 

13 M/30 (M/34) 37 (42) Mor (0.2) Eth (1.45) Ninguno 

14 M/18 (M/20) 20 (21) Met (0.3) Cit (0.1) Ninguno 

15 F/33 (F/26) 14 (10) Met (2.2) Olz (1.1) Ninguno 

  16a F/45 (F/44) 60 (46) Met (3.7) + Cod (4.3) Eth (0.35)+Lp (0.2) Met (3.3) + Cod (14) 

17 M/31 (M/36) 48 (44) Mor (0.07)b Ninguno MAM (0.2) + Coc (14) 

18 F/37 (M/39) 34 (25) Met (0.25) Eth (3.7) MAM (1.6) + Coc (8) 

  19a F/24 (M/38) 75 (77) Met (0.5) Ninguno Met (0.2) + MAM (0.4) 

20 M/36 (F/35) 3 (8) Mor (0.74) Clo (0.4) Mor (0.6) + MAM (1.9) + Met (0.5) 

21 M/34 (M/38) 86 (77) Mor (0.85) Eth (1.72) Met (0.7) + MAM (0.5) + Coc (0.8) 

22 M/42 (M/48) 5 (16) Met (4.3) Ninguno Met (65) + Coc (0.9) 

23 M/50 (M/56) 28 (16) Mor (0.13)+Met(0.4) Ninguno Mor (4.5) + MAM (20) + Met (0.6) 

24 F/46 (M/52) 32 (28) Mor (0.9) Ninguno Mor (0.4) + MAM (0.2) + Met (0.8)+Cod (13) 

25 M/24 (F/23) 53 (55) Mor (1.2) THC (0.007) Mor (0.3) + MAM (1.5) + Coc (4.5) 

26 M/34 (M/30) 3 (10) Met (0.3) Ninguno Met (0.4) + Mor (1.8) + MAM (0.8) 

27 F/33 (F/30) 16 (15) Met (1.4) Ven (2.5) Met (0.4) 

28 F/20 (M/34) 51 (42) Mor (0.4) Eth (1.2)+Ven (0.3) Mor (0.1) + MAM (0.4) + Coc (0.9) 

29 M/25 (F/25) 7 (16) Mor (0.3) Eth (1.77) Mor(0.2)+MAM(1.7)+Met(135)+MDMA(6.2) 

30 M/47 (M/51) 96 (93) Met (3.3) Qua (10.5) Met (8.7) + Coc (0.9) 

31 F/35 (F/26) 12 (10) Met (1.7) Flu (0.5) Met (20) + Mor (0.8) + MAM (0.5) 

32 F/36 (M/39) 8 (8) Mor (0.11)b Coc (0.08) Mor (0.5) + MAM (0.6) + Cod (2.7)+Coc (13) 

33 F/30 (F/39) 40 (34) Met(0.25)+Mor(0.15)  Ninguno Met (1.9) + Mor (1.4) + MAM (2.5)+Coc (40) 

34 F/26 (F/39) 33 (34) Met (1.4) Coc (<0.1) NT 

35 F/35 (M/41) 25 (27) Met (0.3)b Mir (0.35) Met (11) + Mor (0.7) + MAM (0.8)+Coc (29) 

36 F/48 (M/46) 29 (29) Mor (0.55)+Met (0.6) Cit (1.5)+Olz (0.3) MAM (1.4) + Coc (21) 
 
Adictos  
 
Controles 
 

 
20M/16F 
35 ± 1 años 
18M/9F  
37 ± 2 años 

 
34 ± 4h 
 
35 ± 5h 

 
Mor (0.55± 0.09, n=21) 
Met (0.99± 0.26, n=15) 
Ninguno 

 

 

Los datos (sexo, M, masculino, F, femenino; edad en años; PMD, retraso autópsico, en horas) de los respectivos 

controles emparejados están representados entre paréntesis. Los sujetos del 1 al 15 son exadictos o individuos sin 

un historial de consumo prolongado (subgrupo ST), mientras que del 16 al 36 presentan una historia de adicción 
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crónica a opiáceos (subgrupo LT). Los datos de toxicología en sangre muestran la presencia de etanol (Eth), 

antidepresivos (Cit, citalopram; Clo, clomipramina; Flu, fluoxetina; Mir, mirtazapina; Ven, venlafaxina) y/o 

antipsicóticos (Olz, olanzapina) que corresponden a concentraciones terapéuticas. Algunos adictos también 

dieron positivo para algunas benzodiacepinas (Lp, levomepromacina; Qua, metacualona) y Δ9-

tetrahidrocannabinol (THC) en las muestras de orina. También se halló cocaína (Coc) en el cabello de 11 sujetos, 

pero no en sangre, salvo residuos marginales en dos de los adictos (sujetos 32 y 34). En otro sujeto también se 

halló 3,4-metil-enedioximetanfetamina (MDMA) en las muestras capilares (sujeto 29). NT: no testado. 
aSujetos diagnosticados con trastorno depresivo mayor. 
bLa causa de la muerte no fue sobredosis (sujeto 17, infarto de miocardio; sujeto 32, homicidio, estrangulación; 

sujeto 35, indeterminada). 

La causa de la muerte de todos los adictos (excepto tres) fue sobredosis accidental de heroína [detección de 

MAM y morfina (Mor) libre en sangre] o metadona (Met, detección de Met y su metabolito 2-etilidina-1,5-

dimetil-3,3-difenilpirrolidina en sangre). Otros sujetos también dieron positivo para codeína (Cod; rango: 2.7-14, 

n=3) en sus muestras capilares. 

 
 
Las muestras control fueron obtenidas de 27 individuos sanos que murieron durante el mismo 

periodo de tiempo y que reunieron, para su inclusión en este estudio, las siguientes 

características:  

• muerte repentina e inesperada (p. ej., accidentes de tráfico, infartos de miocardio, heridas 

de bala y homicidios);  

• retraso autópsico (“postmortem delay”, PMD), edad y sexo apropiados para ser 

emparejados con uno o dos sujetos de cada uno de los subgrupos de adictos;  

• y finalmente, ausencia de historial de drogodependencia, abuso de alcohol o diagnóstico de 

cualquier trastorno mental o neurológico, además de una toxicología negativa en cabello y 

sangre, con la excepción de la presencia de etanol en sangre en 12 de estos sujetos control 

(rango: 0.03-2.34 g/L). 

 

Tanto los adictos como los controles con los que fueron emparejados para este estudio, 

murieron en un período de tiempo muy corto. Un indicador de condiciones terminales severas 

es la disminución del pH en el cerebro (Hardy et al., 1985), el cual puede afectar a la calidad 

del tejido. No obstante, el estado agónico de toda esta cohorte de sujetos fue mínimo, y se ha 

documentado que durante una muerte rápida generalmente el pH permanece inalterado, sin 

que ello pueda afectar a la expresión génica (Peerce y Cairns, 2003; Li et al., 2004). Por 

consiguiente, parece improbable que el pH fuera una variable que pudiera modificar los 

resultados de este trabajo. 
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Las características demográficas y toxicológicas individuales de todo este conjunto de 

consumidores de opiáceos, así como las de los controles con los que fueron emparejados, se 

encuentran detallados en la tabla 3-5. El estudio sobre la señalización apoptótica se realizó 

sobre toda esta cohorte de individuos. Además, para confirmar los resultados obtenidos sobre 

la cuantificación de algunas de las proteínas de la cascada apoptótica, los contenidos de Fas y 

FADD fueron también cuantificados en la corteza prefrontal (BA 9) de una serie 

independiente de adictos (véase el artículo II, tabla 2).  

Efecto del PMD, la edad y el sexo sobre las proteínas diana 

El retraso autópsico (PMD, “postmortem delay”), definido como el tiempo transcurrido entre 

la defunción de un sujeto y el almacenamiento de la muestra a –80ºC, el sexo y la edad del 

individuo en el momento de su muerte son variables que potencialmente pueden alterar los 

resultados de un estudio post mórtem (Grange-Midroit et al., 2002; Stan et al., 2006). Para 

evaluar el efecto de estas variables sobre la inmunodensidad de las proteínas diana en la 

corteza cerebral, se empleó una serie independiente de sujetos sanos, cuyo PMD se estimó 

entre las 5 y las 102 horas y su edad estaba comprendida entre los 15 y 52 años. Las muestras 

de esta serie fueron recopiladas como se ha descrito anteriormente (véase criterios de 

inclusión para sujetos control), incluyendo una toxicología negativa para etanol en sangre. 

En el estudio de las proteínas fosforiladas relacionadas con la neuroplasticidad, la marcada 

degradación de los grupos fosfato durante este intervalo post mórtem (véase artículo III, 

figura 3) obligó a reducir el número de sujetos en cada grupo y subgrupo, empleando como 

criterio esencial para su inclusión en el estudio la presencia de un PMD corto, inferior a las 40 

horas. Tan sólo 26 adictos de los 36 originales cumplían esta premisa. Las características 

demográficas y toxicológicas de los grupos y subgrupos resultantes se encuentran resumidas 

en la tabla 3-6. En comparación con el conjunto original de sujetos, destaca la significativa 

reducción del PMD medio en esta selección reducida de adictos (de 34±4 a 23±3 horas de 

PMD). El resto de características relevantes para este estudio (toxicología, edad, etc.) no 

difieren significativamente de una población a otra (tablas 3-5 y 3-6). 

Además, se sabe que los ciclos de congelación y descongelación durante el almacenamiento y 

uso de las muestras puede inducir una degradación de las mismas (Grange-Midroit et al., 

2002). En la corteza prefrontal de los controles y adictos empleados en este trabajo, el patrón 

tan uniforme de expresión observado en la proteína PARP-1 (banda a 116 kDa) (véase 

artículo II, figura 9B), un substrato de las caspasas efectoras, sugiere que apenas existió (ante 
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mórtem) una degradación de ADN, un indicador fiable de la viabilidad celular (Putt et al., 

2005). Además, la variabilidad de la inmunorreactividad calculada para algunas de las 

proteínas (únicamente aquéllas que no se vieron afectadas por el PMD) entre los sujetos 

control fue relativamente baja (p. ej. 100±6% para el citocromo c en el grupo de los 27 

controles). Estas observaciones, en conjunto, pueden ser tomadas como indicadores de la 

excelente calidad del tejido de las muestras de cerebro humano post mórtem recolectadas para 

este estudio. 

Tabla 3-6. Características demográficas y toxicológicas de los grupos y subgrupos de sujetos incluidos 
para el estudio de proteínas de señalización con grupos fosfato. Para más detalles ver tabla 3-5. 
Grupos y subgrupos Sexo Edad 

(años) 
PMD  
(horas) 

Opiáceos en 
sangre (µg/ml) 

Opiáceos en cabello  
(rango: ng/mg) 

Sujetos control 
  (n=21) 

15M/6F 35±2.1 22±2.8 Ninguno Ninguno 

Todos los adictos  
  (n=26) 

16M/10F 35±1.6 23±2.8 Mor (0.58±0.11) 
Met (0.75±0.19) 

 

   - Consumidores de corto  
        plazo (ST; n=11) 

9M/2F 34±2.6 23±3.8 Mor (0.67±0.17) 
Met (0.75±0.48) 

Ninguno 

   - Adictos crónicos  
       (LT; n=15) 

7M/8F 36±2.0 22±4.2 Mor (0.50±0.15) 
Met (0.75±0.19) 

MAM (0.2-20) 
Mor (0.2-5) 
Met (0.4-135) 

 
 

PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS DE CEREBRO 

Preparación rutinaria de muestras cerebrales para Western blotting: homogenado total 

En los experimentos rutinarios, las muestras procedentes de la corteza prefrontal de adictos y 

sujetos control (200-250 mg), así como las muestras de la corteza cerebral (175-225 mg) y del 

cuerpo estriado (caudado putamen + núcleo accumbens; 70-100 mg) de rata fueron 

preparadas para su análisis mediante Western blotting como ha sido descrito en otros trabajos 

(García-Fuster et al., 2007a). En resumen, las muestras fueron homogenizadas (PT10/35; 

Polytron) durante dos ciclos de 10 segundos en tampón de homogenización, conteniendo Tris-

HCl (50 mM, pH 6,8), SDS (2%),  EDTA (1 mM), y un cocktail de inhibidores de proteasas 

(1%) y otro de inhibidores de fosfatasas (1%) previamente enfriado a 4°C, y en una 

proporción 1:15 de peso/volumen. Posteriormente, las muestras fueron sonicadas por 

duplicado durante dos ciclos de 5 segundos y una alícuota fue recogida para analizar la 

concentración total de proteínas mediante el método del ácido bicinconínico (BCA, Protein 

Assay Reagent, Pierce Chemical Company, IL, EE UU). Todas las muestras fueron diluidas 

en tampón de homogenización para alcanzar una concentración de proteína total de 6 mg/ml. 

A continuación, se mezclaron volúmenes iguales de muestra y de tampón de electroforesis, 
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conteniendo Tris-HCl (100 mM, pH 6,8), SDS (3%), glicerol (20%), β-mercaptoetanol (5%) y 

azul de bromofenol (≈0.1%), alcanzando una concentración final de proteína total de 3 mg/ml. 

Finalmente, todas las muestras fueron hervidas durante 4 min a 95°C y congeladas a –20°C 

hasta su uso. 

Defosforilación enzimática de las muestras cerebrales 

La especificidad de los anticuerpos para reconocer formas fosforiladas (véase tabla 3) fue 

comprobada mediante la exposición de las muestras con fosfatasa alcalina de la mucosa 

intestinal de becerro (producto 79390, Sigma-Aldrich), como ha sido descrito anteriormente 

(Ferrer-Alcón et al., 2000). En esencia, una muestra de tejido cerebral de rata (60-100 mg de 

corteza o estriado) o corteza prefrontal humana [175 mg de un sujeto sano (mujer, 30 años, 

PMD 15 horas)] fue homogenizada en un tampón conteniendo 50 mM de Tris-HCl pH 6.8, 

2% SDS, 2 mM  MgCl2, y el cocktail de inhibidores de proteasas (1%), previamente enfriado 

a 4°C, y en una proporción 1:15 de peso/volumen. Una parte del homogenado total fue 

centrifugado a 40.000 × g y 4°C durante 15 min para la obtención de la fracción citosólica 

(sobrenadante). Alícuotas del homogenado total (TH) y del sobrenadante (citosol, S2) fueron 

incubadas en presencia (AP) o ausencia (C) de fosfatasa alcalina (236 unidades/ml) durante 1 

h a 37°C. Otras alícuotas (controles inhibidos, IC) conteniendo fosfatasa alcalina fueron 

incubadas además con pirofosfato de sodio (100 mM). Las reacciones en la muestras control y 

AP fueron paradas añadiendo pirofosfato de sodio (100 mM).  

Para todas las muestras, se mezclaron volúmenes iguales de homogenado cerebral y de 

tampón de electroforesis y, finalmente, fueron hervidas durante 4 min a 95°C y congeladas a 

–20°C hasta su uso. 

Ruptura físico-química de agregados proteícos e inducción de oligomerización de FADD 

En el procedimiento de disociación de oligómeros de p-FADD (116-92 kDa) para rendir 

formas monoméricas (23-20 kDa), la corteza cerebral de una rata, fue homogenizada (2 ciclos 

de 10 segundos) en un tampón previamente enfriado, conteniendo Tris-HCl (50 mM, pH 6,8), 

SDS (2%),  EDTA (1 mM), y un cocktail de inhibidores de proteasas (1%) y otro de 

inhibidores de fosfatasas (1%), y en una proporción 1:15 de peso/volumen. Posteriormente, 

alícuotas de esta muestra cerebral fueron incubadas (1 h a 37°C) en ausencia o presencia de 

ditiotreitol (DTT, 200 mM), seguido de 10 ciclos de congelación/descongelación (–70/37°C).  
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En otros experimentos, se indujo la auto-asociación de las formas monoméricas de p-Ser194 

FADD a formas oligomerizadas mediante su exposición con ión cobre (Cu2+), esencialmente 

como se ha documentado para otras proteínas (Biasini et al., 2008), con algunas 

modificaciones. Para ello, una muestra de la corteza prefrontal (100 mg) de un sujeto sano 

(mujer, 30 años, PMD 15 horas) fue homogenizada en un tampón conteniendo Tris-HCl (50 

mM, pH 6,8), SDS (2%), y el cocktail de inhibidores de proteasas (1%) y de fosfatasas (1%), 

previamente enfriado a 4°C, y en una proporción 1:15 de peso/volumen. La muestra fue 

sonicada y alícuotas de este homogenado total fueron incubadas (30 min a 30ºC) en presencia 

o ausencia de ión CuSO4 (100 µM, sulfato de cobre, Sigma-Aldrich). Se ha documentado que 

bajas concentraciones de ión Cu2+, tales como las empleadas en este estudio, no promueven la 

precipitación de proteínas (Linder y Goode, 1991). 

Tras las incubaciones (con DTT o CuSO4) una alícuota de cada muestra fue utilizada para la 

determinación de proteínas totales (BCA), y la concentración de todas las muestras fue 

ajustada a 6 mg/ml con el tampón de homogenización. A continuación, se mezclaron 

volúmenes iguales de muestra y de tampón de electroforesis, para obtener una concentración 

final de proteínas de 3 mg/ml y, finalmente, fueron hervidas durante 4 min a 95°C y 

congeladas a –20°C hasta su uso. 

Localización subcelular de las proteínas diana 

La localización subcelular de proteínas diana fue evaluada mediante el uso de un kit de 

extracción subcelular (Subcellular Proteome Extraction Kit, ProteoExtractTM, Calbiochem). 

Para estos experimentos se recogieron muestras de la corteza prefrontal de dos sujetos sanos 

(mujer, 30 años, PMD 15 horas; varón, 44 años, PMD 16 horas) para la comparación de 

substancia gris frente a substancia blanca. Además, con el objetivo de analizar el efecto de la 

adicción a opiáceos sobre la distribución subcelular de las proteínas de interés en este estudio, 

fueron substraídas muestras de la corteza prefrontal (100 mg) de un subgrupo de adictos LT 

representativos con sus respectivos controles (parejas 22, 23, 26, 31, 32; tabla 3-5). También 

se analizó el efecto de tratamientos con sufentanilo (15 µg/kg, s.c., 30 min), morfina (100 

mg/kg, i.p., 2 h), y SNC-80 (10 mg/kg, i.p., 30 min) sobre la localización subcelular de 

proteínas diana en cerebro de rata. 

Este método de extracción secuencial se basa en las diferencias de solubilidad de las proteínas 

localizadas en los distintos compartimentos subcelulares para rendir, de forma sucesiva, 

cuatro fracciones proteómicas enriquecidas en proteínas del citosol (F1), membranales y 
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orgánulos membranosos (F2), nucleares (F3) y citoesqueléticas (F4). La eficiencia y 

selectividad de este procedimiento de extracción ha sido documentada en cultivos celulares 

(Abdolzade-Bavil, et al., 2004) y en muestras de tejido cerebral (García-Fuster et al., 2007a). 

Además, en este estudio, la pureza de cada una de las fracciones subcelulares ha sido 

evaluada mediante la immunodetección de marcadores selectivos para cada uno de los 

compartimentos mencionados: statmina para F1 (Di Paolo et al., 1997); Fas (un receptor de 

membrana) para F2; el elemento de respuesta del cáncer de próstata-4 (PAR-4) para F3 

(Wang et al., 2006); y neurofilamento ligero de 68 kDa (NF-L) para F4. 

Preparación de muestras cerebrales para ensayos enzimáticos 

Muestras procedentes de la corteza cerebral de rata (aproximadamente 100 mg) fueron en 

primer lugar homogenizadas (PT10/35; Polytron) durante dos ciclos de 10 segundos en un 

tampón previamente enfriado a 4ºC (dilución 1:7.5 peso:volumen), conteniendo 10 mM de 

Tris-HCl pH 7.4, 5 mM EDTA, 7.5 mM de MgCl2, y un cocktail de inhibidores de proteasas 

(1%) y otro de fosfatasas (1%). A continuación, las muestras fueron centrifugadas (40000 × g, 

4°C durante 15 min), y el sobrenadante (fracción citosólica) recogido en tubos marcados. Una 

alícuota fue separada en este momento para realizar la determinación de la concentración de 

proteínas (BCA). El resto de la muestra cerebral fue congelada a -80ºC hasta su empleo en los 

ensayos enzimáticos. 

Preparación de muestras cerebrales para HPLC-ED 

Muestras procedentes del cuerpo estriado (caudado putamen + núcleo accumbens 50-60 mg) 

fueron homogenizadas durante 30 segundos en 1 ml de tampón previamente enfriado a 4ºC, 

conteniendo 0.01% de K2EDTA, 0.1% de metabisulfito de sodio (Na2S2O5) y 0.26 M de ácido 

perclórico (HClO4). A continuación, las muestras fueron centrifugadas (40000 × g, 4°C 

durante 15 min), y el sobrenadante (fracción citosólica) filtrado en jeringuillas con un filtro 

incorporado de 0.45 µm (Spartan-3, Sigma-Aldrich). La muestra cerebral fue finalmente 

congelada a -80ºC hasta su análisis mediante HPLC. 

Determinación de la concentración de proteínas 

Método del ácido bicinconínico (BCA) 

Mediante esta técnica es posible cuantificar la concentración de proteína total presente en una 

muestra biológica. Está basada en la reacción colorimétrica generada entre el cobre oxidado y 

el ácido bicinconínico (BCA; Smith et al., 1985). El ácido bicinconínico es un compuesto 
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capaz de formar un complejo púrpura intenso con iones Cu1+ en medio alcalino. Este reactivo 

forma la base de un método analítico capaz de monitorizar el ión cuproso producido en una 

reacción entre las proteínas con Cu2+ en medio alcalino, la reacción de Biuret, la cual se 

detalla a continuación:  

 

La estabilidad del reactivo y el cromóforo proporciona un método para la cuantificación de 

proteínas que es sencillo, rápido, muy sensible, y que muestra una gran tolerancia a 

compuestos que afectan a otros métodos. Este complejo de color púrpura emite un pico de luz 

a 562 nm y, dentro de un rango de concentraciones apropiado, la intensidad de la luz emitida 

es directamente proporcional a la concentración de proteína en la disolución. Por 

consiguiente, para conocer la concentración de proteína en una muestra incógnita es necesario 

generar, en primer lugar, una curva patrón con soluciones proteicas de concentración 

conocida para, posteriormente, poder extrapolar los valores.  

Para este método, la curva patrón fue fabricada mediante la dilución de una solución 

comercial de albúmina sérica bovina (BSA) de 2 mg/ml. Se obtuvieron 8 puntos (3 réplicas 

por punto) de contenidos proteicos comprendidos en el rango 5-70 µg en un volumen final de 

100 µl. Paralelamente, se añadieron 5 µl de cada muestra a 95 µl de agua. Cada muestra se 

analizó también por triplicado. Posteriormente se añadieron 2 ml de una mezcla apropiada de 

reactivos incluidos en el kit ("BCA Protein Assay Kit"; Pierce) a todas la muestras y se 

incubaron 30 min a 37ºC en constante agitación. Finalmente, las muestras fueron atemperadas 

durante 5 min y se leyó la absorbancia a λ = 562 nm en un espetrofotómetro (BioPhotometer; 

Eppendorf) frente a un blanco de reactivo. 

Método de precipitación de proteínas 

En el proceso de separación subcelular del tejido cerebral se emplean detergentes cuya 

presencia puede interferir en las técnicas clásicas de Lowry, Bradford o BCA. Para la 

determinación de la concentración proteica en estas muestras, se empleó un protocolo ("Non-

Interfering Protein AssayTM Kit"; Calbiochem) en el cual las proteínas son separadas del resto 

de substancias en solución mediante su precipitación. Tras la resuspensión de las proteínas, el 

procedimiento es muy similar otros métodos colorimétricos, incluyendo la fabricación de una 

curva patrón con BSA (rango 4-50 µg). Paralelamente, se mezclan 10 µl de cada muestra con 
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40 µl de agua (también por triplicado), y se añade a todos los tubos las cantidades apropiadas 

de cobre y mezcla de colorantes indicadas por el fabricante. A continuación, tras una 

incubación de 15 min a temperatura ambiente, se lee la absorbancia a λ = 460 nm. La 

peculiaridad de este método es que el colorante emite la luz cuando se encuentra unido al ión 

cobre. Las proteínas de las muestras secuestran los iones cobre y, por tanto, cuanto mayor es 

la concentración proteica, menor es la emisión de luz, tal y como se muestra en la siguiente 

reacción: 

 

Finalmente, la absorbancia de cada muestra se interpola con la medición de la densidad óptica 

obtenida con la curva patrón, hallando así la concentración de proteína en la muestra. 

 

DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS DIANA MEDIANTE TÉCNICAS 

INMUNOLÓGICAS (WESTERN BLOTTING) 

La detección y cuantificación de las proteínas de interés para este estudio se realizó mediante 

la técnica de Western blotting (WB), una técnica que se basa en el empleo de anticuerpos 

específicos dirigidos contra dianas proteicas. Esta técnica  consta de varios pasos: en primer 

lugar se realiza una separación electroforérica de la muestra biológica, en la cual las proteínas 

migran con una velocidad diferencial, en función de su peso molecular, a través de un gel de 

acrilamida; las proteínas que quedan atrapadas en el gel son posteriormente transferidas a una 

membrana, donde quedan inmovilizadas; estas membranas son incubadas con anticuerpos 

primarios, los cuales se fijan a las proteínas diana inmovilizadas en las membranas, por 

reconocimiento de la secuencia antigénica; del mismo modo, los anticuerpos secundarios, con 

los que se incuban finalmente las membranas, reconocen las cadenas pesadas de las 

inmunoglobulinas G (IgG) que componen los anticuerpos primarios fijados a las proteínas 

diana; los anticuerpos secundarios portan un trazador, el cual emite una señal de una 

intensidad que es cuantificada, y que además, es proporcional al número de anticuerpos 

fijados a las membranas, y por tanto, a la cantidad de la proteína diana en la muestra. El WB 

es una técnica semi-cuantitativa, por lo que siempre es necesario referir los efectos biológicos 
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a unas muestras control que son siempre cargadas en los mismos geles. Además, es un 

procedimiento que requiere de distintas formas de controles positivos y negativos. En 

resumen, el WB es una técnica sencilla, pero en la que surgen diversas complicaciones a lo 

largo de su desarrollo y, bien empleada, es posiblemente la herramienta más poderosa para el 

estudio y cuantificación de proteínas celulares in vivo. A continuación se detallan los pasos 

seguidos durante el empleo de la técnica de WB para la detección y cuantificación de 

proteínas cerebrales en el desarrollo de esta Tesis doctoral. 

Separación electroforética 

Todas las separaciones electroforéticas realizadas en este trabajo fueron elaboradas con geles 

desnaturalizantes y discontinuos de poliacrilamida (SDS-PAGE; "sodium dodecyl sulphate 

polyacrylamide gel electrophoresis"; Laemmli, 1970). Para ello se vertió entre los cristales del 

soporte 5 ml de un primer gel de separación ("running gel"), al 10 ó 12% (véase más adelante) 

de una solución comercial de acrilamida y bis-acrilamida (ProtoGel), 0.75 M Tris-Hcl pH 8.8, 

0.1% de SDS, 0.05% de APS, y 0.05% de TEMED. Inmediatamente después de cubrió 

cuidadosamente con agua y se permitió la polimerización a temperatura ambiente durante 45 

min. A continuación se retiró el agua y se añadió el gel concentrador ("stacking gel") al 4% de 

acrilamida, 166 mM Tris-Hcl pH 6.8, 0.1% de SDS, 0.2% de APS, y 0.08% de TEMED. 

Finalmente se introdujo un peine en el gel (todavía en estado líquido), y se permitió su 

polimerización durante otros 45 min. Para la preparación de estos geles, se emplearon 

soportes Mini-Protean® 3 Cell (minigeles de 6 × 8 cm, con 1 mm de grosor; Bio-Rad). En el 

gel concentrador se introdujeron peines de teflón de 1 mm de grosor, que formaron 15 

pocillos (cada uno de 30 µl de capacidad) donde se cargaron las muestras cerebrales. Es 

importante destacar que los geles de separación se elaboraron al 12% de acrilamida cuando el 

peso molecular de la proteína diana era inferior a 20 kDa; el resto proteínas fueron resueltas 

en geles al 10% de acrilamida. 

En experimentos rutinarios, volúmenes de muestra conteniendo 40 µg de proteína total (15 µg 

en los experimentos de distribución subcelular) fueron cargados en los pocillos elaborados en 

el gel de concentración. Junto a ellos fueron cargados, en el extremo izquierdo del gel, 5 µl de 

un estándar coloreado comercial ("Prestained SDS-PAGE Standards", Broad Range; Bio-

Rad), el cual permitió identificar la banda correspondiente a la proteína diana (de masa 

molecular aproximada conocida) a través del corrimiento de las proteínas presentes en el 

marcador (8 proteínas comprendidas en el rango ≈7-210 kDa). Además, es un útil control 
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positivo para la posterior transferencia, pues las bandas quedan visiblemente impresas en la 

membrana de nitrocelulosa. 

Una vez cargadas las muestras, las células Mini-Protean fueron rellenadas con el tampón de 

electroforesis, conteniendo 25 mM de Tris-HCl pH 8.6, 0.2 M de glicina, y 0.1% de SDS. 

Entre los electrodos fue aplicada una corriente eléctrica inicial de 80 V, mientras las muestras 

se apilaban en el gel de concentración. La corriente eléctrica promueve el desplazamiento 

vertical de las proteínas contenidas en las muestras cerebrales a través del gel. Una vez que 

las proteínas traspasaron al gel de separación, momento en el cual pueden distinguirse las 8 

bandas azules que componen el estándar, la corriente fue incrementada a 120 V hasta el final 

de la electroforesis. En el gel de separación, los poros formados por la poliacrilamida 

dificultan el avance de las proteínas presentes en las muestras cerebrales, de tal manera que 

las proteínas de menor tamaño corren con mayor velocidad que las de masa molecular 

elevada. Durante este procedimiento, el azul de bromofenol presente en las muestras se 

mueve con mayor facilidad a través del gel, formando un frente de banda que determina el 

punto más avanzado de la electroforesis. Cuando el frente de banda se escapó del gel de 

separación (aproximadamente 120-150 min) la electroforesis se dio por terminada. 

Electrotransferencia 

Para que las proteínas separadas (en función de su peso molecular) en el gel puedan ser 

inmunodetectadas, deben ser previamente transferidas a un soporte rígido. En este trabajo se 

emplearon membranas de nitrocelulosa con poros de 0.45 µm de diámetro (Protran, 

Schleicher y Schuell, Whatman). La transferencia se realizó según el procedimiento descrito 

por Towbin et al., 1979, aplicando un campo eléctrico perpendicular al plano del gel. Para 

ello, el gel fue colocado sobre la membrana de nitrocelulosa, sumergida en el tampón de 

transferencia, con el fin de evitar la inclusión de burbujas de aire entre el gel y la membrana, 

que pudieran impedir la correcta transferencia de proteínas. El binomio formado por gel y 

membrana fue flanqueado por tres capas de papel de cromatografía de 3 mm de grosor 

(Whatman), y una esponja de fibra de vidrio (Bio-Rad) a cada lado, y finalmente encerrado en 

un casete de transferencia (figura 3-5). Este sándwich se introdujo en su cubeta 

correspondiente, la cual se llenó del tampón de transferencia previamente enfriado a 4ºC, 

conteniendo 25 mM de Tris-HCl a pH 8.3, 0.19 M de glicina y 20% de metanol. Dentro de la 

cubeta se introdujo también un bloque de hielo y un imán que permitiera la agitación 

constante del tampón, con el fin de mantener la temperatura a 4ºC el mayor tiempo posible. A 
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continuación, la cubeta fue tapada y cubierta de hielo picado. Finalmente, el sándwich fue 

sometido a una corriente eléctrica constante de 110 V durante 150 min. En todo momento la 

temperatura de la transferencia fue controlada a través del amperaje del sistema. Por ejemplo, 

una transferencia normal de 2 geles con una única cubeta, en estas condiciones, comienza con 

0.17-0.21 A, y termina en un rango de 0.25-0.30 A. Cuando la temperatura se dispara, se 

detecta un incremento rápido del amperaje. En estos casos, el tampón de transferencia es 

sustituido por otro previamente enfriado. 

 

 
Figura 3-5. Preparación 
del sándwich de 
transferencia, incluyendo 
la esponja de fibra de 
vidrio,  el papel de 
cromatografía Whatman 
de 3 mm, el gel de 
poliacrilamida (PA) 
conteniendo las proteínas 
y el marcador molecular, 
y la membrana de 
nitrocelulosa (NC). 

 

Incubación con anticuerpos: immunoblotting 

Una vez terminada la transferencia, el sándwich fue desmontado y las membranas de 

nitrocelulosa, ahora conteniendo las proteínas de las muestras cerebrales, fueron retiradas. En 

este momento se comprobó la correcta transferencia de las proteínas mediante la observación 

del aspecto de los marcadores moleculares. Las membranas correctamente transferidas fueron 

lavadas con tres baños de 5 min en tampón fosfato salino pH 7.2 (PBS; 137 mM de NaCl, 2.7 

mM KCl, 12 mM de Na2HPO4, y 1.38 mM de KH2PO4), si la proteína diana no era 

fosforilada, o en tampón Tris salino pH 7.6 (TBS; 20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl), si la 

proteína diana era fosforilada. A continuación, las membranas se incubaron durante 1 hora en 

solución bloqueadora, conteniendo 5% de leche desnatada en polvo y 0.1% de Tween-20 en 

PBS (para proteínas totales) o TBS (para proteínas fosforiladas). El bloqueo de las 

membranas previene la fijación de los anticuerpos primarios y secundarios a sitios 

inespecíficos de la membrana, reduciendo el ruido de fondo (background). Una vez 

bloqueadas, las membranas fueron nuevamente lavadas en PBS/TBS por triplicado y, 

posteriormente, incubadas durante toda la noche en presencia del anticuerpo primario 

contenido en la solución bloqueadora correspondiente, a una dilución apropiada para cada 
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anticuerpo (véase tabla 3-2). Tras 3 nuevos lavados de 5 min en PBS/TBS, las membranas 

fueron expuestas, durante 1 h a temperatura ambiente, al anticuerpo secundario (anti-IgG de 

conejo, ratón o cabra, ligado a peroxidasa de rábano) en solución bloqueadora a una dilución 

de 1:5000. Antes de su revelado, las membranas fueron nuevamente bañadas 3 veces en 

PBS/TBS. 

Sistema de detección por quimioluminescencia 

La inmunorreactividad de las proteínas fue detectada con un sistema de quimioluminiscencia 

amplificada (ECL, Amersham). Los anticuerpos secundarios se encuentran conjugados con 

peroxidasa de rábano (Ab-HRP), la cual, en presencia de peróxido de hidrógeno, cataliza la 

reacción luminescente de oxidación del luminol (figura 3-6A). 

A 

 
B 

 
 

 
Figura 3-6. (A) Reacción de 
emisión de luz del luminol 
en combinación con el 
peróxido de hidrógeno 
catalizada por la peroxidasa 
(B) Detección de proteínas 
por quimioluminescencia 
utilizando el sistema ECL. 
La peroxidasa de rábano 
(HRP) conjugada con el 
anticuerpo (Ab) secundario 
cataliza la oxidación del 
luminol, y la luz emitida 
queda impresa en la película 
fotográfica (Hyperfilm 
ECL). 
 
 

Cada membrana fue incubada 2 min en 10 ml de una mezcla proporcional de los reactivos A y 

B de este kit. Seguidamente, las membranas fueron secadas en papel absorbente, plastificadas 

en un film transparente de polietileno, y encerradas en casetes de exposición membrana-

película (HypercassetteTM; Amersham). A continuación, en un cuarto oscuro, se introdujo una 

película fotográfica sensible a la luz (autorradiogramas; Hyperfilm ECLTM; Amersham) en el 

casete junto a las membranas. En estas condiciones, la luz emitida por la reacción de 

oxidación del luminol incide sobre la película, quedando impresa a la altura en la cual los 

anticuerpos primario y secundario han quedado fijados a las proteínas diana, inmovilizadas en 

la membrana de nitrocelulosa (figura 3-6). El tiempo de exposición del film a las membranas 

es muy variable (1-60 min), y depende de la calidad y cantidad del anticuerpo empleado, así 
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como de la concentración de la proteína diana en la muestra cerebral. Tras la exposición, el 

film fue sumergido en el liquido revelador durante un minuto, lavado con agua, y nuevamente 

sumergido en el líquido fijador durante otro minuto más, obteniendo así un autorradiograma 

con las impresiones lumínicas de las bandas inmunorreactivas. En cada experimento se 

realizaron varias exposiciones con el objetivo de obtener una señal en la que las posibles 

variaciones en los contenidos proteicos se hallaran en un rango lineal de intensidades. 

Cuantificación de las proteínas diana 

Los autorradiogramas fueron escaneados con un densitómetro (GS-800 Calibrated 

Densitometer; Bio-Rad). El software que controla este densitómetro (Quantity One; Bio-Rad) 

permitió el cálculo del peso molecular de las bandas inmunodetectadas, usando como 

referencia las bandas trazadas por el marcador molecular. Una vez seleccionada la banda 

inmunorreactiva perteneciente a la proteína diana, la densidad óptica (IOD, “integrated optical 

density”) de la huella lumínica correspondiente a cada una de las muestras cargadas en el 

mismo gel fue cuantificada mediante el uso de este software. La IOD, no obstante, es una 

unidad de medida arbitraria, no absoluta. Por tanto, todos los cálculos de variación en los 

contenidos proteicos fueron realizados en comparación a muestras control cargadas en los 

mismos geles. Puesto que los diseños experimentales concernientes a modelos animales o 

estudios en cerebro humano son diferentes, la forma de cuantificar los geles se modificó 

respondiendo a la exigencia de cada diseño. 

Cuantificación en cerebro de rata 

En un autorradiograma dado, se calculó el promedio de las IODs de las muestras cerebrales 

correspondientes a las ratas del grupo control. En cada gel fueron cargadas al menos tres 

muestras control, obteniendo así un promedio representativo y fiable. A continuación, se 

calculó el porcentaje de variación de cada IOD perteneciente a cada una de las muestras 

cargadas en dicho gel con respecto a este promedio. Cada muestra fue cargada en al menos 

tres geles distintos, alternando las muestras control de unos geles a otros, evitando de este 

modo un posible sesgo. Posteriormente, se calculó, para cada muestra, el promedio de los 

porcentajes obtenidos en cada uno de los geles donde fue cargada. Este promedio fue 

considerado como una estimación final para cada muestra. Finalmente, se calculó el promedio 

y el error estándar de los valores finales de las ratas pertenecientes a un grupo determinado, 

obteniendo un valor porcentual de cada grupo experimental para la proteína diana en la región 
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cerebral estudiada. En la figura 3-7 se representa un experimento sin definir, analizando los 

datos según lo descrito. 

 
Figura 3-7. Representación de un experimento indefinido del efecto de los Fármacos F y S sobre el 
contenido cortical de la proteína P, e interacción entre ambos. Grupos de ratas (n = 5) fueron tratadas con 
los fármacos F (F1-5; F mg/kg, s.c., 30 min), o S (S1-5; S mg/kg, i.p., 90 min). Otro grupo de animales (I; 
n = 5) recibió las mismas dosis del Fármaco S y, 60 min más tarde, el Fármaco F. Las ratas pertenecientes 
al grupo control (C1-5; n = 5) recibieron, paralelamente, sendas inyecciones de vehículo (1 ml/kg) por las 
mismas vías de administración. Las ratas fueron sacrificadas en los tiempos indicados por decapitación, y 
las muestras cerebrales preparadas para su análisis mediante Western blotting con anticuerpos específicos 
contra la proteína P. En la tabla inferior se representa el análisis de los autorradiogramas, mostrados en el 
panel superior izquierdo. La gráfica superior derecha refleja que el Fármaco F incrementa (58±6%) el 
contenido de la proteína P en la corteza cerebral de rata, mientras que el Fármaco S no parece alterarla. El 
tratamiento previo con el Fármaco S no alteró el incremento inducido por el Fármaco F (51±10%). 
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Cuantificación en cerebro humano 

Para el estudio de proteínas corticales en cerebro humano se escogió (a priori) un diseño 

experimental por pares, en el cual uno (ST o LT), dos (ST y LT) o tres (ST y dos LT) adictos 

fueron emparejados con uno o dos sujetos control. Los criterios de emparejamiento de sujetos 

han sido justificados en la sección anterior. En un experimento dado, la muestra cerebral de 

un adicto fue cargada en el mismo gel, junto a aquélla del sujeto control con quien fue 

emparejado. En el autorradiograma, la IOD medida en el sujeto control fue tomada como el 

valor 100% y, frente a éste, se calculó el porcentaje de variación de la IOD correspondiente al 

adicto. Para cada una de las proteínas estudiadas, cada pareja de sujetos fue evaluada en al 

menos tres geles distintos. La estimación final para cada uno de los adictos fue obtenida 

calculado el promedio de los valores resultantes en cada uno de los geles en los que fue 

analizada la muestra cerebral. Con estos datos, se calculó finalmente el promedio de cada uno 

de los grupos y subgrupos de adictos y, consecuentemente, éstos fueron comparados frente a 

un valor hipotético del 100% (véase más adelante). 

Reciclaje de las membranas (stripping) y normalización 

Después de un primer uso, las membranas de nitrocelulosa permiten su reciclaje para detectar 

y cuantificar otras proteínas utilizando nuevos anticuerpos. Este método ("stripping") fue 

empleado de forma rutinaria después de cada experimento como control negativo, para 

comprobar que los posibles efectos farmacológicos observados no fueron consecuencia de 

errores en la carga de las muestras cerebrales en los geles.  En este procedimiento es preciso 

seleccionar una proteína control (housekeeping) que permanezca inalterada tras los diferentes 

tratamientos farmacológicos. De forma rutinaria, se cuantificó el contenido de β-actina o, en 

el caso de enzimas activados por fosforilación, la forma total de la proteína.  

Para ello, las membranas fueron rehidratadas en PBS durante una hora a temperatura 

ambiente. A continuación, se eliminaron los anticuerpos adheridos incubando las membranas 

(30 min a 50ºC) en un tampón (stripping buffer) compuesto por Tris-HCl (62.5 mM), SDS 

(2%) y β-mercaptoetanol (100 mM). Tras 6 lavados de 10 min en PBS, las membranas fueron 

de nuevo incubadas (1h a temperatura ambiente) en la solución bloqueadora y, a 

continuación, expuestas al anticuerpo primario durante toda la noche.  El procedimiento 

continuó según el protocolo anteriormente descrito. 
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La normalización de una proteína diana consiste en calcular el cociente entre la IOD de dicha 

proteína y la obtenida tras el stripping con la proteína housekeeping para la misma muestra en 

el mismo gel. El valor resultante es posteriormente analizado como se ha descrito en el punto 

anterior. En este trabajo, cuando las IODs de la bandas inmunorreactivas fueron normalizadas 

por la IOD de la β-actina correspondiente a la misma carga, se obtuvieron resultados muy 

similares. Aunque se ha demostrado que el contenido de β-actina no se encuentra modulado 

tras un tratamiento crónico de morfina en modelos animales (Ammon et al., 2003), otros 

estudios han documentado la alteración de distintas proteínas del citoesqueleto tras la 

exposición a morfina (Ferrer-Alcón et al., 2003; Marie-Claire et al., 2004; Morón et al., 

2007). Además, se ha observado que algunas de las proteínas usualmente utilizadas como 

controles de carga en Northern y Western blotting, (p. ej. gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa y β-actina) sufrieron modulaciones muy marcadas en el cerebro de ratas 

sometidas a estrés agudo y crónico (Derks et al., 2008). Por ello, en este trabajo los resultados 

son presentados sin la normalización por β-actina. 

Caracterización de anticuerpos en tejido cerebral 

El WB es, posiblemente, la mejor técnica para cuantificar cambios en los contenidos de 

proteínas celulares. Particularmente, en tejido cerebral, ha sido empleada para cuantificar 

cambios en la expresión proteica, actividad enzimática, monitorización de muerte celular, 

localización subcelular y translocación, etc. No obstante, la fiabilidad de los resultados 

obtenidos mediante WB depende absolutamente de la calidad de las herramientas utilizadas, 

es decir, de los anticuerpos. La producción de anticuerpos específicos contra dianas proteicas 

es un procedimiento muy estandarizado que se ha convertido en un dominio casi exclusivo de 

las casas comerciales, debido al interés económico que suscitan las técnicas inmunológicas. A 

pesar de la validación que realizan de sus anticuerpos, en la mayoría de casos nunca son 

testados en tejido animal por el fabricante. Estas validaciones suelen consistir en una serie de 

controles positivos y negativos empleando cultivos celulares (normalmente líneas establecidas 

o células tumorales), con los que se obtienen muestras muy homogéneas en las que apenas se 

encuentra reactividad cruzada o reconocimientos inespecíficos. Durante la última década, ha 

habido una explosión de publicaciones en neurociencia empleando WB u otras técnicas 

inmunológicas. Muchas de ellas han sido tema de profundo debate por la controversia de sus 

resultados, y (en ocasiones) la carencia de los controles necesarios para caracterizar los 

anticuerpos empleados, de tal manera que han sido sugeridas ciertas recomendaciones a la 

hora de trabajar con estas herramientas, con el fin de estandarizar, optimizar y, en definitiva, 
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dar mayor credibilidad a estos estudios. Así pues, se propone realizar, para cada anticuerpo 

empleado en el estudio, los siguientes controles básicos (véase Saper y Sawchenko, 2003): 

• El primero y más determinante ("gold standard"), consiste en testar el anticuerpo en el 

cerebro de ratones knock out (KO) para la proteína diana. Si el anticuerpo se une de 

manera específica a la muestra, debe ser descartado. Evidentemente, esto no es siempre 

posible, y tampoco es definitivo. 

• Comprobar que el peso molecular de la banda inmunorreactiva coincide con la masa 

teórica de la proteína estudiada. 

• Igualmente importante es realizar un test de absorción, en el cual se preincuba el 

anticuerpo primario con el antígeno, de tal manera que se bloquea la reactividad de las 

bandas reconocidas por la región específica del anticuerpo. La señal resultante tras la 

absorción del anticuerpo primario corresponde a bandas inespecíficas, las cuales deben ser 

descartadas. La señal de las bandas bloqueadas corresponde al antígeno, aunque no se 

puede descartar la reactividad cruzada, es decir, antígenos de secuencia similar que son 

igualmente reconocidas por la región específica del anticuerpo primario. 

• Paralelamente, la omisión del anticuerpo primario es útil para reconocer lugares de fijación 

del secundario, que pueden dar lugar a una señal equivocada. 

• En cualquier caso, la secuencia del antígeno empleado para inmunizar al huésped debe ser 

siempre facilitada y, en el caso de los anticuerpos policlonales, también el lote empleado, 

pues cada anti-suero policlonal corresponde a un solo huésped y, por tanto es único e 

irrepetible. 

 
Aunque estas directrices (Saper y Sawchenko, 2003) están orientadas más bien para 

inmunohistoquímica, también deben ser aplicadas al WB. Además, en WB pueden ser 

empleados otros controles adicionales. Por ejemplo, el uso de proteínas recombinantes 

purificadas cargadas junto a las muestras, la defosforilación enzimática de la muestra cerebral 

con fosfatasas (si el anticuerpo tiene como diana una proteína fosforilada), etc. En el 

desarrollo de esta Tesis doctoral se hizo un especial énfasis en caracterizar los anticuerpos 

contra FADD y su forma fosforilada en la serina 191/194 (p-FADD), puesto que la 

inmunodetección de formas agregadas (dímeros u oligómeros) en geles desnaturalizantes ha 

sido muy discutida. No obstante, hoy es ampliamente reconocida la existencia de formas 

agregadas resistentes a SDS, β-mercaptoetanol u otros agentes desnaturalizantes. Además, el 

hecho de que la ablación genética de FADD sea letal en ratones (Yeh et al., 1998), 
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imposibilita realizar el control más determinante para caracterizar los anticuerpos contra esta 

proteína. La caracterización de algunos anticuerpos contra FADD en cerebro de rata, ratón y 

humano ha sido descrita anteriormente (García-Fuster et al., 2007a). A continuación se 

describen los controles realizados para la inmunodetección de monómeros y oligómeros de p-

FADD (y otras proteínas) en muestras cerebrales. 

Inmunodetección de FADD y p-Ser191/194 FADD en cerebro de rata, ratón y humano 

Una de las críticas más comunes a la técnica de WB es la detección de proteínas diana en 

muestras tisulares de una especie empleando anticuerpos dirigidos contra la secuencia de la 

misma diana, pero cuyo origen corresponde a otra especie distinta. En el caso del p-FADD, 

no existen actualmente anticuerpos comerciales dirigidos contra la secuencia de rata. Además, 

aunque se conoce que en humano, FADD es fosforilado en la Ser194 por la CK1α y, en ratón, 

en su homóloga, la Ser191, la posición de fosforilación en el FADD de rata todavía no ha sido 

descrita. No obstante, las secuencias murina, de rata y humana de FADD presentan alta 

homología, y se ha sugerido que el FADD de rata también podría ser fosforilado en la Ser194 

(figura 3-8; Zhang et al., 2004). En cualquier caso, las secuencias que flanquean a la 

Ser191/194 son prácticamente idénticas en las tres especies, y la habilidad de un anticuerpo 

dirigido contra esa secuencia proteica de cualquiera de las tres especies, esperablemente, 

reconocerá de forma específica la diana en las muestras tisulares de las otras dos.  

 

Figura 3-8. Alineamiento de las 
secuencias de FADD de 7 especies 
diferentes. Entre el FADD de rata y ratón 
existe un 87% de identidad de la 
secuencia, y un 97% de similaritud entre 
aminoácidos. Entre la rata y el humano, 
estas cifras son del 68% y el 82%, 
respectivamente. Los dominios 
funcionales (DED: "Death Effector 
Domain"; y DD: "Death Domain") se 
encuentran altamente conservados entre 
las distintas especies. Los aminoácidos 
especialmente conservados han sido 
sombreados. Además, las serinas 
conservadas en las cuatro especies de 
mamíferos susceptibles de ser 
fosforiladas (en el ratón Ser187, Ser191 y 
Ser202) se han marcado con un asterisco. 
Tomado de Zhang et al., 2004. 
 

En este trabajo se evaluó la capacidad de reconocimiento de p-FADD en muestras corticales 

de rata, ratón y humano, de un anticuerpo dirigido contra un péptido conteniendo la p-Ser191 

del FADD murino (arbitrariamente denominado Ab I; figura 3-9A), y otro dirigido contra el 
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péptido albergando la p-Ser194 del FADD humano (Ab II; figura 3-9B). El patrón de marcaje 

fue similar en las tres especies. Ambos anticuerpos reconocieron en rata, ratón y humano las 

formas oligoméricas (≈116 kDa) de p-FADD. En cambio, la forma monomérica (≈20-23 kDa) 

fue reconocida exclusivamente por el Ab II, de forma débil en cerebro de roedores y más 

marcadamente en el humano. 

De forma paralela, estas mismas muestras fueron marcadas con anticuerpos dirigidos contra la 

forma total de FADD de origen humano (Ab H181; figura 3-9C) y de rata (Clone 28; figura 3-

9D). Ambos reconocieron principalmente la forma dimérica de FADD (≈55 kDa), como ha 

sido descrito anteriormente (García-Fuster et al., 2007a), aunque, tras exposiciones 

prolongadas, ambos anticuerpos marcaron también la forma oligomérica. 

 
 
Figura 3-9. Inmunodetección de (A-B) p-FADD y (C-D) FADD en muestras corticales de rata 
(RB) ratón (MB) y humano (HB). Para más información véase tabla 3-2 y artículo I, figura 2. 
 
 

Inmunodetección de una proteína recombinante de FADD 

Una proteína recombinante de FADD de origen humano fue empleada para caracterizar la 

especificidad de reconocimiento de los anticuerpos contra FADD y p-FADD. Como era 

esperado, mientras que el anticuerpo contra la forma total reconoció la proteína recombinante 

mediante WB, el anticuerpo fosfo-específico fue incapaz de fijarse a esta proteína (figura 3-

10). Lo más sorprendente de este experimento fue la inmunodetección de las formas 

oligoméricas de FADD (≈92 y 116 kDa), lo que demuestra la habilidad de FADD de 

autoasociarse in vitro, incluso en presencia de SDS y β-mercaptoetanol. 
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Figura 3-10. Inmunode-
tección de una proteína 
recombinante de FADD 
con dos anticuerpos 
dirigidos contra la forma 
total de la proteína (Ab 
H-181 y AAP; panel 
izquierdo y central, 
respectivamente), y 
ausencia de señal cuando 
se empleó un anticuerpo 
fosfo-específico (Ab I; 
panel derecho). Véase 
artículo I, figura 2. 

 
Defosforilación enzimática de las muestras cerebrales 

Un método sencillo y elegante para demostrar la especificidad de un anticuerpo por una forma 

fosforilada de la proteína diana, es la incubación previa de la muestra biológica con una 

fosfatasa inespecífica, de tal manera que los grupos fosfato incorporados a las proteínas son 

todos hidrolizados. Si la señal correspondiente a la presunta banda fosfo-específica es 

entonces atenuada o borrada del autorradiograma, puede entonces afirmarse que el anticuerpo 

reconoce de manera específica a la proteína fosforilada. 

En este trabajo la especificidad de los anticuerpos fosfo-específicos fue testada incubando las 

muestras cerebrales en ausencia (C) o presencia (AP) de fosfatasa alcalina como se ha 

descrito anteriormente. Además, en otro grupo de muestras, la fosfatasa fue preincubada con 

un exceso de pirofosfato de sodio, sirviendo como control inhibido (IC). 

En presencia de fosfatasa alcalina se eliminó total (95%-99%; Ab II y Ab III) o parcialmente 

(60%; Ab I) la señal de las formas oligoméricas de p-FADD, tanto en cerebro de rata como en 

el humano (figura 3-11). Asimismo, los anticuerpos capaces de detectar la forma monomérica 

en rata (Ab II) y humano (Ab II y Ab IV), también mostraron plena sensibilidad a la 

defosforilación enzimática. Además, la fosfatasa alcalina fue sensible a la presencia de 

pirofosfato de sodio, el cual bloqueó completamente su actividad fosfatasa sobre las formas 

de p-FADD. Cabe mencionar que la presencia de fosfatasa alcalina no alteró la 

inmunodensidad de β-actina, la cual se empleó como control de carga (figura 3-11). 

La fosfo-especificidad de otros anticuerpos empleados en este trabajo (p-Thr183/Tyr185 

JNK1/2, p-Thr180/Tyr182 p38, p-Ser473 Akt1 y p-Ser116 PEA-15) también fue demostrada 

(figura 3-12). Del mismo modo que ocurría para la β-actina, la inmunorreactividad de las 



A. Ramos Miguel 114 

formas totales de estas proteínas no se encontró modulada por la presencia de la fosfatasa. La 

capacidad de los anticuerpos contra p-Thr202/Tyr204 ERK1/2 para reconocer 

específicamente las formas fosforiladas del enzima ya ha sido documentada (Ferrer-Alcón et 

al., 2004). 

 
 

 

 
Figura 3-11. Efecto de la defosforilación enzimática en 
ausencia (C; control), o presencia de fosfatasa alcalina sola 
(AP), o preincubada con pirofosfato de sodio en exceso (IC; 
control inhibido), sobre la inmunodensidad de las formas  
oligoméricas (116-92 kDa) y monoméricas (23-20 kDa) de p-
FADD con anticuerpos específicos (Ab I-IV; ver tabla 3-2), en 
muestras cerebrales de rata y humano. Las membranas fueron 
recicldas para su incubación con β-actina como control 
negativo. Véase artículo I, figura 1, y artículo III, figura 1. 
 
 
 
 
 
Figura 3-12. Efecto de la defosforilación enzimática en 
ausencia (C; control), o presencia de fosfatasa alcalina sola 
(AP), o preincubada con pirofosfato de sodio en exceso (IC; 
control inhibido), sobre la inmunodensidad de (por orden de 
arriba a abajo) p-Thr183/Tyr185 (p-)JNK1/2, p-Thr180/Tyr182 
(p-)p38, p-Ser473 Akt1, y p-Ser116 PEA-15, en la corteza 
cerebral de rata. Las membranas fueron recicladas para su 
incubación con los anticuerpos dirigidos contra las respectivas 
formas totales como control negativo. 

 
En muestras cerebrales de rata y humano, los anticuerpos contra p-JNK y JNK total, 

reaccionaron con dos de las tres isoformas de la proteína. Así, JNK1 fue reconocida como una 

banda a 46 kDa (p46 JNK), mientras que otra banda expresada a 54 kDa fue identificada 
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como JNK2 (p54 JNK) (véase Kuan et al., 1999, 2003 para la identificación de JNK1/2/3 en 

cerebro de ratón). 

Disociación de formas agregadas e inducción de oligomerización de FADD 

La autoasociación de FADD es un fenómeno relevante en la señalización apoptótica y no 

apoptótica del receptor Fas. Como se ha comentado, las formas oligoméricas de esta proteína 

son resistentes a SDS y β-mercaptoetanol, y la autoasociación puede ocurrir en condiciones 

desnaturalizantes. La autoasociación de FADD es producida por la formación de uniones 

homotípicas a través del motivo RXDLL presente en los dominios efectores de muerte 

(Muppidi et al., 2006). No obstante, la secuencia de FADD presenta tres cisteínas que pueden 

participar en la estabilización de los homómeros. Para comprobar si existe un equilibrio 

dinámico entre las formas monoméricas y agregadas (dímeros/trímeros/oligómeros) de FADD 

y p-FADD inmunodetectadas en los WB, se indujo la ruptura de las formas agregadas 

mediante ciclos de congelación y descongelación en presencia de DTT (agente reductor). Este 

tratamiento físico-químico de las muestras cerebrales de rata indujo una reducción (20-45%) 

de las formas oligoméricas de p-FADD, que se tradujo en un incremento de las formas 

monoméricas (120-150%) (figura 3-13). 

 
 

Figura 3-13. Inmunodetección de oligómeros de p-FADD 
(Control; muestras procedentes de tres ratas distintas) en 
la corteza cerebral de rata con anticuerpos específicos (Ab 
I y Ab II) e inducción de su desagregación mediante el 
sometimiento de las muestras a ciclos de congelación y 
descongelación en presencia de ditiotreitol (DTT; 200 
mM; muestras procedentes de tres ratas distintas). El 
procesamiento de las muestras no indujo alteración en la 
inmunodensidad de β-actina, que fue empleada como 
control de carga. Véase artículo I, figura 1 

 
Figura 3-14. Efecto de la exposición de 
muestras corticales humanas a Cu2+ (100 
µM) sobre la inmunorreactividad de las 
formas monomérica y oligoméricas de 
p-FADD (Ab II) y la forma dimérica de 
FADD (Ab H-181). El Cu2+ no indujo 
alteración en la inmunodensidad de β-
actina, que fue empleada como control 
de carga. Véase artículo III, figura 1 
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Por otra parte se indujo la autoasociación de FADD mediante la incubación de muestras 

corticales humanas con sulfato de cobre. Una concentración de Cu2+ como la empleada en el 

estudio (100 µM) no promueve la precipitación de proteínas y es capaz de inducir la 

agregación proteica (Linder y Goode, 1991; Biasini et al., 2008). La presencia de Cu2+ en las 

muestras cerebrales disminuyó la inmunodensidad de la forma monomérica de p-FADD (12-

64%), e incremento las formas oligoméricas (3-44%) y dimérica/trimérica (18-47%) de 

FADD (figura 3-14). Estos ensayos sugieren la existencia de un intercambio entre las formas 

monomérica y agregada de FADD, apoyando la bondad de los anticuerpos empleados en este 

estudio para reconocer dímeros y/o oligómeros de esta proteína. 

Preabsorción de anticuerpos contra p-FADD y CK1α 

Con el objetivo de comprobar la selectividad de las bandas detectadas por los anticuerpos 

contra p-FADD (Ab II y Ab IV) y CK1α en las muestras cerebrales, éstos fueron previamente 

incubados (2 h a temperatura ambiente) en ausencia ("untreated") o en exceso ("preabsorbed"; 

dilución 1:200; 5 veces la concentración del anticuerpo) de su péptido de bloqueo (antígeno), 

diluidos en solución bloqueadora. En este antisuero fueron incubadas posteriormente las 

membranas bajo las mismas condiciones anteriormente citadas. Los autorradiogramas reflejan 

que la banda de 23 kDa (monomérica) y las de 92-116 kDa (oligoméricas) son reconocidas 

por la región específica de los anticuerpos empleados para este trabajo (figura 3-15). 

Asimismo, el anticuerpo contra la CK1α, reconoció dos bandas de masas moleculares muy 

cercanas (≈37-40 kDa), correspondientes a dos isoformas de la proteína (CK1α y  

CK1αL, respectivamente) descritas anteriormente en otros trabajos (Zhang et al., 1996). 

 
Figura 3-15. Autorradiogramas mostrando la especificidad de reconocimiento de los anticuerpos 
contra p-FADD (Ab II y Ab IV) y CK1α, en la corteza cerebral de humano (HB; p-FADD), rata 
(RB) y ratón (MB) (CK1α). Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo en ausencia 
("Untreated Ab") o presencia ("Preabsorbed Ab") del péptido de bloqueo en exceso. La presencia 
de fosfatasa alcalina (AP) eliminó la señal de las formas monomérica y oligomérica de p-FADD. 



Materiales y Métodos 117 

Inmunodetección de alteraciones funcionales 

Cuando dos anticuerpos específicos contra la misma diana proteica son capaces de detectar 

alteraciones en la misma dirección y magnitud ante el mismo estímulo, representa una prueba 

muy fiable de que: (1) ambos anticuerpos reconocen la misma diana proteica para los cuales 

son específicos; y (2) el efecto del estímulo sobre la diana proteica existe. 

En un experimento piloto, grupos de ratas recibieron una única inyección de salino (control; 1 

ml/kg; n = 6) o fentanilo (100 µg/kg, s.c., n = 6), y fueron sacrificadas a los 15 min. El 

análisis de las muestras corticales mediante WB con tres anticuerpos específicos contra p-

Ser191/194 FADD (Ab I, Ab II y Ab III) reveló que el fentanilo indujo un incremento en la 

inmunodensidad de la forma oligomérica (116 kDa) de p-FADD (51±2%, 36±5% y 44±7%, 

respectivamente). 

 

Figura 3-16. Efecto agudo de la 
administración de fentanilo sobre el 
contenido de la forma oligomérica de 
p-FADD (116 kDa) en al corteza 
cerebral de rata, medido con 3 
anticuerpos específicos distintos (Ab 
I, Ab II y Ab III). Grupos de ratas 
fueron tratados con salino (C; 1ml/kg; 
n = 6) o fentanilo (F; 100 µg/kg, s.c., 
15 min; n = 6). Las columnas reflejan 
el promedio ± el error estándar del 
porcentaje de variación frente al 
grupo control de n animales por 
grupo, con al menos 3 repeticiones 
por rata. *p < 0.01, **p < 0.001 vs. 
control (test t de Student). En la parte 
inferior se muestran inmunoblots 
representativos del efecto del 
fentanilo sobre el oligómero de p-
FADD medido con 3 anticuerpos 
específicos distintos. El tratamiento 
no alteró el contenido de β-actina, que 
fue empleada como control de carga. 
Véase artículo I, figura 3. 

 

Cuantificación de las modulaciones de p-FADD en cerebro de rata y humano 

En resumen, los anticuerpos contra p-Ser191/194 FADD reconocieron formas oligoméricas 

(resistentes a SDS y β-mercaptoetanol) de esta proteína multifuncional a 116 y 92 kDa en 

cerebro de rata, ratón y humano. Por el contrario, la forma monomérica pudo ser únicamente 

detectada con un anticuerpo (Ab II) en cerebro de rata o dos (Ab II y Ab IV) en el humano. 

Estas formas de p-FADD fueron sensibles a la defosforilación enzimática, y la ruptura físico-
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química de los agregados proteicos presentes en las muestras cerebrales indujo una reducción 

de las formas oligoméricas y un paralelo incremento de las monoméricas de p-FADD. 

Además, la presencia de ión cobre promovió la autoasociación de FADD. Finalmente, tres 

anticuerpos distintos detectaron incrementos de las formas oligoméricas de p-FADD de una 

magnitud muy similar en la corteza cerebral de ratas tras la administración de un fármaco 

opioide. Con estos datos preliminares, en los siguientes experimentos que conforman esta 

Tesis doctoral, fueron seleccionados el Ab I para la cuantificación de los efectos 

farmacológicos sobre las formas oligoméricas de p-FADD el en cerebro de rata, y el Ab II en 

la medición de las formas monoméricas; por contra, en cerebro humano, el Ab II fue 

empleado para la detección y cuantificación de ambas formas de p-FADD. 

La caracterización en células y tejido cerebral de otros de los anticuerpos empleados para este 

estudio (Fas, FADD, caspasas-3/8, Bax, MAPK, p-Ser116 PEA-15) ha sido previamente 

documentada (Dargusch et al., 2001; Ferrer-Alcón et al., 2004; Renganathan et al., 2005; 

García-Fuster et al., 2003, 2004, 2007a).  

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA CK1α  

Los experimentos en los que se midió la actividad enzimática de la CK1α fueron realizados 

en el Laboratorio de Biología Celular e Inmunología del Centro de Biología Molecular Severo 

Ochoa (UAM-CSIC), por gentileza del Dr. Federico Mayor, y bajo la supervisión de la Dra. 

Catalina Ribas.  

La actividad enzimática específica de la CK1α en preparaciones citosólicas de la corteza 

cerebral de ratas control y tratadas con sufentanilo (15 µg/kg, s.c., 30 min) se analizó 

mediante la incubación de las muestras corticales con ATP radiactivo ([γ-32P]ATP) como ha 

sido descrito en otros trabajos (Murga et al., 1996) con algunas modificaciones. En esta 

técnica, el fósforo radiactivo [γ-32P] del ATP es incorporado a un substrato específico para la 

kinasa diana (péptido sintético RRKDLHDDEEDE-AMSITA), el cual es añadido en exceso, 

de tal manera que, tras la eliminación del ATP libre, la radiación emitida por cada muestra es 

proporcional al número de fósforos incorporados, o lo que es lo mismo, a la actividad kinasa 

específica en la muestra. 
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Para la evaluación de la actividad kinasa de cada una de las muestras, se preparó por 

triplicado una combinación de cada una de las substancias en el orden y la cantidad que se 

detalla en la tabla 3-7, en un volumen final de 50 µl. 

Tabla 3-7. Elaboración de las muestras para la determinación de la actividad enzimática de la CK1α 
 Concentración Volumen (µ l) 
 En stock Final Blanco  Basal Actividad  Inhibición  
Muestra cerebral 2 mg/ml 0.4 mg/ml – 10 10 10 
Substrato CK1 0.5 µM 0.1 µM 10 – 10 10 
Inhibidor CK1 50 µM 10 µM – – – 10 
ddH2O – – 30 30 20 10 
Buffer radiactivo1 5× 1× 10 10 10 10 

1Tampón conteniendo (en stock) 125 mM Hepes pH 7.5, 50 mM MgCl2, 650 mM KCl, 1 mM 
Na3VO4, 7.5 mM NaF, 250 µM ATP, 20 µCi [γ-32P]ATP (2-3 cpm/fmol). 

 
 

Estas preparaciones fueron incubadas a 30ºC durante 30 min, momento en el cual las 

reacciones fueron detenidas añadiendo 20 µl de ácido tricloroacético (C2HCl3O2). A 

continuación, las reacciones fueron centrifugadas (48000 × g, 10 min, 4ºC) y los 

sobrenadantes resultantes fueron transferidos a papeles P-81 cuadrados de 2×2 cm. Estos 

papeles, conteniendo al péptido, fueron lavados dos veces sumergiéndolos en medio litro de 

PBS durante 30 min, y una tercera vez durante toda la noche, para la eliminación del ATP 

radiactivo libre. Finalmente, la radiactividad (medida en cuentas por minuto; cpm) contenida 

en cada uno de los papeles fue cuantificada en un contador de centelleo (LS 1801; Beckman 

Coulter). 

Para calcular la actividad de la CK1α se estimó en primer lugar el promedio de las 3 réplicas 

de cada una de las 4 reacciones experimentales (blanco, basal, actividad, inhibición) 

elaboradas con cada muestra cerebral. Después se restó la radiactividad cuantificada en los 

blancos a los valores basal, actividad e inhibición correspondientes para cada muestra 

cerebral. Los valores obtenidos fueron divididos entre la masa de proteínas cargada en las 

reacciones, obteniendo así el número de descomposiciones por minuto y µg de proteína en la 

muestra. Al promedio de los valores basales resultantes de las distintas muestras procedentes 

de ratas control (rango 182-213 cpm/µg), se le asignó, arbitrariamente, el 100%. Finalmente, 

se calculó en porcentaje de cada uno de los valores experimentales (basal, actividad e 

inhibición) obtenidos en cada muestra, frente al promedio de los valores basales de las ratas 

control. 

En cada muestra cortical, la diferencia entre la radiación emitida por la reacción de actividad 

y la basal, corresponde a la actividad kinasa específica de la CK1α sobre el péptido sintético. 
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El valor de la reacción de inhibición fue tomado como un control negativo para cada muestra 

cerebral, ya que la actividad kinasa sobre el péptido sintético debe ser totalmente bloqueada 

por el inhibidor, y por tanto, la emisión radiactiva de esta reacción debe ser igual a la de la 

preparación basal.  

CUANTIFICACIÓN DE DOPAMINA Y METABOLITOS MEDIANTE HPLC-ED 

La cuantificación de dopamina, ácido homovanílico (HVA) y ácido 3,4-dihidroxifenilacético 

(DOPAC) en las muestras estriatales de rata fue realizada mediante la técnica de 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) con detector electroquímico (ED), siguiendo el 

protocolo descrito anteriormente en otro estudio (Moranta et al., 2009). Para ello, alícuotas de 

10 µl de los extractos estriatales de rata fueron sometidos al HPLC en una columna de fase 

reversa (Spherisorb S· ODS1 C18; tamaño de partículas de 3 µm; 4.6 mm × 10 cm) acoplada 

a una pre-columna (Tracer OSD2 C18; rango del tamaño de las partículas de 2 a 5 µm; 

Teknokroma, Barcelona). La fase móvil  [0.1 M KH2PO4; 2.1 mM ácido octano-1-sulfónico; 

0.1 mM K2-EDTA, 2 mM NaCl, y 12% (vol/vol) metanol (pH 2.7–2.8, ajustado con 85% 

H3PO4)] fue bombeada a través de la columna con un flujo de 0.8 ml/min con un sistema de 

liberación del solvente (M-510, Waters). Los distintos compuestos fueron detectados 

electroquímicamente por medio de un electrodo de carbono cristalino, aplicando un potencial 

de oxidación de +0.75 V contra un electrodo de referencia in situ de plata/cloruro de plata 

(ISAAC; Waters Concorde Electrochemical Detector). La corriente producida fue 

monitorizada a través de una interfase (Waters busSAT/IN Module) conectada a una 

computadora. Las concentraciones de dopamina y sus metabolitos en una muestra dada fueron 

calculadas interpolando la altura del pico correspondiente contra una curva estándar usando el 

software MillenniumTM (Waters) 

ANÁLISIS ESTADÍSDTICO DE LOS DATOS  

Todos los datos fueron analizados mediante el uso del software PrismTM, versión 4.0 

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EE UU). Los resultados están expresados como 

promedios ± el error estándar de la media (SEM).  

Puesto que muchos de los tests empleados en bioestadística asumen una distribución 

Gaussiana de la población (p. ej., ANOVA), antes de aplicar estos análisis comparativos, los 

datos de cada una de las poblaciones experimentales fueron sometidos a un test de 
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normalidad. Todos los datos experimentales en este trabajo pasaron dicho test. No obstante, 

dada la naturaleza subjetiva de la medición, la valoración de la intensidad del síndrome de 

abstinencia en las ratas dependientes de morfina se consideró como una medida no 

paramétrica. El resto de mediciones (proteínas cerebrales, actividad enzimática, cuantificación 

de dopamina y metabolitos, y evaluación de la actividad locomotora) fueron consideradas 

paramétricas, asumiendo una distribución normal de las poblaciones experimentales. 

Asimismo, todos los tests estadísticos empleados fueron a dos colas, y el nivel de 

significancia escogido fue de P ≤ 0.05. Para cada experimento fue empleado uno o varios de 

los siguientes análisis estadísticos, siempre acorde con el diseño experimental. 

Análisis de datos en los experimentos con ratas 

En el análisis estadístico de variables paramétricas, para la comparación de dos grupos 

experimentales se empleó el test t de Student, mientras que la comparación de más de dos 

grupos experimentales fue llevada a cabo con un análisis de la varianza (ANOVA). Los 

ANOVAs empleados fueron de varios tipos: 

• ANOVA de una vía, para la comparación de una única variable, 

• ANOVA de dos vías, en el caso de que hubiera dos variables, y 

• ANOVA de medidas repetidas, cuando la misma variable fue medida en los mismos 

grupos de animales en varios momentos del experimento. 

 
Siempre que el ANOVA resultara significativo, fue acompañado de un test (post hoc) de 

Bonferroni, el cual se empleó para detectar diferencias significativas de forma individual 

entre los grupos experimentales. 

Para el análisis de los datos tomados en la valoración del síndrome de abstinencia se empleó 

el test de Kurskal Wallis, seguido del test (post hoc) de Dunn. 

La posible correlación entre dos variables paramétricas se evaluó mediante el test de Pearson, 

mientras que para la posible asociación entre variables no paramétricas se utilizó el 

coeficiente de correlación de Spearman. 

Análisis de datos en los experimentos con cerebro humano 

El diseño experimental para los ensayos en cerebro humano incorpora un estudio por pares 

(adictos versus individuos sanos). Dichos emparejamientos fueron realizados a priori y en 

función de variables (PMD, sexo y edad) que podrían alterar los resultados del estudio y, por 
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consiguiente, se utilizó un test que tuviera en cuenta el emparejamiento. Así pues, para el 

análisis estadístico de los datos se aplicó un "one-sample" test t de Student (con n–1 grados de 

libertad), el cual compara el promedio del grupo experimental (en este caso un porcentaje 

respecto al grupo control) con un valor hipotético de 100 (véase Motulsky, 1995). Los 

subgrupos de adictos ST y LT fueron comparados del mismo modo con el grupo control.  



 

 

 

RESULTADOS 
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ARTÍCULO I 

Título Opioid receptor agonists enhance the phosphorylation state of Fas-associated 

death domain (FADD) protein in the rat brain: functional interactions with 

casein kinase Ialpha, Galpha(i) proteins, and ERK1/2 signaling 

Autores García-Fuster MJ*, Ramos-Miguel A*, Miralles A, García-Sevilla JA 
* MJ G-F y A R-M contribuyeron a partes iguales en este trabajo 

Revista  Neuropharmacology, 2008; 55: 886-899 

Resumen  

Estudios anteriores han sugerido que algunos fármacos opioides pueden promover acciones 

anti-apoptóticas a través de la reducción de FADD (García-Fuster et al., 2007), la proteína 

que acopla la señalización de los receptores de muerte al interior celular. La fosforilación de 

FADD en la serina 191/194 (p-FADD), catalizada por la CK1α, parece regular las actividades 

no apoptóticas de esta proteína multifuncional. En este estudio se investigó la fosforilación de 

FADD en el cerebro de ratas sometidas a varios tratamientos con fármacos opioides, así como 

los mecanismos moleculares (CK1α, MAPKs/ERK1/2, proteínas Gαi/o) que podrían conducir 

a las alteraciones inducidas por estos fármacos. En el cerebro de rata, ratón y humano, varios 

anticuerpos contra p-FADD reconocieron las formas monoméricas y oligoméricas de esta 

proteína, independientemente del origen del anticuerpo. El tratamiento agudo con agonistas 

µ (fentanilo, sufentanilo y morfina) y δ (SNC-80) incrementó, a través de mecanismos 

dependientes de  los receptores opioides, la inmunodensidad de las formas monomérica y 

oligomérica de p-FADD en la corteza cerebral de rata. A nivel subcelular, estos incrementos 

fueron más destacados en membranas y núcleo. La estimulación de p-FADD remitió tras el 

tratamiento crónico con morfina, pero no con el de SNC-80. La administración aguda o 

crónica del agonista κ−opioide U-50488-H no alteró los contenidos de p-FADD en la corteza 

cerebral de rata. La administración aguda de sufentanilo redujo la actividad catalítica y la 

inmunodensidad de la CK1α en el citosol. No obstante, tanto el sufentanilo como la morfina 

indujeron incrementos de la kinasa de FADD en núcleo y membranas. Por el contrario, SNC-

80 no alteró la localización subcelular de la CK1α. A diferencia de FADD, la estimulación de 

p-FADD inducida por SNC-80 no fue bloqueada mediante la inhibición de MEK/ERK. 

Además, la toxina de pertusis no pudo prevenir los efectos del SNC-80 sobre FADD ni p-

FADD porque la propia toxina alteró los contenidos de estas formas de la proteína en el 

mismo sentido que lo hizo el opioide, sugiriendo que el FADD podría ser una diana específica 
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de la toxina. Los resultados de este estudio sugieren que los fármacos opioides podrían ejercer 

acciones neuroprotectoras y/o neuroplásticas a través de la fosforilación de FADD.  
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Material complementario (Artículo I) 

Efecto de la administración aguda, crónica y abstinencia de agonistas µ−, δ−, y κ−opioides 

sobre el contenido de CK1α en la corteza cerebral de rata 

La CK1α es el principal enzima que cataliza la fosforilación de FADD en la Ser191/194 

(Alappat et al., 2005), aunque podrían existir otras (Scaffidi et al., 2003). En estos 

experimentos se investigó la posible modulación de esta kinasa tras tratamientos agudos y 

crónicos con diversos agonistas µ−(morfina), δ−(SNC-80) y κ−(U-50488-H) opioides, así 

como en la abstinencia precipitada por antagonista. 

De forma aguda o crónica, ninguno de los tres agonistas 

opioides indujo modulaciones significativas sobre la 

inmunodensidad de la CK1α en la corteza cerebral de las ratas 

en comparación con aquéllas que recibieron salino (figura S1-

1). La abstinencia inducida por la administración de los 

antagonistas (naloxona, naltrindol o nor-binaltorfimina), 

tampoco alteró el contenido de la kinasa en la misma región 

cerebral. Estos resultados no podrían explicar las alteraciones 

observadas en la fosforilación de FADD en las mismas 

muestras corticales. 

 

 

 

  Figura S1-1. Efecto de la administración aguda (Acu) o crónica (Chr) de 
(A) morfina (Acu: 100 mg/kg, i.p., 2 h, n = 5; Chr: 10-100 mg/kg, 5 días, n 
= 9), (B) SNC-80 (Acu: 10 mg/kg, i.p., 30 min, n = 6; Chr: 10 mg/kg/día, 5 
días, n = 4), y (C) U-50488-H (Acu: 30 mg/kg, i.p., 60 min n = 6; Chr: 10 
mg/kg/día, 5 días, n = 5), e precipitación de la abstinencia tras los 
tratamientos crónicos con antagonista (+Nlx, naloxona, 2 mg/kg, n = 6; 
+Nlt, naltrindol, 5 mg/kg, n = 5; +BNI, nor-binaltorfimina, 5 mg/kg, n = 5) 
sobre los contenidos de CK1α en la corteza cerebral de rata. Las ratas 
control (C, n = 5-6) recibieron salino (µ−, κ−) o DMSO (δ−) en lugar del 
agonista. Las columnas representan el promedio ± el error estándar (SEM) 
de los valores obtenidos en las ratas pertenecientes a cada grupo. Debajo de 
cada gráfica (A/B/C) se muestra un autorradiograma representativo del 
efecto de los tratamientos sobre la CK1α, con dos ratas por grupo. Ninguno 
de estos tratamientos alteró la inmuno densidad de la β-actina, que se 
empleó como control de carga (inmunoblot representativo en A). 
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Efecto de la inhibición de MEK1/2 sobre los contenidos basales de FADD, p-FADD y CK1α 

en la corteza cerebral de rata 

El SL 327 es un inhibidor de MEK1/2 capaz de atravesar la 

barrera hematoencefálica, e impedir la activación de ERK1/2 

en distintas regiones cerebrales. El bloqueo de esta vía de 

señalización podría proporcionar alguna pista sobre los 

mecanismos de acción de los fármacos opioides, los cuales 

median parte de sus actividades a través de esta vía. 

En este experimento preliminar, con el objetivo de optimizar 

la dosis del inhibidor en futuros experimentos, se investigó la 

modulación de las formas de FADD y su kinasa en el cerebro 

de ratas sometidas a tratamiento agudo con SL 327 (10, 20, 30 

mg/kg, i.p., 90 min, n = 5-7). Ninguna de las dosis empleadas 

del inhibidor alteró de forma significativa la densidad de p-

FADD, FADD o CK1α en la corteza cerebral de estos 

animales (figura S1-2).  

En el estriado, sólo la dosis mayor de SL 327 incrementó la 

fosforilación de FADD en la serina 191/194 (figura 6, artículo 

IV). 

 

 

 Figura S1-2. Efecto de la inhibición farmacológica de MEK1/2 con SL 
327 (10, 20, 30 mg/kg, i.p., 90 min) en (A) la fosforilación de las formas 
monomérica y oligomérica de FADD, (B) las formas totales de FADD, y 
(C) la CK1a, en la corteza cerebral de rata. Las columnas representan el 
promedio ± el error estándar (SEM) de los valores obtenidos en las ratas 
pertenecientes a cada grupo (n = 5-7), y representados en porcentaje 
respecto al grupo control (C, n = 5). Debajo de cada gráfica (A/B/C) se 
muestra un autorradiograma representativo del efecto de los tratamientos 
sobre las proteínas diana, con una rata por grupo. Ninguno de estos 
tratamientos alteró la inmuno densidad de la b-actina, que se empleó como 
control de carga (inmunoblots representativo en B y C). 
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ARTÍCULO II 

Título Regulation of the extrinsic and intrinsic apoptotic pathways in the prefrontal 

cortex of short- and long-term human opiate abusers 

Autores García-Fuster MJ, Ramos-Miguel A, Rivero G, La Harpe R, Meana JJ, 

García-Sevilla JA 

Revista  Neuroscience, 2008; 157: 105-119 

Resumen  

La adicción a opiáceos es un trastorno crónico caracterizado por la aparición de conductas 

complejas, tales como tolerancia, dependencia y sensibilización a la droga, así como 

vulnerabilidad a la recaída y alta mortalidad. La inducción de muerte neuronal por parte de 

estas substancias podría explicar algunas de estas conductas prototípicas del adicto. No 

obstante, en animales de laboratorio, la capacidad de los opiáceos de producir apoptosis en 

neuronas es todavía un tema controvertido. Este estudio en cerebro humano post mórtem, ha 

examinado el estado de algunas de las proteínas más relevantes asociadas a las vías 

apoptóticas extrínseca (receptor Fas, FADD, caspasa-8 y FLIP), e intrínseca (citicromo c, 

Bcl-2, Bax y AIF), así como los mecanismos efectores en los cuales convergen (caspasa-3, 

fragmentación de PARP-1), en la corteza prefrontal de un numeroso grupo (n = 36) bien 

caracterizado de consumidores de heroína y metadona de corto (ST) y largo (LT) plazo. El 

análisis mediante Western blotting reveló un incremento en las proteínas anti-apoptóticas 

FLIPL y Bcl-2 en las muestras cerebrales de los sujetos ST y LT, en comparación con los 

sujetos sanos con quienes fueron emparejados en función del sexo, edad y PMD, y una 

reducción en las proteínas pro-apoptóticas FADD y citocromo c. Estas alteraciones, junto con 

la ausencia de la activación de los mecanismos efectores, sugieren que el consumo de 

opiáceos no activa los mecanismos (extrínsecos o intrínsecos) canónicos de muerte celular 

programada en la corteza prefrontal humana. Por el contrario, los resultados indican una 

activación de los mecanismos de neuroprotección, que podrían estar implicados en la 

inducción de cambios neuroadaptativos en la corteza prefrontal de los adictos a opiáceos. 

 



 144 

 



 145 

 



 146 

 



 147 



 148 

 



 149 

 



 150 

 



 151 

 



 152 

 



 153 

 



 154 

 



 155 

 



 156 

 



 157 

 



 158 

 



 159 

Material complementario (Artículo II)  

Variables potencialmente conflictivas en estudios post mórtem 

A pesar de su gran valor, los estudios en tejido cerebral post mórtem presentan algunas 

variables poco o nada controlables que son despreciables o completamente evitables en 

estudios en los que se emplean animales de laboratorio. Como ya se ha demostrado, la 

influencia del retraso autópsico (PMD) sobre  las proteínas cerebrales, y de manera especial 

sobre los grupos fosfato de las proteínas, es de gran magnitud. Esta variable que amenaza la 

fiabilidad de los resultados fue evitada, como se ha discutido anteriormente, emparejando a 

los adictos con sujetos control que presentaron un PMD muy similar y, en la segunda parte 

del estudio, excluyendo a todos los sujetos con un PMD superior a las 40 horas. Del mismo 

modo, adictos y controles fueron emparejados en función de su edad (véase en el apartado 

metodológico correspondiente), otra variable que podría influir sobre la expresión basal de las 

proteínas cerebrales (González-Maeso et al., 2002). Por tanto, no es esperable que ninguna de 

estas dos variables pudiera haber sesgado los resultados presentados en este estudio. 

Variabilidad entre los controles 

Algunas de las proteínas implicadas en los fenómenos apoptóticos evaluadas en este trabajo 

no mostraron sensibilidad a la degradación post mórtem. La comparación de los contenidos 

de estas proteínas en la corteza prefrontal demostró que la variabilidad no es muy elevada 

entre los sujetos control, una prueba más de la calidad de estas muestras cerebrales. Por 

ejemplo, la variabilidad del citocromo c entre los 27 individuos controles incluidos en el 

estudio fue de un 6%. En la figura S2-1 se muestra un ejemplo en el que se analizaron 14 de 

estos 27 sujetos. 

 
Figura S2-1. Autorradiograma representativo y cálculo de la variabilidad de los contenidos en 
la corteza prefrontal del citocromo c entre 14 de los 27 sujetos control incluidos en el estudio. 
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ARTÍCULO III 

Título Phosphorylation of FADD (Fas-associated death domain protein) at 

serine 194 is increased in the prefrontal cortex of opiate abusers: 

relation to mitogen activated protein kinase, phosphoprotein enriched 

in astrocytes of 15 kDa, and Akt signaling pathways involved in 

neuroplasticity 

Autores Ramos-Miguel A, García-Fuster MJ, Callado LF, La Harpe R, Meana 

JJ, García-Sevilla JA 

Revista  Neuroscience, 2009; 161: 23-38 

Resumen  

FADD es una proteína multifuncional capaz de actuar tanto en la señalización apoptótica 

como en procesos no-apoptóticos. Recientemente ha sido descrita una reducción de FADD en 

la corteza prefrontal de consumidores de opiáceos, sugiriendo una atenuación de la 

señalización apoptótica a través de los receptores de muerte. Se ha sugerido que la 

fosforilación de FADD en la serina 194 regula las actividades no apoptóticas de esta proteína, 

la cual podría participar en la inducción de neuroplasticidad en el contexto de la adicción a 

opiáceos. En este estudio en cerebro humano post mórtem se ha evaluado el estado de 

fosforilación de FADD en la serina 194 (p-FADD), así como otras vías clásicamente 

implicadas en la neuroplasticidad que podrían coordinar la señalización no-apoptótica de 

FADD, en la corteza prefrontal de una cohorte de consumidores de heroína o metadona de 

corto (ST) y largo (LT) plazo. En estos individuos, el contenido del monómero de p-FADD se 

halló marcadamente incrementado, en comparación con los sujetos sanos con quienes fueron 

emparejados en función del sexo, la edad y el PMD. A nivel subcelular, esta sobre-expresión 

se observó acentuada en la fracción nuclear, donde fue principalmente inmunodetectada. La 

forma oligomérica de p-FADD se encontró incrementada en el citosol y reducida en el núcleo, 

motivo por el cual no se hallaron alteraciones en homogenado total. En los adictos LT, se 

observó una reducción significativa (en homogenado total y en los compartimentos 

subcelulares) de ERK1/2, JNK1/2, Akt1 y PEA-15, pero no de p38. En conjunto, los 

resultados sugieren que la adicción a opiáceos está asociada a un desequilibrio en el balance 

homeostático entre FADD (reducido) y su forma fosforilada (incrementada) que puede 

promover cambios adaptivos en la corteza prefrontal de estos individuos. La interacción entre 
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p-FADD y las vías de las MAPKs, posiblemente a través de Akt1/PEA-15, podría jugar un 

papel relevante en la mediación de fenómenos de plasticidad estructural y conductual. 

 



 162 

 



 163 

 



 164 

 



 165 

 



 166 

 



 167 

 



 168 

 



 169 

 



 170 

 



 171 

 



 172 

 



 173 

 



 174 

 



 175 

 



 176 

 



 177 

 

 



 178 

Material complementario (Artículo III) 

Regulación de CK1α en la corteza prefrontal de consumidores de opiáceos de corto (ST) y 

largo (LT) plazo 

En la corteza prefrontal (homogenado total) de los consumidores de opiáceos, la densidad de 

CK1α, el principal enzima que fosforila a FADD en la Ser194, no se encontró alterada en 

comparación con aquélla valorada (100%) en los sujetos control con quienes fueron 

emparejados (todos los adictos: 98±5%; ST: 100±8%; LT, 97±5%) (figura S3-1). 

 

 
 Figura S3-1. Inmunodensidad de CK1α 
en la corteza prefrontal (BA 9) de 
consumidores de opiáceos (all addicts; n = 
28), y en los subgrupos ST (n = 12) y LT 
(n = 16), en porcentaje respecto a los 
controles con quienes fueron emparejados. 
En el panel inferior se muestra un 
autorradiograma representativo de cada 
uno de los grupos estudiados, incluyendo 
dos controles (C1 y C2), y dos adictos 
(A1-4) ST y LT. 

 

Análisis de variables potencialmente conflictivas en estudios post mórtem 

Los datos obtenidos en la evaluación de las proteínas asociadas a neuroplasticidad, 

excluyendo o aislando algunas de las variables potencialmente conflictivas, se encuentran 

resumidos en la tabla S3-1. Por ejemplo, al evaluar los contenidos de las diferentes proteínas 

como el cociente entre la forma fosforilada y, en el caso de las kinasas, la forma total del 

enzima (cociente empleado como marcador de la actividad enzimática) o, en el caso de p-

FADD y p-PEA-15, la β-actina, el resultado no fue diferente del obtenido evaluando 

únicamente la forma fosforilada (tabla S3-1, “cociente fosfo/total”). En este estudio los 

resultados de las proteínas fosforiladas se presentan sin corrección por algún control de carga 

puesto que no se halla en la literatura científica anterior a esta publicación una referencia 

explícita sobre si la adicción a opiáceos modula la expresión de estas proteínas (habitualmente 

empleadas como controles negativos) en la corteza prefrontal humana. El efecto agudo de una 

inyección letal de heroína o metadona podría también enmascarar el efecto de la 

administración crónica de estos opiáceos. Para descartar que las alteraciones neuroquímicas 

observadas pudieran ser debidas o modificadas por el efecto agudo de estas substancias, se 

aislaron los resultados obtenidos en aquellos sujetos con las concentraciones plasmáticas de 

opiáceos más elevadas  (tabla S3-1, “nivel alto de opiáceos”). En estos subgrupos de adictos, 
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ninguna de las proteínas estudiadas estuvo alterada significativamente con respecto a las 

poblaciones originales de adictos ST y LT, con la excepción de p-ERK1/2 en los 

consumidores ST. Congruentemente, en este sentido, está bien documentado que, de forma 

aguda, los fármacos opioides incrementan la activación de esta kinasa en numerosas regiones 

cerebrales, incluyendo la corteza prefrontal, en animales de experimentación (revisado en 

Zhai et al., 2008). Así pues, los efectos sobre las proteínas estudiadas observados en la corteza 

prefrontal de adictos a opiáceos son principalmente debidos al consumo repetido y no al 

efecto agudo de la administración letal de estas substancias de abuso. 

Tabla S3-1. Análisis de los resultados aislando o excluyendo variables potencialmente conflictivas. 
Grupos y subgrupos Inmunodensidad en porcentaje respecto a sus controles (promedio±SEM) 
 
CONSUMIDORES ST 

Monómero 
p-FADD 

Oligómero 
p-FADD p-ERK p-JNK 

p-p38 
MAPK 

p-Ser116 
PEA-15 p-Akt 

Todos los sujetos ST (n=11) 151±22 123±16 75±24 100±20 71±18 82±16 90±15 
Cociente fosfo/total (n=11) 149±20* 130±23* 71±19 125±25 68±26 84±18* 95±18 
Nivel alto de opiáceos (n=4) 124±25 130±20 150±47 127±28 90±47 92±25 89±22 
Sólo opiáceos (n=7) 142±26 124±20 79±34 83±23 79±24 73±18 85±20 
Hombres (n=10) 152±25 128±17 74±26 90±20 75±19 86±17 91±17 
Mujeres (n=1) 148 73 77 186 31 46 83 
Emparejados por sexo (n=11) 
 

151±22 
 

123±16 
 

75±24 
 

100±20 
 

71±18 
 

82±16 
 

90±15 
 

ADICTOS LT        
Todos los sujetos LT (n=16) 175±19 111±14 48±7 49±9 103±16 57±6 59±9 
Cociente fosfo/total (n=16) 179±19* 111±17* 50±9 61±12 85±14 56±6* 57±10 
Nivel alto de opiáceos (n=7) 193±32 85±14 33±5 39±11 95±16 48±8 50±9 
Sólo opiáceos (n=3) 202±18 74±15 48±15 76±30 52±8 73±4 39±18 
Hombres (n=7) 190±36 118±23 61±11 65±16 85±18 70±6 61±14 
Mujeres (n=9) 162±16 105±20 40±9 36±8 115±23 50±7 58±11 
Emparejados por sexo (n=10) 
 

154±16 
 

94±16 
 

49±9 
 

56±11 
 

103±21 
 

60±7 
 

47±7 
 

TODOS LOS ADICTOS        
Todos los sujetos (n=27) 165±14 116±11 60±11 70±11 89±12 68±8 72±8 
Cociente fosfo/total (n=27) 162±13* 119±14* 59±10 88±14 83±13 68±8* 73±10 
Nivel alto de opiáceos (n=11) 168±24 102±13 76±28 68±19 93±20 66±13 63±63 
Sólo opiáceos (n=10) 158±21 111±16 69±24 81±18 71±17 73±12 71±16 
Hombres (n=17) 168±21 124±13 69±17 80±13 79±13 80±11 80±12 
Mujeres (n=10) 160±14 102±18 44±9 53±18 105±22 50±6 60±11 
Emparejados por sexo (n=21) 153±14 110±12 63±13 79±13 86±14 72±9 69±10 
* Cociente entre fosfo-proteína y β-actina. 

 
 
Otro factor a tener en cuenta es el policonsumo de substancias de abuso y la comorbidad que 

de forma habitual presentan los adictos a opiáceos. Por ejemplo, la cocaína, así como otros 

psicoestimulantes,  podrían inducir apoptosis en neuronas corticales (revisado en Cunha-

Oliveira et al., 2008), y actúa sobre los mismos mecanismos moleculares efectores de 



 180 

neuroplasticidad que los opioides (revisado en Lu et al., 2006; Girault et al., 2007). Además, 

las kinasas estudiadas en este trabajo, así como algunos mecanismos apoptóticos, parecen 

jugar un papel importante en trastornos como la depresión mayor o la esquizofrenia 

(Kyosseva, 2004; Mathew et al., 2008; Drzyzga et al., 2009). Es preciso destacar que entre la 

población de adictos estudiados se halló la presencia plasmática de antidepresivos (n=9) o 

antipsicóticos (n=4), pero en ningún caso de cocaína o psicoestimulante alguno, así como la 

inclusión de tres adictos diagnosticados con depresión mayor (tabla 1). Además, se hallaron 

rastros de psicoestimulantes en las muestras capilares de 12 adictos LT, indicando un pasado 

de policonsumo pero con preferencia por los opiáceos (tabla 1). Para analizar el posible sesgo 

por la presencia de las distintas substancias psicoactivas, se aisló un subgrupo de adictos ST y 

LT que presentaban toxicología negativa (con la excepción de opioides) en pelo y sangre 

(tabla S3-1, “sólo opiáceos”). Los datos obtenidos en estos subgrupos no difieren de los 

observados en las poblaciones totales de adictos, confirmando que las alteraciones observadas 

en la corteza prefrontal de estos adictos se deben principalmente al consumo de opiáceos. 

También se estudiaron por separado los resultados obtenidos en hombres y mujeres. Los 

resultados muestran que el consumo de opioides tiene el mismo efecto sobre las proteínas de 

la corteza prefrontal analizadas en ambos sexos (tabla S3-1). De forma similar al PMD y la 

edad, los adictos fueron emparejados en su mayoría con controles del mismo sexo. No 

obstante, esto no fue siempre posible (6 de los 27 adictos incluidos en el estudio de las 

proteínas relacionadas con la neuroplasticidad fueron emparejados con controles de distinto 

sexo), y por tanto se analizaron los resultados excluyendo a estas parejas de controles y 

adictos (todos ellos pertenecientes al grupo LT). Como se muestra en la tabla S3-1, el 

emparejamiento por sexo no influyó sobre los resultados obtenidos en este estudio. 

En resumen, puede concluirse que ninguna de las variables analizadas ha podido sesgar de 

forma significativa los resultados presentados en este trabajo. 



 

ARTÍCULO IV 

Título The time course of unconditioned morphine-induced psychomotor 

sensitization mirrors the phosphorylation of FADD and MEK/ERK in rat 

striatum: role of PEA-15 as a FADD-ERK binding partner in striatal plasticity 

Autores Ramos-Miguel A, Esteban S, García-Sevilla JA 

Revista  European Neuropsychopharmacology, 2010; 20: 49-64 

Resumen  

Las drogas de abuso inducen complejas neuroadaptaciones que conducen a alteraciones 

conductuales, y cuyas bases  moleculares son clave para comprender los mecanismos de 

acción de estas substancias. Recientemente se ha sugerido que FADD, el adaptador de la 

señalización de los receptores de muerte, podría participar en la mediación de la 

neuroplasticidad inducida por opiáceos. En este estudio se ha investigado la regulación de 

FADD y las vías de las MAPKs, así como sus interacciones con PEA-15 y Akt1, durante la 

expresión de la sensibilización locomotora (no condicionada) inducida por morfina. En este 

modelo, ratas previamente expuestas a la morfina (10 mg/kg/día, durante 5 días), 

respondieron con un incremento aberrante de la locomoción (expresión de la sensibilización) 

a una nueva dosis de morfina, en comparación con las ratas que habían sido pre-tratadas con 

salino, tras 3 días (SW 3) en ausencia del opiáceo, pero no cuando habían transcurrido 14 días 

(SW 14) después de la última dosis. Congruentemente, el recambio de dopamina se observó 

acelerado en SW 3, pero no en SW 14, tras las mismas dosis finales de morfina y en 

comparación con las ratas control. De forma paralela, los contenidos de p-FADD, así como 

los de las formas activas de MEK/ERK, y Akt1/PEA-15 se hallaron sobre-expresados en el 

estriado y la corteza cerebral de ratas en SW 3. Todas estas alteraciones remitieron en SW 14. 

Interesantemente, el bloqueo parcial de la vía de las MAPKs, mediante la administración de 

SL 327 (inhibidor de MEK/ERK), atenuó la expresión de la sensibilización locomotora tras la 

administración de la dosis final de morfina en SW 3. Esta inhibición previno completamente 

la sobre-expresión de p-FADD y la activación de Akt1/PEA-15. Estos resultados indican que 

la activación de ERK durante la abstinencia al opiáceo es necesaria para la expresión de la 

sensibilización psicomotriz a la morfina. Además, la interacción de ERK con FADD y PEA-

15 podría ser relevante en la inducción de las adaptaciones córtico-estriatales que subyacen en 

este modelo de plasticidad conductual. 
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 Material complementario (Artículo IV) 

Regulación de la maquinaria apoptótica durante el desarrollo y la expresión de la 

sensibilización a la morfina 

 
 
 Figura S4-1. Ausencia de efecto del tratamiento 
repetido con morfina (10 mg/kg/día, 5 días; Mor 5; n 
= 7) y la abstinencia tras 3 (W3; n = 9) o 14 (W14; n 
= 9) días en ausencia del opiáceo en el estriado de 
ratas sobre la inmunodensidad de (A) la pro-caspasa-8 
y su fragmento activo, y (B) el patrón de 
fragmentación PARP. Las columnas representan el 
promedio ± SEM de la densidad calculada para cada 
grupo en porcentaje frente a las ratas control (C; n = 
15). En los paneles inferiores se muestran 
autorradiogramas representativos del efecto de los 
tratamientos farmacológicos (dos ratas por grupo). (B) 
Las muestras fueron cargadas junto con un control 
negativo (NC) y otro positivo (PC) para identificar 
(véanse las flechas) las bandas correspondientes a 
PARP (116 kDa) y su fragmento (85 kDa) 
 

La sobre-expresión de FADD podría 

incrementar la tasa apoptótica en células 

cerebrales. Aunque el incremento en la 

fosforilación de esta proteína observado en 

ratas sometidas a los tratamientos con 

morfina y abstinencia, no implique la 

activación de sus funciones apoptóticas, en 

este trabajo se evaluó la posible inducción de 

muerte celular en el tejido cerebral de estos 

animales.  

Los resultados muestran que la ni la pro-

caspasa-8,  una proteína que, junto a FADD 

se asocia al DISC para iniciar la vía 

apoptótica extrínseca, ni su fragmento activo 

se encontraron incrementados en las muestras 

cerebrales de las ratas sometidas a los 

tratamientos y abstinencia de morfina (figura 

S4-1A). Asimismo, el patrón de 

fragmentación de PARP, el enzima nuclear 

proteolizado tras la activación de los 

mecanismos efectores de la apoptosis, no se 

encontró alterado en las mismas muestras 

cerebrales (figura S4-1B). 
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Regulación de ERK a nivel subcelular y expresión de genes tempranos durante la expresión 

de la sensibilización a la morfina 

Además de las alteraciones estriatales en homogenado total, en este trabajo se estudiaron sus 

posibles repercusiones en los distintos compartimentos subcelulares en dos ratas 

representativas de los tratamientos farmacológicos por cada grupo.  

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
Figura S4-2. Autorradio-
gramas representativos del 
efecto del tratamiento 
repetido con morfina (10 
mg/kg/día, 5 días) tras 3 (W3) 
o 14 (W14) días en ausencia 
del opiáceo en el estriado de 
ratas a nivel subcelular (F1: 
citosol; F2: membranas; F3: 
núcleo; y F4: citosequeleto) 
sobre p-FADD, la activación 
de ERK1/2 y la expresión del 
gen de expresión temprana c-
fos. Las ratas control (C) 
recibieron salino en lugar de 
morfina. El elemento de 
respuesta apoptótica al cáncer 
de próstata-4 (PAR-4) y el 
neurofilamento de 68 kDa 
(NF-L) han sido empleados 
como marcadores (de núcleo 
y citoesqueleto, respecti-
vamente) para comprobar la 
pureza de los extractos 
subcelulares. 

Los resultados muestran que los incrementos observados en homogenado total durante la 

expresión de la sensibilización locomotora (W3), son producidos principalmente en la 

fracción nuclear (F3; figura S4-2), tanto para el oligómero (29-32%) y el monómero (21-

49%) de p-FADD, como para p-ERK1/2 (101-132%), donde tienen la posibilidad de inducir a 

los denominados genes de expresión temprana. Entre ellos, c-fos es un factor de transcripción 

nuclear cuya inducción ha sido clásicamente asociada a cambios plásticos a nivel estructural. 

En la figura S4-2 se muestra cómo la activación de ERK1/2 en el núcleo durante W3 induce 

la expresión de c-fos de 65 kDa (2-3 veces), y de las formas truncadas de 45/50 kDa (4-5 

veces). En W14, la inducción de c-fos remite, pero no la de sus formas truncadas, que se 

mantienen incrementadas dentro del mismo rango de inducción. 
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Regulación de statmina durante el desarrollo y la expresión de la sensibilización a la morfina 

La activación de ERK1/2, así como de otras kinasas asociadas a la plasticidad neuronal, 

conlleva la sobre-expresión de genes cuyos productos están implicados en numerosas 

funciones. Entre ellas, la remodelación de la citoarquitectura neuronal es esencial en procesos 

de migración y ramificación dendrítica y/o axonal, sinaptogénesis u otras modificaciones 

estructurales de la neurona. La statmina es una proteína que regula la asociación entre α− y 

β−tubulina en la formación de los microtúbulos y, además es una diana de ERK. 

 
 

 
Figura S4-3. Efecto del tratamiento repetido con 
morfina (10 mg/kg/día, 5 días; Mor 5; n = 7) y la 
abstinencia tras 3 (W 3; n = 9) o 14 (W 14; n = 9) 
días en ausencia del opiáceo, en el estriado de 
ratas, sobre la inmunodensidad de statmina. Las 
columnas representan el promedio ± SEM de la 
densidad calculada para cada grupo en porcentaje 
frente a las ratas control (C; n = 15). Un ANOVA 
detectó diferencias entre los grupos de 
tratamientos [F(3, 36) = 5.8; p = 0.0025]. *p 
<0.05; ANOVA seguido del test de Bonferroni. En 
el panel inferior se muestra un autorradiograma 
representativo del efecto de los tratamientos 
farmacológicos (dos ratas por grupo). 
 
 

En las muestras estriatales de las ratas sometidas a abstinencia de morfina (W 3 y W 14), tras 

el tratamiento repetido con el opiáceo (Mor 5), los niveles de statmina se hallaron 

incrementados (24-26%, p <0.05; figura S4-3). Estos resultados sugieren que en este 

fenómeno de plasticidad conductual existe también una remodelación de la citoarquitectura 

neuronal, una alteración de largo plazo que es sostenida más allá que la alteración conductual. 
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ARTÍCULO V 

Título Correlation of rat cortical FADD (Fas-associated death domain) protein 

phosphorylation with the severity of spontaneous morphine abstinence 

syndrome: Role of α2-adrenoceptors and extracellular signal-regulated 

kinases 

Autores Ramos-Miguel A, Miralles A, García-Sevilla JA 

Revista  Journal of Psychopharmacology (en prensa; 31-7-2010) 

Resumen  

La fosforilación de FADD ha sido recientemente implicada en procesos de neuroplasticidad 

inducidos por los opiáceos. Con el propósito de explorar con más detalle el papel de esta 

proteína en los mecanismos moleculares que conducen a la dependencia a la morfina, la 

regulación de p-FADD, así como la posible interacción con los receptores adrenérgicos α2 y 

con otras vías de señalización, fue evaluada en la corteza cerebral de ratas dependientes de 

morfina y duarante la abstinencia a opíaceos. Los resultados indicaron que la inmunodensidad 

de la forma oligomérica de p-FADD fue correlativa a la intensidad del síndrome de 

abstinencia provocado por la retirada de la morfina (Spearman ρ = 0.59, n = 39, p < 0.0001). 

La inactivación de los adrenoceptores α2 con EEDQ resultó en una potenciación tanto de la 

intensidad del síndrome conductual como del incremento de p-FADD oligomérico en la 

corteza cerebral durante la abstinencia a la morfina. Además, la inhibición de ERK1/2 astenuó 

la magnitud de la conducta asociada a la abstinencia a opiáceos después de 24 h tras la última 

dosis, pero no la observada tras 12 h en abstinencia. Sin embargo, esta inhibición de ERK1/2, 

no previno las alteraciones de p-FADD observadas durante el síndrome de abstinencia a 

opiáceos. Estos resultados indican que la forma oligomérica de p-FADD, en cooperación con 

los receptores α2, podría tener un papel en los mecanismos corticales que promueven la 

conducta prototípica de la abstinencia a la morfina en ratas. 
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Este artículo ha sido aceptado en "Journal of Psychopharmacology" con fecha de 31 de Julio 

de 2010, por lo que no ha sido posible adjuntarlo en el formato de la revista. Por ello, a 
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Editor Jefe de la revista, dirigida al Dr. García-Sevilla. 

 

31st July 2010 

Dear Prof. Garcia-Sevilla:  

It is a pleasure to accept your manuscript entitled "Correlation of rat cortical 

FADD (Fas-associated death domain) protein phosphorylation with the severity of 

spontaneous morphine abstinence syndrome: Role of α2-adrenoceptors and 

extracellular signal-regulated kinases" in its current form for publication in the 

Journal of Psychopharmacology. The comments of the reviewer(s) who reviewed 

your manuscript are included at the foot of this letter.  

If you would like your article to be freely available online immediately upon 

publication (as some funding bodies now require), you can opt for it to be 

published under the SAGE Open Scheme on payment of a publication fee. Please 

simply follow the link to the Contributor Agreement form as normal and you will be 

able to access instructions and further information about this option within the 

online form.  

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of the Journal of 

Psychopharmacology, we look forward to your continued contributions to the 

Journal.  

Sincerely,  

Prof. David Nutt  

Editor, Journal of Psychopharmacology  

D.Nutt@imperial.ac.uk  

 



 203 

Journal of Psychopharmacology 

Full Research Report (Revised Ms. ID JOP-2010-1156; July 7, 2010) 

 

 

Correlation of rat cortical FADD (Fas-associated death domain) protein 

phosphorylation with the severity of spontaneous morphine abstinence 

syndrome: Role of α2-adrenoceptors and extracellular signal-regulated 

kinases 

 

Alfredo Ramos-Miguel  Laboratori de Neurofarmacologia, IUNICS, Universitat de les 

Illes Balears, Palma de Mallorca, and RETICS – RTA, Spain 

Antonio Miralles  Laboratori de Neurofarmacologia, IUNICS, Universitat de les Illes 

Balears, Palma de Mallorca, and RETICS – RTA, Spain 

Jesús A. García-Sevilla  Laboratori de Neurofarmacologia,IUNICS, Universitat de les 

Illes Balears, Palma de Mallorca, and RETICS – RTA, Spain 

 

 

 

Corresponding author: Jesús A. García-Sevilla, Laboratory of Neuropharmacology, Institut 

Universitari d'Investigació en Ciències de la Salut (IUNICS), University of the Balearic 

Islands, Cra. Valldemossa km 7.5, E-07122 Palma de Mallorca, Spain. E-mail: jesus.garcia-

sevilla@uib.es 



 204 

Sources of support: 

This research was supported by grant SAF2008-01311 from the Ministerio de Ciencia e 

Innovación (MICINN, Madrid), grant 2007I032 from the Plan Nacional sobre 

Drogas/Ministerio de Sanidad y Consumo (MSC, Madrid), and Fondo Europeo de Desarrollo 

Regional (FEDER), Spain. The study was also funded by Red Temática de Investigación 

Cooperativa en Salud—Trastornos Adictivos (RETICS-RTA, RD06/0001/0003, Instituto de 

Salud Carlos III, MICINN-FEDER, Madrid). A. R.-M. was supported by a predoctoral 

fellowship (FPI) from MICINN-FEDER and at present holds a contract from RETICS. 

 

Conflict of interest: 

The authors declare they have no conflicts of interest. 

 

Running title: FADD phosphorylation and spontaneous morphine withdrawal. 

 

Abbreviations: Akt/PKB, v-akt murine thymoma viral oncogene homologue/protein 

kinase B; Arc, activity-regulated cytoskeleton-associated protein; CK1α, casein kinase 1α; 

DMSO, dimethyl sulfoxide; ECL, enhanced chemiluminescence; EEDQ, N-ethoxycarbonyl-

2-ethoxy-1,2-dihydroquinoline; ERK, extracellular signal-regulated kinase; FADD, Fas-

associated death domain; Fas, FS7-associated cell surface antigen or TNFRSF6, tumor 

necrosis factor receptor superfamily 6; FLIPL, FLICE-like inhibitory protein; JNK, c-Jun 

NH2-terminal protein kinase or stress-activated protein kinase (SAPK); MAPK, mitogen 

activated protein kinase; MEK, MAP/ERK kinase; NF-κB, nuclear transcription factor-κB; p, 

phosphorylated; p38 MAPK, p38 kinase of 38 kDa; PEA-15, phosphoprotein enriched in 

astrocytes of 15 kDa; SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis; SL 327, α-amino-(4-aminophenylthio)-methylene-2-(trifluoromethyl)-

benzeneacetonitrile; SW, spontaneous withdrawal. 



 205 

Abstract 

FADD phosphorylation was recently implicated in opiate-induced neuroplaticity. To further 

explore the role of FADD in the mechanisms of morphine-induced physical dependence, the 

regulation of cortical p-FADD (and their interactions with α2-adrenoceptors and other 

signaling pathways) was assessed during spontaneous opiate withdrawal (SW) in morphine-

dependent rats (10-100 mg/kg for 6 days). The main results indicated that oligomeric p-

FADD in the cerebral cortex mirrored the time course of morphine SW (12-96 h), which 

resulted in a striking correlation between p-FADD and the intensity (behavioral scores) of 

morphine abstinence (Spearman correlation coefficient: 0.59, n = 39, p < 0.0001). The 

inactivation of brain α2-adrenoceptors (EEDQ at SW 12 h) further enhanced morphine 

abstinence intensity and cortical p-FADD content at SW 24 h. The disruption of ERK1/2 

signaling (SL 327 at SW 4 h and SW 8 h) did not alter morphine abstinence at SW 12 h, but it 

attenuated the behavioral syndrome at SW 24 h. This inhibition of ERK1/2, however, did not 

prevent the up-regulation of oligomeric p-FADD at SW 12 h and 24 h. These data indicate 

that cortical oligomeric p-FADD, mainly through an interaction with inhibitory α2-

adrenoceptors, plays a functional role in the behavioral expression of morphine abstinence in 

rats. 

 

Key words 

Opiate addiction; morphine spontaneous withdrawal; FADD phosphorylation; α2-

adrenoceptors; MAP kinases; Akt1 kinase; PEA-15; rat brain 
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Introduction 

Fas-associated death domain (FADD) protein was originally described as an intermediate 

adaptor molecule mediating the apoptotic signals of Fas receptor (TNFRSF6, tumor necrosis 

factor receptor superfamily 6), a key function also shared by several types of death receptors 

(Chinnaiyan et al., 1995; Alexander et al., 2009). In Fas receptor-mediated cell death and after 

sufficient Fas-ligand stimulation (with massive receptor clustering), the intra-cytoplasmic tail 

of Fas and cytosolic FADD are bound through homotypic death domain (DD) interactions 

after a Fas DD opening transition (Salvesen and Riedl, 2009). Then FADD, also lacking 

enzymatic activity, can recruit death effector domain (DED)-containing initiator pro-caspase 

8 through DED/DED interactions, which results in the formation of the death inducing 

signaling complex (Algeciras-Schimnich et al., 2002; Salvesen and Riedl, 2009). FADD also 

displays, outside its C-terminal DD, a single serine phosphorylation site (Ser194 in human; 

Ser191 in mouse; Ser194 or Ser195 in rat; Zhang et al., 2004; García-Fuster et al., 2008a), 

catalyzed by casein kinase 1 alpha (CK1α) (Alappat et al., 2005) and possibly other as yet 

unidentified kinases (Scaffidi et al., 2000; Zhang et al., 2004), which is crucial for its 

additional role in mediating non-apoptotic actions such as in vitro cell survival/proliferation 

and cycle progression (Hua et al., 2003; Alappat et al., 2005) and in vivo neuroplasticity 

induced by opiate drugs (García-Fuster et al., 2008b; Ramos-Miguel et al., 2009; 2010) and 

cocaine (García-Fuster et al., 2009). 

Chronic exposure to drugs of abuse induces aberrant forms of structural and behavioral 

plasticity that may underlie a number of brain dysfunctions in humans (Kalivas and O’Brien, 

2008). Although numerous investigations have uncovered many relevant brain neurochemical 

adaptations in drug addiction (Hyman et al., 2006; Le Moal and Koob, 2007; Christie, 2008), 

the identification of new neural substrates and their interactions with classic targets is still 

needed to better understand the neurobiology of this chronic process. In opiate addiction, drug 

dependence and behavioral sensitization (neuroadaptation processes) have been shown to 

represent major causes in the long persistence of relapse risk in the addicted person. In this 

context, the imbalance between phosphorylated (p) FADD and FADD (increased p-

FADD/FADD ratio) and their interactions with specific signaling pathways [e.g. mitogen 

activated protein (MAP) kinases; Akt or protein kinase B; and phosphoprotein enriched in 

astrocytes of 15 kDa (PEA-15)], were recently shown to play important neuroadaptive roles 

in brains of chronic opiate abusers (Ramos-Miguel et al., 2009) as well as in mediating the 



 207 

short-lasting expression of unconditioned psychomotor sensitization induced by morphine in 

rats (Ramos-Miguel et al., 2010). 

The distressful abstinence syndrome often experienced by opiate abusers during the course 

of addiction (negative reinforcing effects) is a complex behavioral/neurochemical process 

(Daglish et al., 2003; Williams et al., 2007), a major cause for restarting drug use (avoidance 

of drug withdrawal), and its manifestation a clear demonstration of opiate physical 

dependence. In opiate-dependent rodents, the involvement of the noradrenergic system in the 

expression of somatic symptoms and behavioral signs of morphine withdrawal is well 

documented (Maldonado, 1997). The spontaneous or antagonist-precipitated morphine 

withdrawal induces various changes in brain neuronal activities but especially in the nucleus 

locus ceruleus, whose hyperactive noradrenergic neurons and the increased release of 

norepinephrine in target areas (e.g. the cerebral cortex), mediate most of the behavioral 

features of the abstinence syndrome (Maldonado, 1997). The morphine withdrawal syndrome 

is also associated with adaptations of various neurotransmitter receptors (Maldonado, 1997) 

and receptor regulatory mechanisms (Ozaita et al., 1998), including the inhibitory α2-

adrenoceptors whose stimulation induces anti-withdrawal effects (Aghajanian, 1978; Ulibarri 

et al., 1987; Maldonado, 1997). In this context, chronic morphine treatment followed by 

spontaneous opiate withdrawal was shown to induce upregulation of α2-adrenoceptors 

(receptor density and mRNA) in rat brain (Ulibarri et al. 1987; Gabilondo and García-Sevilla, 

1995; Busquets et al., 1997). These findings indicated that the natural adaptation of inhibitory 

α2-adrenoceptors regulating norepinephrine release is a relevant mechanism by which the 

morphine abstinence syndrome can be counteracted. 

To further explore the role of multifunctional FADD in opiate addiction (withdrawal 

syndrome as a consequence of physical dependence), this study was designed to assess the 

regulation of cortical p-FADD, the FADD species involved in neuroplasticity, during the 

development of spontaneous morphine withdrawal in opiate-dependent rats (time course and 

intensity during 2-96 h). The involvement of α2-adrenoceptors and signaling pathways (MAP 

kinases, Akt1 kinase, PEA-15) in the modulation of the behavioral syndrome and the content 

of p-FADD were also investigated. In addition, other proteins related to neural plasticity such 

as FLICE-like inhibitory protein (FLIPL), Arc (activity-regulated cytoskeleton-associated 

protein), nuclear transcription factor-κB (NF-κB), c-Fos and FosB were also quantified in the 

rat brain during the development of spontaneous morphine withdrawal. 
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Materials and methods 

Animals, induction of morphine dependence, and other drug treatments 

Male Sprague-Dawley rats (180-220 g) were used (Charles River, Barcelona, Spain). The rats 

were housed (three per cage) in the animal facilities under controlled conditions of 

temperature (20±2°C), humidity (70%) and light/dark cycle (light period: 8:00 to 20:00), and 

they had free access to a standard diet and tap water. The studies were performed in 

accordance with the NIH Guidelines for Care and Use of Laboratory Animals (1985), the 

European Communities Council Directive 1986 (86/609/EEC), and the local Bioethical 

Committee of the University of the Balearic Islands (UIB). 

Groups of rats were initially treated with morphine (i.p.), three times daily (at 09:00, 15:00 

and 21:00 h), during six consecutive days (day 1: 10, 10 and 10 mg/kg; day 2: 10, 20 and 20 

mg/kg; day 3: 20, 20 and 40 mg/kg; day 4: 40, 40 and 80 mg/kg; day 5: 80, 80 and 100 

mg/kg; day 6: 100 mg/kg). Control rats (n = 13) received saline (1 ml/kg) by using the same 

injection schedule. This chronic intermittent and escalating dosing schedule of morphine 

administration to develop physical dependence was well tolerated and induced low mortality 

(9 rats out of 107 animals). Similar chronic morphine treatments in rats have been shown to 

induce a strong opiate physical dependence, which resulted in a severe abstinence syndrome 

following spontaneous or naloxone-precipitated withdrawal (Ulibarri et al., 1987, Gabilondo 

and García-Sevilla, 1995). After the chronic morphine treatment, the rats (n = 98) were 

randomly assigned to one of the following experimental protocols (Figure 1): (1) a first group 

of rats (n = 46) was left undisturbed in the home cages during 2 h (n = 7; representing the 

chronic effect), 12 h (n = 11), 24 h (n = 12), 48 h (n = 8), 72 h (n = 4), and 96 h (n = 4) to 

assess the time course and intensity of the spontaneous morphine withdrawal syndrome, and 

immediately after the behavioral assessment some rats were killed at each time point to 

quantify the modulation of p-FADD, total FADD and other target proteins in the brain; (2) a 

second group of rats (n = 16) received a single dose of vehicle (ethanol/propylene 

glycol/water, 1 ml/kg, i.p., n = 8) or EEDQ (1.6 mg/kg, i.p., n = 8) at 12 h of SW, and the 

intensity of abstinence and the content of selected target proteins were quantified 12 h later 

(24 h of SW) to assess the alteration in the system after α2-adrenoceptor protein inactivation 

(Miralles et al., 1993; Ozaita et al., 1999); (3) a third group of rats (n = 36) received two doses 
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of vehicle (DMSO, 1 ml/kg, i.p., n = 19) or SL 327 (20 mg/kg, i.p. n = 17) at 4 h and 8 h of 

SW, and abstinence intensity and target proteins were quantified at 12 h and/or 24 h of SW to 

assess the alteration in the system induced by disruption of MEK1/2/ERK1/2 signaling 

(Ramos-Miguel et al., 2010) (Figure 1). Other groups of naive rats received vehicle (n = 4) or 

a high dose of EEDQ (6 mg/kg i.p., n = 4) for 24 h to assess the effect of irreversible 

inactivation of several types of neurotransmitter receptors (Meller et al., 1988) on the content 

of Fas receptor, FADD, p-FADD and p-ERK1/2 in the brain. 

 

Quantification of morphine withdrawal syndrome 

In morphine-dependent rats (10-100 mg/kg for 6 days), the behavioral syndrome induced by 

spontaneous opiate withdrawal (SW) was assessed by an observer blind to the treatments as 

previously described (Bläsig et al, 1973; Ulibarri et al., 1987). At specific time intervals after 

the last morphine administration (i.e. at 2 h, n = 46; 12 h, n = 39; 24 h, n = 28; 48 h, n = 16; 

72 h, n = 8; and 96 h, n = 4), various withdrawal signs were checked (scream on 

touch/hostility on handling, lacrimation, and diarrhea) and counted (wet-dog shaking, teeth 

chattering, grooming, digging, rearing, cage crossing, and writhing) during a 10-min period 

(excluding the initial 5 min of habituation to the observation cage and enviroment). For each 

rat, the score on the withdrawal syndrome rating scale was the number of checked signs 

(multiplied by a weighting factor; Gellert and Holtzman, 1978) plus the number of times the 

counted behaviors occurred during the observation period. After the behavioral assessment, 

some rats were killed at each time point for brain neurochemical analyses (see above). In 

addition, body weight loss was evaluated at 12 h and 24 h of SW as a characteristic peripheral 

somatic feature of physical dependence on morphine, and it was analyzed in experiments 

involving EEDQ and SL 327 (see above). In contrast to naloxone-precipitated withdrawal, the 

spontaneous withdrawal of morphine in rats induces a less intense abstinence syndrome in 

which some of the antagonist-precipitated signs are not observed (e.g. ptosis, 

chromodacryorrhia, profuse salivation, jumping/flying, and penile erection or ejaculation) 

(see Gabilondo and García-Sevilla, 1995). Chronic saline-treated rats (6 days) were similarly 

rated for altered behavioral signs 2-96 h post-treatment. 
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Brain samples, immunoblot assays, and quantification of target proteins 

The rats were killed without anesthesia by decapitation. The brains were removed and the 

parieto-occipital cortices were dissected on ice, frozen in liquid nitrogen, and stored at –80ºC. 

Brain samples (150-200 mg; total homogenate) were prepared for Western blot analysis of 

proteins as described (García-Fuster et al., 2007). Protein concentration was determined with 

the BCA Assay (Pierce Biotechnology). Brain proteins (40 µg) were resolved by 

electrophoresis on 10-12% SDS-PAGE minigels (Bio-Rad Laboratories), which was followed 

by immunoblot standard procedures (Ramos-Miguel et al., 2010). The primary affinity-

purified antibodies (1:500-1:10,000 dilution; overnight incubation a 4ºC) are listed in 

Supplementary Table S1, and they were characterized and validated previously (Ramos-

Miguel et al., 2010 and other references therein). In brain tissue, FADD and p-FADD are 

immunodetected as monomeric (23 kDa), homo-dimeric/trimeric (51-75 kDa) and higher 

oligomeric (116 kDa) species (García-Fuster et al., 2007, 2008a). In particular, oligomeric p-

FADD was mainly immunodetected with anti-p-Ser191 FADD mouse antibody, and 

monomeric p-FADD with anti-p-Ser194 FADD human antibody (see García-Fuster et al., 

2008a). The blots were developed with peroxidase-conjugated secondary antibodies, 

subjected to ECL detection system, and the signal of bound antibody visualized by exposure 

to autoradiographic film (Amersham International). The intensity of the protein bands on 

autoradiograms was quantified by densitometric scanning (GS-800 Imaging Densitometer, 

Bio-Rad Laboratories). The amount of target proteins in brain samples of morphine-treated 

and morphine-withdrawn rats (see Figure 1, experimental protocols) was compared in the 

same gel with that of control rats, which had received saline and/or vehicle solution. The 

quantification procedure was assessed 3-5 times in different gels (each gel with different brain 

samples from control and drug-treated rats). Finally, percent changes in immunoreactivity 

with respect to control samples (100%) were calculated for each treated rat in the various gels 

and the mean value used as a final estimate (Ramos-Miguel et al., 2010). As a control for 

sample loading and protein transfer, the blots were stripped and reprobed with anti-β-actin 

monoclonal antibody, and target protein content was normalized to that of β-actin. Activation 

of MAP kinases and Akt1 kinase, as well as PEA-15 protein phosphorylation, were expressed 

as the ratio of p-enzyme or p-protein to the corresponding total enzyme or total protein and 

reported as a percentage of that in control rats. 
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Drugs and materials 

Morphine hydrochloride was obtained from Alcaliber S.A. (Madrid, Spain) and dissolved in 

0.9% saline. The MEK1/2 inhibitor SL 327, [α-amino-(4-aminophenylthio)-methylene-2-

(trifluoromethyl)-benzeneacetonitrile], was from Tocris Cookson Ltd. (Avonmouth, UK) and 

dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO). The alkylating agent EEDQ (N-ethoxycarbonyl-2-

ethoxy-1,2-dihydroquinoline) was from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA) and 

dissolved in ethanol and diluted with propylene glycol/water in a final volume ratio of 1:1:2. 

The primary affinity-purified antibodies and their sources are listed in Supplementary Table1. 

Other materials and reagents for immunoblot analyses were from Bio-Rad Laboratories 

(Hercules, CA, USA), Amersham International (Buckinghamshire, UK), Pierce 

Biotechnology (Rockford, IL, USA) or Sigma Chemical Co. 

 

Data analysis and statistics 

All series of data were analyzed with GraphPad Prism software, version 4.0. Results are 

expressed as mean values ± standard error of the mean (SEM). Data conforming to the 

assumptions of parametric analysis (neurochemical data) were analyzed by using one-way 

ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison tests. Data not conforming to the 

assumptions of parametric analysis (morphine withdrawal syndrome: behavioral scores) were 

analyzed by using Kruskal-Wallis one-way ANOVA followed by Dunn’s multiple 

comparison tests. The correlation between variables was carried out by using Pearson’s r 

(parametric variables) or Spearman’s ρ (non-parametric variables) tests. All tests were two-

tailed and p < 0.05 was considered significant. 

 

Results 

p-FADD upregulation in the cerebral cortex of chronic morphine-withdrawn rats: correlation 

with the intensity of abstinence syndrome 

After the chronic administration of morphine (10-100 mg/kg for 6 days), the spontaneous 

opiate withdrawal (SW) induced a severe behavioral syndrome that peaked around 24 h and 

declined gradually up to 96 h (Figure 2A). In the same rats, chronic morphine (2 h post-
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treatment) did not significantly alter the content of total FADD (data not shown) or 

oligomeric and monomeric p-FADD in cortex (Figure 2B). In parallel with the time-course 

and intensity of morphine SW, oligomeric p-FADD was significantly upregulated (33-45% at 

12-24 h) and momomeric p-FADD downregulated (34-65% at 12-96 h) in cortex (Figure 2B). 

In the same brain samples, the ratio of oligomeric p-FADD to monomeric p-FADD was 

markedly increased (2.2- to 2.9-fold) at all time points (12-96 h) of morphine SW (Figure 3). 

Total FADD was not significantly altered in cortex during the time-course of morphine SW 

(12-96 h), although it showed a tendency for a decrease (2-27%, p > 0.05). Chronic morphine 

treatment and morphine SW (12-96 h) did not alter brain CK1α content (increases up to 11%, 

p > 0.05), the main enzyme that induces FADD phosphorylation in human and mouse cells. 

Notably, Spearman correlation analyses carried out on 39 rats during morphine SW (12-96 

h) demonstrated that the intensity of the abstinence syndrome (behavioral scores) significantly 

correlated with the content of oligomeric p-FADD in cerebral cortices (ρ = 0.59, p < 0.0001) 

(Figure 2C). In contrast, the behavioral ratings of morphine SW did not significantly correlate 

with the content of monomeric p-FADD (ρ = 0.21, p = 0.22) or total FADD (ρ = 0.07, p = 

0.70) in the cerebral cortex of the same rats. 

 

Brain α2-adrenoceptor inactivation enhanced the intensity of morphine abstinence and the 

content of cortical oligomeric p-FADD in rats 

The selective inactivation of brain α2-adrenoceptors with a low dose of EEDQ (1.6 mg/kg, 

i.p.), during the development of morphine SW (EEDQ at SW 12), markedly enhanced the 

intensity of the behavioral syndrome 12 h later (SW 24: 52% above values after vehicle) 

(Figure 4, left), without significantly altering the observed loss of body weight at SW 24 h 

(Figure 4, right). Concomitantly with the potentiation of morphine abstinence, α2-

adrenoceptor inactivation induced a significant increase in the content of oligomeric p-FADD 

(SW 24: 34 % above values after vehicle), but not of monomeric p-FADD, in the cerebral 

cortex of the same rats (Figure 4B). 

Treatment of naive rats with a high dose of EEDQ (6 mg/kg, i.p.), which results in 

irreversible inactivation of several types of neurotransmitter receptors (Meller et al., 1988), 

did not alter the gross behavior of the animals or the contents of Fas receptor, total FADD, p-
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FADD (oligomeric and monomeric forms) or p-ERK1/2 MAP kinase in cortex (data not 

shown). 

 

Regulation of ERK, JNK and p38 MAP kinases, Akt1 kinase and PEA-15 after chronic 

morphine and during opiate withdrawal in rats 

Chronic morphine (10-100 mg/kg for 6 days, and 2 h post-treatment) was associated with a 

marked downregulation (37%) in the rate of phosphorylation (activation) of ERK1/2 (similar 

changes for ERK1 and ERK2 isoforms) in cortex (Figure 5A). The SW of morphine induced 

a rapid rebound in the activation of ERK1/2 toward control values (at SW 12 h), and ERK 

activity remained unchanged during the following 24-96 h of morphine SW. In contrast, 

chronic morphine and morphine SW (12-96 h) did not significantly alter the activation of 

JNK1/2 or p38 MAP kinases in cortex (Figure 5B/C). 

Chronic morphine (10-100 mg/kg for 6 days, and 2 h post-treatment) did not significantly 

alter the content of p-Ser473 Akt1 or p-Ser116 PEA-15 in the cerebral cortex (Figure 6A/B). 

However, morphine SW (12-96 h) induced progressive decreases in p-Akt1 (3-26%) and p-

PEA-15 (3-39%) in cortex (Figure 6A/B). As expected, the contents of p-Akt1 and p-PEA-15 

correlated in the same cortical samples (r = 0.65, n = 38, p < 0.0001). The content of p-PEA-

15 also showed a positive and significant correlation with that of monomeric p-FADD (r = 

0.61, n = 38, p < 0.0001), but not with oligomeric p-FADD (r = 0.23, n = 39, p = 0.167). 

 

MEK/ERK1/2 inhibition reduced the intensity of morphine abstinence but not the 

upregulation of cortical oligomeric p-FADD in rats 

Treatment with the brain penetrating MEK inhibitor SL 327 (2 x 20 mg/kg, i.p.) during the 

development of morphine SW (SL 327 injected at 4 and 8 h of SW) markedly decreased 

(45%) the activation of ERK1/2 in the cerebral cortex 4 h later (SW 12 h), but not at longer 

time intervals (SW 24 h) (Figure 7A). The disruption of ERK1/2 signaling during the 

initiation of morphine SW (4-8 h) did not alter the intensity of morphine abstinence at SW 12 

h, but markedly attenuated (45%) the behavioral syndrome at SW 24 h, without altering the 

observed loss of body weight (Figure 7C/D). The early inhibition of ERK1/2 signaling (SW 
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4-8 h), however, did not prevent the up-regulation of oligomeric p-FADD (21-35%) and 

down-regulation of monomeric p-FADD (44-54%) induced by morphine SW at 12 h and 24 h 

(Figure 7B). 

 

Modulation of other proteins related to structural and/or behavioral plasticity in chronic 

morphine-withdrawn rats 

Chronic morphine (10-100 mg/kg for 6 days; 2 h post-treatment) and morphine SW (12-96 h) 

did not significantly alter the contents of FLIPL (a binding partner of FADD), NF-κB 

(precursor protein and subunits), Arc protein (a regulator of cytoskeleton dynamics), and Fos 

early gene products (c-Fos, FosB, and ΔFosB truncated form) in the cerebral cortex (Figure 8, 

representative immunoblots). 

 

Discussion 

The main finding of this study revealed that the content of oligomeric p-FADD in the cerebral 

cortex paralleled the time-course and intensity of the spontaneous abstinence syndrome in 

chronic morphine-withdrawn rats. In addition, there was a striking correlation between the 

severity of morphine SW and the content of oligomeric p-FADD in the cortex of individual 

rats, suggesting that the non-apoptotic/neuroplastic actions of p-FADD (García-Fuster et al., 

2008a; Ramos-Miguel et al., 2009, 2010) participate in the complex molecular mechanims 

associated with the expression of physical dependence on morphine. Moreover, α2-

adrenoceptors had a crucial role in regulating simultaneously the intensity of morphine SW 

and the content of p-FADD in the cerebral cortex. MEK/ERK signaling also participated in 

the expression of the morphine abstinence syndrome through mechanisms not directly related 

to the modulation of p-FADD. 

In contrast to oligomeric p-FADD, the modulation of monomeric p-FADD and total 

FADD in the cerebral cortex did not show significant associations with the intensity of 

morphine abstinence. These FADD forms were markedly down-regulated (monomeric p-

FADD) or slightly decreased (FADD) during the time-course of morphine SW. These data 

suggested that the relevant up-regulation of oligomeric p-FADD during SW was related to the 
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known process of monomeric p-FADD self-association (see Ramos-Miguel et al., 2009), 

which can explain the opposite regulation of oligomeric and monomeric p-FADD forms 

(dynamic relationship) in chronic morphine-withdrawn rats. In fact, the ratio of oligomeric p-

FADD to monomeric p-FADD was markedly increased during morphine SW (12-96 h), 

suggesting that the abstinence syndrome induced p-FADD oligomerization and the 

involvement of this p-FADD form in neuroplasticity (Ramos-Miguel et al., 2009, 2010). 

Interestingly, chronic morphine treatment and SW did not modulate other neuroplastic 

proteins in rat cortex (FLIPL, NF-κB, Arc protein, c-Fos, and FosB), which have been 

associated with opiate-induced neuroadaptations in the human prefrontal cortex (García-

Fuster et al., 2008b) and in rodent dopaminergic brain regions (McClung et al., 2004; 

Bramham et al., 2008; Russo et al., 2009). These negative data further reinforced the 

functional role of up-regulated cortical p-FADD in the molecular mechanisms and behavioral 

expression of physical dependence on morphine. 

The activation of inhibitory α2-adrenoceptors in brain has been demonstrated to suppress 

most of the symptoms of morphine abstinence in rodents (see Ulibarri et al., 1987; 

Maldonado, 1997). In chronically morphine-treated rats, the modulation of α2-adrenoceptor 

density during SW (3-72 h) was shown to directly correlate with the bell-shaped intensity of 

the abstinence syndrome (Ulibarri et al., 1987). This remarkable finding appears to be 

consistent with the striking correlation between morphine abstinence severity and the 

regulation of cortical p-FADD observed in the current study. Thus, the selective inactivation 

of brain α2-adrenoceptors (EEDQ for 12 h was shown to reduce receptor density by 90%; 

Miralles et al., 1993) during the development of morphine SW resulted in a potentiation in the 

intensity of behavioral signs and in a greater up-regulation of oligomeric p-FADD in cortex at 

SW 24 h. These findings not only reinforced the important functional role of oligomeric p-

FADD in the behavioral expression of morphine abstinence, but they also suggested that 

FADD participated in the signaling of α2-adrenoceptors in brains of morphine-dependent rats. 

In fact, treatment of naive rats with the α2-adrenoceptor agonist clonidine or brimonidine 

(UK14303) was shown to dose-dependently (0.03-3 mg/kg) reduce total FADD in cortex (27-

54%), an effect that was prevented with the selective α2-adrenoceptor antagonist RX821002 

(García-Sevilla and García-Fuster, 2009). These results clearly indicated that multifunctional 

FADD is a relevant down-stream molecule that participates in the signaling mechanisms 

associated with the stimulation of α2-adrenoceptors. 
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The involvement of ERK1/2 signaling in the induction of behavioral plasticity to drugs of 

abuse, including the opiates, is well documented in laboratory animals (see Zhai et al., 2008; 

Brami-Cherrier et al., 2009). Long-term opiate addiction was also shown to be associated 

with a pronounced down-regulation in the phosphorylation status (activation) of ERK1/2 in 

the prefrontal cortex of human addicts (Ferrer-Alcón et al., 2004; Ramos-Miguel et al., 2009). 

Furthermore, the activation of ERK1/2, but not JNK1/2 and p38 MAP kinases, has been 

involved in mediating the short-lasting expression of morphine-induced psychomotor 

sensitization in rats (Ramos-Miguel et al., 2010). In the current study, chronic morphine 

treatment (10-100 mg/kg for 6 days) induced a marked reduction of ERK1/2 activation in 

cortex (2 h post-treatment), an inhibitory effect that was rapidly lost during the time-course of 

SW (12-96 h). In contrast, chronic morphine and SW did not modulate the activities of pro-

apoptotic JNK1/2 and p38 MAP kinases. To further assess the role of ERK1/2 during 

morphine abstinence (behavioral syndrome and p-FADD regulation), the compound SL 327 

was used to inhibit MEK1/2 and consequently ERK1/2 activation in the brain. As expected, 

SL 327 (administered at SW 4 h and 8 h) strongly reduced ERK1/2 activation at SW 12 h but 

not at SW 24 h, possibly due to the short half-life of the MEK inhibitor (Selcher et al., 1999; 

Ramos-Miguel et al., 2010). Interestingly, the disruption of ERK1/2 signaling attenuated the 

intensity of morphine abstinence at SW 24 h (but not at SW 12 h), suggesting that the delayed 

behavioral response to ERK1/2 inhibition may involve longer time periods that are required 

for the regulation of ERK-associated nuclear targets (Brami-Cherrier et al., 2009). In any 

case, the inhibition of ERK1/2 did not prevent the up-regulation of oligomeric p-FADD or the 

down-regulation of monomeric p-FADD at SW 12 h and 24 h, indicating that ERK1/2 

signaling was not directly invoved in the regulation of p-FADD during morphine SW. The 

ERK1/2 pathway had, however, a direct impact on the modulation of morphine abstinence 

symptoms [chronic morphine: reduced p-ERK1/2 and absence of withdrawal signs (Figures 

5A and 1A); acute SL 327 during morphine SW: reduced p-ERK1/2 and attenuation of 

withdrawal signs (Figure 7)]. In contrast, other studies have reported that disruption of 

ERK1/2 signaling with high doses of SL 327 (50-100 mg/kg) did not attenuate opiate 

abstinence symptoms induced by naloxone-precipitated withdrawal in morphine-dependent 

rodents (Almela et al., 2007; Moulédous et al., 2007). It appears that morphine SW (slow 

appearance of symptoms lasting 2-3 days) is a better method than antagonist-precipitated 

withdrawal (rapid appearance of symptoms lasting 1-2 hours) to unravel the time-dependent 

involvement of relevant receptors and signaling (neuroadaptive) proteins (e.g. α2-
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adrenoceptors and ERK1/2) in the regulation of the abstinence syndrome (see Gabilondo and 

García-Sevilla, 1995; Ozaita et al., 1998; Edwards et al., 2009). Therefore, the paradigm of 

morphine SW is particularly pertinent when specific findings in brains of laboratory animals 

are translated to the context of human opiate addiction. 

Finally, FADD has been shown to interact with other cytosolic DED-molecules such as 

PEA-15 to further regulate the ERK pathway (Valmiki and Ramos, 2009). The 

phosphorylation of PEA-15 at Ser116, mediated by Akt1, is a necessary step to alter the 

balance between FADD and ERK1/2 (Renganathan et al., 2005), and thus PEA-15 can 

participate in opiate-induced neuroplasticity (Ramos-Miguel et al., 2009, 2010). In a previous 

study, the striatal up-regulation of oligomeric p-FADD working in concert with increased 

activations of PEA-15/Akt1 and ERK1/2 were shown to play a major role in mediating the 

short-lasting expression of unconditioned psychomotor sensitization induced by morphine in 

rats (Ramos-Miguel et al., 2010). In the present study, however, the cortical up-regulation of 

oligomeric p-FADD during the development of morphine SW was associated with decreased 

PEA-15/Akt1 activation and normal ERK1/2 activity. These contrasting results (striatal 

plasticity vs cortical plasticity) indicated that although p-FADD was clearly involved in both 

opiate behavioral models they were regulated by different brain region-specific mechanisms. 

In conclusion, cortical oligomeric p-FADD, through interactions with α2-adrenoceptors 

and ERK1/2 signaling, plays a functional role in the behavioral expression of spontaneous 

morphine abstinence syndrome in chronically opiate-treated rats. The neuroplastic actions 

induced by multifunctional FADD protein can help to better undestand the complex 

neuropharmacological and neuroadaptive mechanisms involved in the induction of physical 

dependence on morphine. 
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Figure legends 

Figure 1 Schematic diagram illustrating the experimental designs of the study. 

 

Figure 2 (A) Severity of spontaneous abstinence syndrome in morphine-dependent rats 

(10-100 mg/kg for 6 days). Time course ( SW): 2 h, n = 46; 12 h, n = 39; 24 h, n = 28; 48 h, 

n = 16; 72 h, n = 8; 96 h, n = 4. Chronically saline-treated rats (Ο, n = 13). Circles (behavioral 

score) are means ± SEM of n rats per group. Kruskal-Wallis ANOVA (SW: 2-96 h): [KW 

(5,139) = 47.7; p <0.0001]. ***p < 0.001 when compared with chronically morphine-treated 

rats (2 h post-teatment) or chronic saline (KW/Dunn’s test). (B) Effect of SW from chronic 

morphine on the contents of oligomeric () and monomeric () p-FADD forms in the 

cerebral cortex of the same rats. Time course (SW): 2 h, n = 7; 12 h, n = 11; 24 h, n = 12; 48 

h, n = 8; 72 h, n = 4; 96 h, n = 4. Chronically saline-treated rats (Ο and � , n = 13). Symbols 

are means ± SEM of n experiments per group with an animal per experiment, and expressed 

as percentage of the control (saline) group. ANOVA: oligomeric p-FADD [F(6,52) = 4.67, p 

= 0.0007],  monomeric p-FADD [F(6, 52) = 7.81, p < 0.0001]. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 

0.001 when compared with the control group (ANOVA/Bonferroni’s test). Bottom: 

representative immunoblots of oligomeric and monomeric p-FADD, and β-actin, in cortical 

samples of control (Sal) and SW (2-96 h) rats. (C) Scatterplot depicting a significant 

correlation between the intensity of morphine abstinence syndrome and the content of 

oligomeric p-FADD in the cerebral cortex of the same rats during SW (12-96 hours). Each 

circle () represents a different animal. The solid line (y = 99.4+2.15x) is the best fit of the 

correlation (Spearman's ρ = 0.59, n = 39, p < 0.0001). 

 

Figure 3 Ratio of oligomeric to momomeric p-FADD forms in the cerebral cortex after 

spontaneous withdrawal (SW) in morphine-dependent rats (10-100 mg/kg for 6 days). Time 

course ( SW): 2 h, n = 7; 12 h, n = 11; 24 h, n = 12; 48 h, n = 8; 72 h, n = 4; 96 h, n = 4. 

Chronically saline-treated rats (Ο, n = 13). Circles are means ± SEM of n experiments per 

group with an animal per experiment, and expressed as percentage of the control (saline) 

group. ANOVA: [F(6, 52) = 3.79, p = 0.0033]. *p < 0.05; **p < 0.01 when compared with the 

control group (ANOVA/Bonferroni’s test). Bottom: representative immunoblot of oligomeric 

and monomeric p-FADD forms (anti-p-Ser194 FADD antibody; same film with different 

exposure times) in cortical samples of control (Sal) and SW (2-96 h) rats. 
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Figure 4 (A) Intensity of spontaneous withdrawal syndrome in morphine-dependent rats 

(10-100 mg/kg for 6 days) after the selective inactivation of brain α2-adrenoceptors with 

EEDQ (1.6 mg/kg, i.p.). Groups of morphine-withdrawn rats were treated (SW 12 h) with 

vehicle (n = 8) or EEDQ (n = 8) and abstinence severity was assessed 12 h later (SW 24 h). A 

group of chronically saline-treated rats (also treated with vehicle at SW 12 h) served as 

control (n = 8). Left: global behavioral score. Right: change in body weight. Columns are 

means ± SEM of n rats per group. Left: Kruskal-Wallis ANOVA: [KW(2,21) = 18.0; p = 

0.0001]. *p < 0.05, ***p < 0.001 when compared with the control group; †p < 0.05 when 

compared with vehicle+SW 24 h (KW/Dunn’s test). Right: ANOVA: [F(2,21) = 91.0; p < 

0.0001]. ***p < 0.001 when compared with the control group (ANOVA/Bonferroni's test). 

(B) Contents of oligomeric and monomeric p-FADD forms in the cerebral cortex of the same 

rats treated as above. Columns are means ± SEM of n = 8 experiments per group with an 

animal per experiment, and expressed as percentage of the control group. ANOVA: 

oligomeric p-FADD [F(2,21) = 23.9, p < 0.0001]; monomeric p-FADD [F(2,21) = 5.68, p = 

0.011]. * p < 0.05; ** p < 0.01, *** p < 0.001 when compared with the control group; †p < 

0.05 when compared with vehicle+SW 24 h (ANOVA/Bonferroni's test). Right: 

representative immunoblots of oligomeric and monomeric p-FADD, and β-actin, in cortical 

samples of control (C), SW 24 h, and EEDQ+SW 24 h rats. 

 

Figure 5 Phosphorylation of (A) ERK1/2, (B) JNK1/2, and (C) p38 MAP kinases (ratio of 

p-kinase to total kinase) in the cerebral cortex after spontaneous withdrawal (SW) in 

morphine-dependent rats (10-100 mg/kg for 6 days). Time course ( SW): 2 h, n = 7; 12 h, n 

= 8; 24 h, n = 8; 48 h, n = 8; 72 h, n = 4; 96 h, n = 4. Chronically saline-treated rats (Ο, n = 8). 

Circles are means ± SEM of n experiments per group with an animal per experiment, and 

expressed as percentage of the control (saline) group. ANOVA detected a significant 

difference between the groups of treatments only for p-ERK1/2: [F(6, 40) = 6.00, p = 0.0001]. 

***p < 0.001 when compared with the control group; †††p < 0.001 when compared with SW 

2 h (ANOVA/Bonferroni’s test). Bottom (A,B,C): representative immunoblots of 

phosphorylated and total MAP kinases in cortical samples of control (Sal) and SW (2-96 h) 

rats. 

 

Figure 6 Phosphorylation of (A) Akt1, and (B) PEA-15 (ratio of p-protein to total protein) 

in the cerebral cortex after spontaneous withdrawal (SW) in morphine-dependent rats (10-100 
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mg/kg for 6 days). Time course ( SW): 2 h, n = 7; 12 h, n = 8; 24 h, n = 8; 48 h, n = 8; 72 h, 

n = 4; 96 h, n = 4. Chronically saline-treated rats (Ο, n = 8). Circles are means ± SEM of n 

experiments per group with an animal per experiment, and expressed as percentage of the 

control (saline) group. ANOVA: Akt1 [F(6, 40) = 2.50, p = 0.046]; PEA-15 [F(6, 40) = 2.47, 

p = 0.040]. *p < 0.05 when compared with the control group and/or SW 2 h 

(ANOVA/Bonferroni’s test). Bottom (A,B): representative immunoblots of phosphorylated 

and total Akt1 and PEA-15 in cortical samples of control (Sal) and SW (2-96 h) rats. 

 

Figure 7 (A) Inhibition of ERK1/2 activation with SL 327 (a brain penetrating MEK1/2 

inhibitor) in morphine-dependent rats (10-100 mg/kg for 6 days). Groups of morphine-

withdrawn rats were treated twice (SW 4 h and SW 8 h) with vehicle (n = 7) or SL 327 (20 

mg/kg, i.p., n = 10) and the activation of ERK1/2 was assessed at SW 12 h (n = 8) and SW 24 

h (n = 9). A group of chronically saline-treated rats (and vehicle at SW 4 h and SW 8 h) 

served as control (n = 10). Columns (ratio of p-kinase to total kinase) are means ± SEM of n 

rats per group. ANOVA: SW 12 h [F(2,10) = 5.64; p = 0.023], SW 24 h [F(2,11) = 0.97; p = 

0.41]. *p < 0.05 when compared with the control group (ANOVA/Bonferroni's test);  #p < 

0.005 when compared with the corresponding SW 12 h group (Student’s t-test). Bottom: 

representative immunoblots of p-ERK1/2 and total ERK1/2 in cortical samples of control 

(Veh), SW 12 h and SW 24 h rats treated with vehicle (–) or SL 327 (+). (B) Contents of 

oligomeric and monomeric p-FADD forms in the cerebral cortex of the same morphine-

withdrawn rats (SW 12 h and SW 24 h) after treatment with SL 327 as above. Columns are 

means ± SEM of n = 5-14 experiments per group with an animal per experiment, and 

expressed as percentage of the control group. ANOVA: oligomeric p-FADD at SW 12 h 

[F(2,12) = 2.90, p = 0.094]; monomeric p-FADD at SW 12 h [F(2,1) = 14.20, p = 0.0007]; 

oligomeric p-FADD at SW 24 h [F(2,33) = 8.87, p = 0.0008]; monomeric p-FADD at SW 24 

h [F(2,33) = 10.10, p = 0.0004]. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.0001 when compared with 

the control group (ANOVA/Bonferroni's test). Bottom: representative immunoblots of p-

FADD forms, and β-actin, in cortical samples (duplicates) of control (vehicle), SW 24 h and 

SL 327+SW 24 h rats. (C,D) Intensity of spontaneous withdrawal syndrome (behavioral score 

and body weight) in the same morphine-withdrawn rats (SW 12 h and SW 24 h) after 

treatment with vehicle or SL 327 as above. Columns are means ± SEM of n rats per group. C: 

Kruskal-Wallis ANOVA (behavioral score): SW 12 h [KW(2,38) = 8.60; p = 0.013]; SW 24 h 

[KW(2,30) = 15.0; p = 0.0007]. *p < 0.05, ***p < 0.001 when compared with the 



 227 

corresponding control group; †p < 0.05 when compared with vehicle+SW 24 h (KW/Dunn’s 

test). D: ANOVA (body weight): SW 12 h [F(2,38) = 18.0; p < 0.0001]; SW 24 h [F(2,30) = 

140.0; p < 0.0001]. ***p < 0.001 when compared with the corresponding control group 

(ANOVA/Bonferroni’s test). 

 

Figure 8 Representative immunoblots of neuroplastic proteins (FLIPL, NF-κB, Arc, c-Fos 

and FosB) in the cerebral cortex after spontaneous withdrawal  (SW 2-96 h) in morphine-

dependent rats (10-100 mg/kg for 6 days). Sal: chronically saline-treated rats. PC: positive 

control for the corresponding protein. 

 

 

 



 228 

 

 

 

 

 



 229 

 



 230 

 

 

 

 

 

 

 



 231 

 

 

 

 

 

 



 232 

 

 

 



 233 

 



 234 

 

 

 

 

 



 235 

 

 

 

 

 

 



 236 

Supplementary Table S1 

Antibodies used for the immunodetection and quantification of target proteins and signaling 

molecules associated with phenomena of neuroplasticity in opiate addiction 

Protein Antigen Host Catalog  Batch Company 
p-FADD Mouse p-FADD (peptide containing p-Ser191) Rabbit 2785 1 Cell Signaling, USA 
p-FADD Human p-FADD (peptide containing p-Ser194) Rabbit sc-12439 C072 Santa Cruz, USA 
FADD Human FADD (28-208 residues) Rabbit sc-5559 J-2004 Santa Cruz, USA 
Fas Mouse Fas receptor (C-terminal residues) Rabbit sc-716 F1306 Santa Cruz, USA 
CK1α Human casein kinase 1α (C-terminal residues) Goat sc-6477 K2305 Santa Cruz, USA 
p-ERK1/2 Human p44 MAPK (peptide containing p-Thr202/Tyr204) Rabbit 9101 20 Cell Signaling, USA 
ERK1/2 Rat and human p42 MAPK (synthetic peptide) Rabbit 442704 D33075 Calbiochem, FRG 
p-JNK Human JNK (peptide containing p-Thr183/Tyr185) Rabbit 9251 10 Cell Signaling, USA 
JNK Human JNK2 (GST fusion protein) Rabbit 9252 6 Cell Signaling, USA 
p-p38 MAPK Human p38 (peptide containing p-Thr180/Tyr182) Rabbit 9211 16 Cell Signaling, USA 
p38 MAPK Human p38 (synthetic peptide) Rabbit 9212 9 Cell Signaling, USA 
p-PEA-15 Human PEA-15 (peptide containing p-Ser116) Rabbit 44-836G 0103 BioSource Inc., USA 
PEA-15 Human PEA-15 (peptide containing Leu60) Rabbit 2780 1 Cell Signaling, USA 
p-Akt1 Mouse Akt1 (peptide containing p-Ser473) Rabbit 9721 10 Cell Signaling, USA 
Akt1 Human Akt1, α-isoform (88-100 residues) Rabbit 530311 D35774 Calbiochem, FRG 
Arc Human Arc (1-300 residues) Rabbit sc-15325 B2309 Santa Cruz, USA 
FLIP Human FLIP (2-18 residues) Rabbit F 9800 048K1495 Sigma Chemical, USA 
NF-κB Human NF-κB (peptide containing Ser276) Rabbit 3034 7 Cell Signaling, USA 
FosB Human FosB (1-237 residues) Rabbit sc-28213 K0805 Santa Cruz, USA 
c-Fos Human c-Fos (peptide mapping internal region) Rabbit sc-253 D012 Santa Cruz, USA 
β-actin Human β-actin (2-16 residues) Mouse A1978 AC-15 016K4817 Sigma Chemical, USA 
 

See the section of Materials and methods for specific details of some antibodies. 
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 REGULACIÓN DE LOS OPIÁCEOS SOBRE LOS MECANISMOS APOPTÓTICOS EN 

CEREBRO DE RATA Y HUMANO 

Los resultados de este trabajo demuestran que las proteínas pro-apoptóticas más relevantes de 

las vías extrínseca (el receptor Fas, FADD, y la caspasa-8) e intrínseca (Bax, citocromo c, y 

AIF), así como los mecanismos apoptóticos efectores (principalmente la caspasa-3) en los 

cuales finalmente convergen ambas vías, no se hallan sobre-expresados en la corteza 

prefrontal de consumidores de opiáceos de corto o largo plazo. Por el contrario, en estos 

adictos a heroína o metadona, la reducción de FADD (posible atenuación de la señalización 

de Fas), los incrementos de FLIPL y Bcl-2 (poderosos inhibidores de la activación de las 

proteínas apoptóticas), con el consecuente desplazamiento del cociente Bcl-2/Bax (un 

indicador de supervivencia/muerte celular), la reducción del citocromo c, la ausencia de una 

activación anormal de la caspasa-3 y, finalmente, la presencia de una patrón de fragmentación 

de PARP-1 muy similar en comparación con los sujetos control, claramente indican que estas 

vías de muerte celular, tras un posible estado de activación inicial de corta duración, han 

alcanzado un nuevo estado de adaptación que podría reflejar la inducción de efectos anti-

apoptóticos (neuroprotectores) u otras acciones no apoptóticas (neuroplasticidad).  

Así pues, parece improbable que la cuantificación de otras proteínas relacionadas con la 

señalización de muerte celular, tales como el ligando de Fas (FasL) u otras caspasas (como 

por ejemplo las caspasas 6, 7 ó 9), revelen la presencia de una tasa apoptótica más elevada en 

la corteza prefrontal de adictos a opiáceos que contradiga las conclusiones derivadas de este 

trabajo. 

Regulación de la vía extrínseca 

Los contenidos del receptor Fas, así como la expresión de las formas agregadas del receptor 

(formas activas en la transducción de la señal apoptótica extrínseca), se hallaron inalteradas, 

indicando que cualquier incremento en los niveles de FasL se vería contrarrestado por la 

ausencia FADD (reducido en estas muestras cerebrales), el cual es imprescindible para 

acoplar la señal de muerte al interior de la célula. Por otra parte, la caspasa-9, que es la unidad 

proteolítica del complejo molecular denominado apoptosoma formado tras la activación de la 

vía intrínseca, es la encargada de fragmentar y activar la casapasa-3 (revisado en Kumar, 

2007). Sin embargo, no se halló ninguna evidencia de la activación de la caspasa-3, en la cual 

confluyen ambas cascadas apoptóticas, en las muestras cerebrales de los grupos de 



A. Ramos Miguel 240 

consumidores de opiáceos estudiados. Por otro lado, la caspasa-7, muy similar estructural y 

funcionalmente a la caspasa-3, presenta idénticos substratos nucleares que su homóloga, 

incluida la PARP-1. Esta polimerasa de reparación del ADN es fragmentada por la actividad 

proteolítica de ambas caspasas, y su patrón de fragmentación es habitualmente empleado 

como trazador de procesos apoptóticos tanto en cultivos celulares como en tejidos in vivo 

(Putt et al., 2005; Garnett et al., 2006; Galluzzi et al., 2009). No obstante, el patrón de 

fragmentación de PARP-1 en la corteza prefrontal de las adictos a opiáceos fue muy similar al 

observado en las muestras de los sujetos control, sugiriendo que ninguna de las caspasas 

efectoras (3 y 7) presentaba una actividad anormalmente acelerada en dichas muestras 

cerebrales. En cuanto a la caspasa-6, también una caspasa efectora, no parece jugar un papel 

importante en la apoptosis de mamíferos (Kumar, 2007). 

Estudios anteriores han descrito incrementos del receptor Fas (incluyendo las formas 

agregadas), así como de otras proteínas asociadas, en el cerebro y la espina dorsal de animales 

de laboratorio tras diferentes tratamientos con fármacos opiáceos (Boronat et al., 2001; Mao 

et al., 2002; García-Fuster et al., 2003, 2004; Pérez-San Emeterio et al., 2006; Tramullas et 

al., 2007). Por el contrario, la administración aguda de agonistas µ−, δ− y κ−opioides redujo 

(en un mecanismo dependiente de la integridad de la señalización de ERK) la 

inmunodensidad de FADD en la corteza cerebral de ratas, un efecto que remitió tras el 

tratamiento crónico con estas substancias (García-Fuster et al., 2007a). Además, la 

abstinencia (espontánea y/o precipitada por antagonista) a estos fármacos opioides indujo una 

nueva reducción en los contenidos corticales de FADD (García-Fuster et al., 2007a; y 

resultados presentes). Ninguno de estos tratamientos promovió la activación de la iniciadora 

caspasa-8, o la caspasa-3 ejecutora (García-Fuster et al., 2007a), lo cual es congruente con la 

presente observación de un patrón normal de fragmentación de PARP-1. En conjunto, estos 

resultados sugieren que, a pesar de una posible activación del receptor Fas, la reducida 

disponibilidad de FADD, impediría la activación de mecanismos efectores de muerte celular 

en la corteza cerebral tras la exposición aguda y crónica, o en la abstinencia a opiáceos. 

Por otra parte, la activación del receptor Fas no siempre resulta en la inducción de apoptosis 

debido a la presencia de poderosos inhibidores endógenos que desarticulan los mecanismos 

apoptóticos de la vía extrínseca, tales como FLIP (Tschopp et al., 1998; Peter y Krammer, 

2003; Kataoka, 2005). Estructuralmente, FLIP pertenece a la familia de proteínas que 

contienen DED, y es prácticamente idéntico a la caspasa-8, aunque carece del dominio 
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catalítico. Cuando es sobre-expresado, FLIP puede unirse tanto a la caspasa-8 como a FADD, 

impidiendo el reclutamiento de la caspasa iniciadora al DISC y bloqueando el comienzo de la 

vía apoptótica extrínseca (Tschopp et al., 1998; Krueger et al., 2001). Esta proteína sufre un 

procesamiento post-transcripcional que permite la expresión de principalmente dos isoformas 

de la molécula: una larga (FLIPL, presente en casi todos los tejidos) y otra corta (FLIPS, 

principalmente en tejido linfático) (Kataoka, 2005). En el tejido cerebral del ratón adulto se 

ha observado la expresión selectiva de FLIPL en neuronas corticales (Taoufik et al., 2007), y 

en la corteza prefrontal humana sólo se inmunodetectó la presencia de FLIPL. Aunque muy 

sutilmente, pero de forma significativa, los adictos crónicos presentaron un incremento en la 

expresión cortical de este inhibidor de la apoptosis, sin ser observada modulación alguna 

sobre la caspasa-8, lo que podría indicar (junto con la mencionada reducción de FADD) la 

inducción de mecanismos anti-apoptóticos adicionales. De hecho, se ha descrito que la sobre-

expresión de FLIPL es capaz de reducir significativamente el volumen de la lesión inducida 

por una isquemia cerebral provocada en la corteza de ratones transgénicos (Taoufik et al., 

2007), demostrando que este inhibidor endógeno de la caspasa-8 puede mediar 

neuroprotección en mamíferos.  

Regulación de la vía intrínseca 

En respuesta a las señales de muerte, muchas proteínas pro- y anti-apoptóticas de la vía 

intrínseca (mitocondrial) son también activadas (Burke, 2008). Algunas de los mecanismos 

más relevantes en la apoptosis intrínseca incluyen la liberación citosólica del citocromo c, con 

la consecuente activación de caspasas efectoras (en mamíferos, principalmente la caspasa-3; 

Kumar, 2007), así como la liberación de AIF, el principal mediador mitocondrial de la 

apoptosis independiente de actividad caspasa (Reed, 1997; Walensky, 2006; Krantic et al., 

2007; Burke, 2008). Resumidamente, mientras que la efectora caspasa-3, al introducirse en el 

núcleo de la célula, proteoliza diversos substratos, entre los que destaca la PARP-1, un 

trazador de fenómenos apoptóticos (véase más arriba), la actividad nuclear de AIF participa 

en la fragmentación del ADN (Krantic et al., 2007). Diversos estudios en cerebro de rata han 

mostrado incrementos en los contenidos de algunas proteínas pro-apoptóticas de la vía 

mitocondrial (Bad, Bax) y caspasa-3 tras tratamientos prolongados con opiáceos (Mao et al., 

2002; Tramullas et al., 2007, 2008). En otros estudios in vivo, sin embargo, la administración 

de fármacos opioides de forma aguda y crónica, así como en la abstinencia (espontánea o 

inducida por antagonista), no fue asociada a alteraciones en la activación, es decir, 

procesamiento proteolítico a su forma activa, de las caspasas-8 (iniciadora) ó -3 (efectora) 
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(García-Fuster et al., 2007). También se ha demostrado, no obstante, que el tratamiento 

crónico con morfina induce una reducción moderada de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 en 

muestras corticales de cerebro de rata (Boronat et al., 2001), así como en la médula espinal 

(Mao et al., 2002). En este estudio en cerebro humano post mórtem, los contenidos de las 

proteínas pro-apoptóticas Bax y AIF no se hallaron incrementados en las muestras corticales 

de consumidores de opiáceos de corto o largo plazo. Sin embargo, el contenido de citocromo 

c se encontró reducido, mientras que el de Bax se halló incrementado en las mismas muestras 

cerebrales. Consecuentemente, el cociente Bcl-2/Bax en la corteza prefrontal de estos sujetos 

mostró una tendencia clara hacia la supervivencia celular (Korsmeyer et al., 1993). Además, 

las muestras cerebrales de los consumidores de opiáceos no presentaron incrementos en los 

contenidos de la caspasa-3 (forma activa o precursora) o la PARP-1. 

En conjunto, estos resultados sugieren que la maquinaria responsable de la vía apoptótica 

intrínseca o mitocondrial, así como los sistemas ejecutores que finalmente promueven la 

destrucción cromosómica y celular, no se encuentran activados por el consumo de estas 

substancias de abuso en la corteza prefrontal de adictos a heroína o metadona. Por el 

contrario, las adaptaciones al consumo crónico de opiáceos de algunos de los componentes de 

la vía mitocondrial (Bcl-2 y citocromo c) podrían indicar la inducción de mecanismos 

neuroprotectores mediante un freno molecular de la apoptosis intrínseca. 

Estudios post mórtem versus modelos animales 

Las discrepancias entre los estudios en cerebro de rata y humano podrían ser debidas a la gran 

heterogeneidad entre los seres humanos, el tiempo de exposición a opiáceos, el elevado grado 

de tolerancia que presentan los adictos a estas substancias, incluyendo la ausencia de 

recompensa tras el consumo de una nueva dosis (excluyendo únicamente el alivio de la 

ansiedad y los síntomas del síndrome de abstinencia), y/o la manera en que la droga es 

consumida por los humanos (auto-administración), que difiere radicalmente del régimen de 

bajas y espaciadas dosis a las que los animales de laboratorio son sometidos, en ausencia de 

los estímulos contextuales asociados al abuso de opiáceos en humanos. Además, se han 

documentado diferencias notables en las relaciones farmacocinéticas-farmacodinámicas de la 

morfina y sus derivados entre ambas especies, que podrían ser debidas a las diferencias en el 

metabolismo de los opiáceos, así como a la permeabilidad de estos compuestos a través de la 

barrera hematoencefálica entre otros factores (Whiteside et al., 2008). A pesar de esta 

variabilidad entre especies, es remarcable que la reducción de FADD, el acoplador de la 
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señalización de los receptores de muerte, ha sido observada tanto en la corteza prefrontal de 

consumidores de heroína o metadona de corto y largo plazo, como en la corteza cerebral de 

rata tras tratamientos agudos y crónicos con opiáceos (García-Fuster et al., 2007a). Así pues, 

la regulación de FADD por fármacos opioides parece un hallazgo de relevancia en la 

neurobiología de la adicción a opiáceos. 

De acuerdo con estos estudios, la marcada reducción del contenido de FADD observada en la 

corteza prefrontal de humanos adictos a heroína o metadona (incluyendo a aquéllos que 

también presentan un historial de consumo de cocaína), podría funcionar un mecanismo de 

contra-regulación para las posibles señales apoptóticas enviadas a través de Fas u otros 

receptores de muerte. 

Por último, es destacable que las proteínas pertenecientes a las cascadas apoptóticas podrían 

jugar un papel importante mediando procesos de plasticidad sináptica en el SNC (Gilman y 

Mattson, 2002; Mattson y Gleichmann, 2005; Jonas, 2006). Este debate se amplía en el 

siguiente apartado. 

LA FOSFORILACIÓN DE FADD EN LOS MECANISMOS NEUROADAPTATIVOS 

INDUCIDOS POR LOS OPIÁCEOS 

Inmunodetección de p-Ser191/194 FADD en tejido cerebral: relevancia de su 

localización nuclear 

En la corteza cerebral y cuerpo estriado de rata y ratón, así como en la corteza prefrontal de 

cerebro humano post mórtem, las formas monomérica (23 kDa), y oligoméricas (92/116 kDa) 

de p-FADD, fueron nítidamente inmunodetectadas independientemente del origen del 

anticuerpo empleado [anticuerpos fosfo-específicos dirigidos contra la secuencia de FADD de 

origen murino (Ab I) o humano (Ab II-IV)], o del lugar de fosforilación de FADD fuera de 

los dominios apoptóticos (Ser191 en ratón, o Ser194 en humano). Actualmente todavía no ha 

sido descrita la posición homóloga donde es fosforilado el FADD en rata, aunque, como se ha 

discutido anteriormente, la alineación de las secuencias predice que sería la Ser194 (Zhang et 

al., 2004; véase la figura 3-8 en Materiales y métodos). 

El proceso de auto-ensamblaje de FADD es relevante desde el punto de vista funcional en la 

señalización apoptótica del receptor Fas (Sandu et al., 2006; Scott et al., 2009), y la 

oligomerización de p-FADD podría jugar un papel en las acciones no-apoptóticas mediadas 
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por esta proteína. De hecho, las formas de p-FADD observadas a 92/116 kDa encajarían con 

el modelo de estequimetría tetramérica recientemente propuesto para el conformación del 

DISC (Scott et al., 2009). Estas formas oligoméricas de FADD fueron inmunodetectadas no 

sólo en las muestras cerebrales de rata, ratón y humano, sino también en una muestra 

comercial purificada de FADD recombinante, lo que sugiere que el auto-ensamblaje de esta 

proteína es un proceso energéticamente favorable que puede tener lugar in vitro, incluso en 

condiciones desnaturalizantes. Así pues, se establece un equilibrio entre las formas 

monomérica y agregadas de FADD, que podría estar controlado en las células, y en el que la 

fosforilación juega un papel esencial, pues las formas dimérica/trimérica son principalmente 

no fosforiladas, y la monomérica y oligoméricas (92/116 kDa) son detectadas con mayor 

eficiencia por anticuerpos contra formas fosforiladas. Además, el hecho de que, mediante 

agentes químicos (DTT, Cu2+), este equilibrio puede ser desplazado en uno u otro sentido, 

fortalece esta idea. 

A nivel subcelular, las formas monomérica y oligoméricas de p-Ser191/194 FADD fueron 

localizadas principalmente en núcleo y citosol respectivamente. Mientras que en la substancia 

gris se encontró la presencia de ambas formas de p-FADD, la substancia blanca mostró una 

expresión casi exclusiva de la forma monomérica de p-FADD. Estas observaciones sugieren 

que la oligomerización de p-FADD (auto-asociación de monómeros) es un proceso que ocurre 

preferentemente en neuronas de la substancia gris. Además, estos resultados concuerdan con 

la relación inversa entre las formas oligomérica y monomérica de p-FADD en la corteza 

prefrontal de humanos discutida más adelante. 

Varios estudios han demostrado que la fosforilación de FADD es esencial para su 

acumulación en el núcleo y su exportación al citosol, así como para la participación de esta 

proteína multifuncional en procesos no-apoptóticos (Screaton et al., 2003; Alappat et al., 

2005). Así pues, la localización nuclear de p-Ser191/194 FADD en tejido cerebral, y 

especialmente en neuronas del SNC (véase también Takagi et al., 2007), podría ser de 

especial relevancia en la adicción a opiáceos. 

Los opiáceos regulan inversamente las formas fosforilada y no fosforilada de FADD 

En un estudio anterior se ha demostrado que los agonistas µ−, δ− y κ−opioides reducen los 

contenidos de FADD (forma dimérica principalmente no fosforilada) en la corteza cerebral de 

ratas. Estas reducciones de FADD fueron acompañadas por incrementos de la forma 

oligomérica de p-FADD, tras los tratamientos con agonistas µ− (fentanilo, sufentanilo y 
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morfina) y δ− (SNC-80). En este trabajo, cuando se cuantificaron en las mismas muestras 

cerebrales, se halló que los agonistas opioides modularon de manera inversa estas formas de 

FADD, describiendo una correlación inversa entre ellas (r = −0.685; n = 86, p < 0.0001; 

figura 5-1). De forma similar, se ha observado recientemente que el agonista cannabinoide 

WIN55,212-2 altera los contenidos de estas formas de FADD en la misma dirección, y con 

una similar magnitud que los opioides (Álvaro-Bartolomé et al., 2010).  

 
 

Figura 5-1. Correlación entre las 
inmunodensidades de la forma 
dimérica de FADD (51 kDa; Ab H-
181) y la forma oligomérica de p-
Ser191/194 FADD (116 kDa; Ab I) 
en la corteza cerebral de ratas 
sometidas a distintos tratamientos 
con agonistas específicos para los 
receptores opioides µ y δ, respecto a 
las ratas control. Sólo se incluyeron 
aquellas ratas pertenecientes a 
grupos de tratamientos que 
promovieron alteraciones 
significativas en los contenidos de p-
FADD y FADD. La recta (y = 197 − 
0.842x) representa el mejor ajuste 
posible de la correlación entre 
ambas variables. 
 

Como se ha discutido anteriormente, la fosforilación en la Ser191/194 media las actividades 

no apoptóticas de FADD (Zhang et al., 2004; Alappat et al., 2005). De este modo, FADD se 

encontraría en un equilibrio homeostático entre sus formas no fosforilada y fosforilada en la 

Ser191/194. Se ha sugerido que este equilibrio es un determinante de la supervivencia celular, 

de tal manera que cuando el equilibrio se desplaza hacia la forma no fosforilada la célula entra 

en apoptosis, mientras que si se desplaza hacia la forma fosforilada se promueve la 

proliferación o diferenciación celular (Zhang et al., 2004; Park et al., 2005; Alappat et al., 

2005; Valmiki y Ramos, 2009). El significado biológico de este equilibrio en neuronas no 

parece tan bien definido, pues la neurona cortical madura no es capaz de dividirse. 

La CK1α es el principal enzima que media la fosforilación de FADD en la Ser191/194 y, a su 

vez, esta interacción regula la localización subcelular y las actividades no apoptóticas de 

FADD (Alappat et al., 2005). Por ello, la expresión de esta kinasa fue investigada en las 

muestras cerebrales de ratas tras los diversos tratamientos con opiáceos. En homogenado 

total, los distintos tratamientos no alteraron la inmunodensidad de la CK1α en las mismas 

muestras cerebrales en las que la fosforilación de FADD se halló incrementada. No obstante, 
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a nivel subcelular, el sufentanilo indujo una translocación del enzima del citosol a la 

membrana y el núcleo, coincidiendo con las modulaciones de p-FADD en estas mismas 

fracciones celulares. Estas observaciones son congruentes con la reducción de la actividad 

enzimática específica de la kinasa en las preparaciones citosólicas corticales de ratas 

sometidas al mismo tratamiento con sufentanilo. Asimismo, se halló paralelismo entre las 

modulaciones de CK1α y p-FADD inducidas tras el tratamiento agudo con morfina en los 

distintos compartimentos subcelulares. Por el contrario, el SNC-80, el cual promovió el 

incremento de p-FADD en citosol, membranas y núcleo, no alteró la localización subcelular 

del enzima. Por tanto, aunque la CK1α podría mediar la fosforilación aguda de p-FADD tras 

los tratamientos con agonistas µ−opioides, la alteración de p-FADD observada tras los 

tratamientos con los agonistas δ debería ser explicada mediante la actividad de otra kinasa 

todavía no descrita (Scaffidi et al., 2000; Rochat-Steiner, 2000). 

La fosforilación de FADD es estimulada durante los fenómenos de neuroplasticidad 

inducidos por opiáceos 

La adicción a opiáceos está asociada con el incremento de p-FADD en cerebro humano 

El contenido de p-Ser194 FADD (principalmente la forma monomérica) se halló 

incrementado en la corteza prefrontal (homogenado total) de los consumidores de opiáceos de 

corto y largo plazo. A nivel subcelular, este incremento de la forma monomérica en el núcleo 

fue más evidente, y se vio acompañada de una reducción de la forma oligomérica en el mismo 

compartimento subcelular. Además, en los adictos crónicos a opiáceos, la forma oligomérica 

de p-Ser194 FADD estaba incrementada en la fracción citosólica, un resultado consistente 

con la observada translocación de su kinasa (CK1α) del núcleo al citosol. Estos resultados 

sugieren que, en el tejido cerebral de adictos crónicos a opiáceos, la disminución de la forma 

dimérica de FADD es consecuencia de su fosforilación mediada por CK1α en el citosol y su 

consiguiente oligomerización. La fosforilación de FADD es, posiblemente, una señal de 

translocación nuclear (Screaton et al., 2003). En este sentido, en la corteza prefrontal de 

adictos a opiáceos, la forma oligomérica de p-Ser194 FADD viajaría al núcleo donde es 

inmediatamente disociado, explicando, por un lado, el incremento tan marcado del monómero 

y, en contrapartida, la reducción del oligómero de p-Ser194 FADD observados en el núcleo 

de las muestras cerebrales de estos sujetos. Así pues, en el cerebro humano, la adicción a 

opiáceos parece alterar el equilibrio existente entre las diversas formas de FADD (fosforiladas 

y no fosforiladas; monoméricas, diméricas y oligoméricas), así como su localización en el 
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interior de la célula, en tal dirección que podría atenuar la posible inducción de efectos 

apoptóticos mediados por estas substancias, y favoreciendo las acciones no-apoptóticas 

(neuroplásticas) de esta proteína multifuncional (figura 5-2). 

La fosforilación de FADD está incrementada durante la expresión de la sensibilización 

locomotora inducida por morfina 

La exposición repetida a la morfina induce incrementos progresivos en la estimulación de la 

actividad locomotora de animales de laboratorio (Babbini y Davis, 1972), un fenómeno que 

persiste (e incluso aumenta) después de largos periodos en abstinencia, tras una nueva 

administración del opiáceo (Babbini et al., 1975). Bajo estas alteraciones conductuales 

subyacen cambios adaptativos en regiones clave del cerebro a distintos niveles, e incluyen 

cambios en la expresión génica y/o proteica. Sin embargo, los mecanismos moleculares que 

controlan estas alteraciones plásticas no son completamente conocidos.  

Con el objetivo de evaluar el papel de FADD y su fosforilación en este modelo de plasticidad 

neuronal, en este trabajo se escogió un tratamiento (10 mg/kg/día, durante 5 días) en base a 

estudios anteriores (McDaid et al., 2006), en el que se exploraron las posibles alteraciones 

neuroquímicas a corto (3 días; SW 3) y medio (14 días; SW 14) plazo tras la interrupción de 

los tratamientos. Es necesario subrayar que durante el desarrollo de estos ensayos la 

componente contextual de este fenómeno conductual fue evitada mediante el alojamiento de 

las ratas en las propias cajas donde la actividad locomotora fue registrada. Como se ha 

comentado anteriormente, la sensibilización locomotora inducida por morfina es favorecida 

por la presencia de estímulos externos que rodean al consumo/administración de la droga 

(revisado en Badiani y Robinson, 2004). 

Bajo estas condiciones experimentales, la expresión de la sensibilización locomotora inducida 

por el tratamiento repetido de morfina fue observada únicamente a corto plazo (SW 3), 

habiendo cesado tras 14 días (SW 14) en ausencia del opiáceo. En consonancia con esta 

observación, el recambio de dopamina en el estriado de las ratas se encontró acelerado 

durante la expresión de la sensibilización locomotora, tras una nueva administración del 

opiáceo, después de 3 días en ausencia de morfina, y no cuando habían pasado 14 días. Otros 

estudios han descrito resultados similares a los de este trabajo (Vanderschuren y Kalivas, 

2000). 
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De forma paralela a la conducta psicomotora y al recambio de dopamina, las ratas sometidas a 

abstinencia durante 3 días (SW 3), tras el tratamiento repetido con morfina, presentaron un 

incremento en los contenidos estriatales y corticales de la forma oligomérica de p-FADD, 

mientras que la forma dimérica de FADD se halló reducida. Asimismo, estas modulaciones de 

FADD y p-FADD remitieron en SW 14 en ambas regiones cerebrales. Es destacable que estas 

alteraciones fueron observadas en ausencia de la dosis final de morfina (véase Materiales y 

métodos) y, por tanto, preceden a la expresión de la conducta. Por tanto, como consecuencia 

del desarrollo de la sensibilización a la morfina, el balance homeostático entre FADD y p-

FADD se desequilibró hacia la forma fosforilada de la proteína, lo que podría conducir, 

eventualmente, a la expresión de la conducta alterada. Es destacable que este desequilibrio no 

tuvo consecuencias sobre la tasa apoptótica en las células estriatales y, por tanto, la alteración 

en este sentido no juega un papel en la muerte celular programada. Además, los incrementos 

de p-FADD fueron observados principalmente en el núcleo de las células estriatales, donde 

posiblemente tenga funciones en la modulación de la expresión génica (véase Screaton et al., 

2003). 

El contenido de p-FADD en la corteza cerebral de rata correlaciona con la severidad del 

síndrome de abstinencia a la morfina 

Durante el síndrome de abstinencia a los opiáceos se desencadenan una serie de mecanismos 

adaptativos que tratan de compensar la ausencia de la droga, y que ponen de manifiesto la 

dependencia a la morfina. Estos mecanismos adaptativos tienen como consecuencia una 

respuesta conductual muy bien estereotipada (Bläsig et al., 1973; Gellert y Holtzman, 1978), 

sencillamente medible, y cuya intensidad es proporcional al grado de dependencia de los 

animales a la morfina. 

Tras el tratamiento crónico con morfina (10-100 mg/kg, 6 días) las ratas respondieron con la 

conducta esperada a lo largo del tiempo que se mantuvieron en abstinencia espontánea, con 

un curso temporal acampanado, siendo la intensidad del síndrome máxima a las 24 horas 

después de la última dosis. Paralelamente a la respuesta conductual del síndrome de 

abstinencia, el curso temporal de la inmunodensidad de la forma oligomérica de p-FADD en 

la corteza cerebral de ratas dependientes de morfina, mostró también una función 

acampanada, siendo máxima 24 horas después de la retirada de la morfina. Estos fenómenos 

(conductual y neuroquímico) fueron confrontados, poniendo de manifiesto una correlación 

directa entre ellos. Por el contrario, las densidades de la forma monomérica de p-FADD y 
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FADD decayeron en las mismas muestras cerebrales de forma constante durante el tiempo 

que se mantuvo a las ratas en abstinencia. Una vez más, el equilibrio entre las formas de p-

FADD y FADD se desplazó hacia la forma fosforilada en otro fenómeno de plasticidad 

conductual inducido por la exposición a opiáceos. 

Papel de p-FADD en la plasticidad neuronal 

Está bien documentado que, en animales de laboratorio, la exposición crónica a morfina, o la 

inducción de abstinencia a opiáceos resulta en cambios estructurales en neuronas 

dopaminérgicas (Sklair-Tavron et al., 1996; Spiga et al., 2003), como también alteraciones en 

la ramificación neuronal y la densidad de espinas dendríticas en regiones cerebrales de 

relevancia en los sistemas de recompensa y motivación, incluyendo la corteza orbitofrontal 

(Robinson y Kolb, 1999; Liao et al., 2005; Ballesteros-Yáñez et al., 2007). Puesto que las 

alteraciones de las espinas dendríticas son los mayores determinantes de la plasticidad 

neuronal (Hering y Sheng, 2001), el conocimiento sobre la regulación de estas estructuras 

anatómicas de las neuronas (Liao et al., 2007) por parte de las drogas de abuso, y en particular 

los opiáceos, es esencial para comprender con mayor precisión los fenómenos de 

neuroplasticidad inducidos por este tipo de substancias. En este contexto, se ha observado que 

la estimulación del receptor Fas promueve el crecimiento de las neuritas en neuronas del tallo 

dorsal del ganglio en cultivo (Desbarats et al., 2003) así como la ramificación de axones y 

dendritas durante el desarrollo embrionario del cerebro (Zuliani et al., 2006), entre otras 

acciones neuroplásticas (Reich et al., 2008). Por tanto, estos hallazgos, en conjunto con la 

mostrada alteración de p-FADD/FADD en la corteza prefrontal de los adictos y en el cerebro 

de ratas expuestas a diversos tratamientos con opiáceos, sugieren que sistema de señalización 

Fas/FADD podría mediar, al menos en parte, las modulaciones anteriormente mencionadas 

sobre las espinas dendríticas inducidas por el consumo repetido y/o crónico de opiáceos. El 

aumento de la densidad nuclear de p-FADD en neuronas podría contribuir a un cambio en la 

expresión génica y/o en la translocación de proteínas relevantes en la plasticidad neuronal. 

Además, los astrocitos de la substancia gris y blanca, en los cuales la presencia de p-Ser194 

FADD también ha quedado patentada, podrían contribuir a la inducción de la plasticidad 

homeostática (Fellin, 2009). 
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INTERACCIÓN DE FADD CON OTRAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN EN LA ACCIÓN DE 

LOS OPIÁCEOS 

Dependencia o independencia de la señalización a través de proteína G 

Los receptores opioides pertenecen a la familia de receptores de 7 dominios transmembrana, 

más conocidos como receptores acoplados a proteínas G (GPCR). Estos receptores ejercen 

sus actividades bien a través de las proteínas G, que en el caso de los receptores opioides son 

de la familia G inhibitorias (Gi/o), o bien de forma independiente, normalmente a través de 

otra familia de proteínas de andamiaje conocida como arrestinas (β-arrestina1/2).  

En este trabajo, la inhibición de las proteínas Gi/o mediante la administración i.c.v. de la 

toxina de pertusis, la cual ADP-ribosila de forma selectiva este grupo de proteínas G, no 

bloqueó la reducción de FADD ni el incremento de p-FADD inducidos por la administración 

aguda del agonista δ−opioide SNC-80. Por el contrario, la propia toxina promovió el 

desequilibrio de p-FADD/FADD hacia la forma fosforilada, de igual manera que lo hizo el 

SNC-80. Este resultado indica que, o bien el FADD es una nueva diana de la toxina, o bien 

existe un GPCR que tónicamente regula el equilibrio homeostático entre estas dos formas de 

la proteína. Por último, el SNC-80 y la toxina de pertusis actuaron de forma sinérgica sobre el 

sistema de p-FADD/FADD, lo que sugiere que el agonista opioide ejerce su acción sobre 

estas proteínas de manera independiente de la proteína Gi/o. 

Vías de las MAPK en los mecanismos de acción de los opiáceos: Interacción de ERK y 

FADD a través de Akt/PEA-15 

La activación de ERK es necesaria para la reducción de FADD mediada por el receptor δ 

Las vías de las MAPKs también median algunas de las actividades de los receptores opioides. 

Existe un consenso entre la mayoría de autores en que, de forma aguda, los agonistas µ, δ y κ 

activan la vía de MEK/ERK, aunque se sigue debatiendo si esta acción es dependiente o 

independiente de proteína G. Por ejemplo, en neuronas estriatales ha sido demostrada la 

dependencia de GRK3 y β-arrestina-2 (Macey et al., 2006), mientras que otros autores han 

observado también una dependencia de proteína G (Zheng et al., 2008), en la activación de 

esta MAPK por los agonistas opioides.  

En cualquier caso, en este estudio, la activación de ERK en la corteza cerebral y estriado de 

rata fue necesaria para mediar la reducción de FADD tras la administración aguda de SNC-
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80. Sin embargo, la inhibición de ERK no atenuó el incremento de p-FADD inducido por el 

mismo tratamiento agudo. Por tanto, las propiedades neuroprotectoras de los agonistas δ 

podrían ser mediadas a través de la reducción de FADD, en un proceso dependiente de la 

integridad de la vía de ERK, pero la estimulación de p-FADD en la inducción aguda de 

actividades no apoptóticas por los mismos fármacos es independiente de esta kinasa. 

La inhibición de ERK atenúa la expresión de la sensibilización a la morfina y bloquea la 

estimulación de p-FADD y Akt/PEA-15 

Ha sido demostrado que la activación de ERK en regiones cerebrales específicas juega un 

papel fundamental en la expresión de la alteración de la conducta psicomotora inducida por 

distintas drogas de abuso (Valjent et al., 2006b; Borgkvist et al., 2008), así como en la 

recompensa a la morfina (Mazzucchelli et al., 2002; Valjent et al., 2006a; Li et al., 2008) u 

otras formas de neuroplasticidad en la exposición a las substancias adictivas (revisado en 

Girault et al., 2007; Zhai et al., 2008; Brami-Cherrier et al., 2009). En este trabajo, de forma 

paralela al p-FADD, la fosforilación de MEK/ERK se encontró estimulada en el estriado y la 

corteza de ratas tras 3 días (SW 3) en ausencia de morfina, coincidiendo con la alteración de 

la conducta psicomotora y el recambio de dopamina.  

Aunque otras MAPKs (JNK y p38) no parecieron intervenir en este fenómeno, la vía de 

Akt1/PEA-15 sí resultó modulada en rigurosa coincidencia con ERK y el resto de alteraciones 

conductuales y neuroquímicas. Al igual que FADD, PEA-15 es una proteína que contiene 

dominios efectores de muerte (DED), y que tampoco presenta ningún tipo de actividad 

enzimática (revisado en Valmiki y Ramos, 2009). Si bien FADD es fosforilado por CK1α 

determinando su función celular, PEA-15 es fosforilado por Akt1 en la serina 116 (Trencia et 

al., 2003), promoviendo un cambio en su especificidad de unión. Mientras PEA-15 se une a 

ERK1/2 impidiendo que ésta entre en el núcleo, p-Ser116 PEA-15 se une a FADD para 

inhibir la formación del DISC y frenar la apoptosis (Formstecher et al., 2001; Renganathan et 

al., 2005). Esta última se halló sobre-expresada en las mismas muestras cerebrales que p-

FADD y p-ERK1/2, sugiriendo que el equilibrio entre ambas formas de la proteína se 

encontraba desplazado hacia la forma fosforilada durante la expresión de la sensibilización 

locomotora a la morfina. La observación de que p-ERK se encontrara incrementado 

principalmente en el núcleo, y que se hallara una sobre-expresión de c-fos, es consistente con 

este desplazamiento del equilibrio entre las formas de PEA-15. También es congruente el 

incremento observado en las mismas muestras cerebrales de la forma activa (p-Ser473) de 
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Akt1, la kinasa que media la fosforilación de PEA-15. Otros estudios también han puesto de 

manifiesto la relevancia de ERK y Akt en la plasticidad neuronal asociada a las conductas 

inducidas tras la exposición de los animales de laboratorio a drogas de abuso, incluyendo las 

propiedades reforzantes de la morfina en el paradigma de la preferencia de lugar por 

condicionamiento (CPP; Mazzucchelli et al., 2002; Valjent et al., 2006a; Girault et al., 2007; 

Russo et al., 2007). En el siguiente apartado se discute más ampliamente las posibles 

relaciones entre FADD, ERK y Akt/PEA-15 

Estos resultados, a pesar de que no eran demostrativos, sugerían la importancia de la 

señalización de FADD, ERK y Akt/PEA-15 en la expresión de la conducta alterada. Para 

poner de manifiesto el papel de estas vías en el desarrollo de la sensibilización a la morfina, 

se inhibió MEK/ERK de forma farmacológica. Esta inhibición atenuó significativamente la 

alteración de la respuesta locomotora a la dosis final del opiáceo, demostrando la necesidad 

de ERK en el fenómeno de la plasticidad neuronal durante el desarrollo de la sensibilización a 

la morfina, tal y como ya se ha demostrado para otras drogas de abuso (p. ej. cocaína y 

anfetaminas; Valjent et al., 2006b). La inhibición de ERK y la consiguiente atenuación de la 

alteración conductual, fue acompañada del bloqueo en la sobre-expresión de p-FADD, p-Akt1 

y p-PEA-15, señalando que estas alteraciones son dependientes de la integridad de ERK, y 

que además, siempre acompañan a la expresión de la sensibilización locomotora a la morfina. 

El bloqueo de la activación de ERK reduce la severidad del síndrome conductual durante la 

abstinencia a la morfina 

La exposición crónica a morfina (10-100 mg/kg, 6 días) indujo una reducción en los 

contenidos de la forma activa de ERK, pero no los de otras MAPKs (JNK, p38) o aquéllos de 

Akt/PEA-15, en las muestras corticales de rata. Durante las primeras 12 horas en abstinencia 

espontánea, los niveles de activación de ERK volvieron al estado basal, manteniéndose 

estables durante al menos las siguientes 96 horas. Esta recuperación de los contenidos de p-

ERK podría ser una adaptación a la ausencia de opiáceos durante la abstinencia, así como uno 

de los factores que impulsan la alteración conductual. 

El papel de ERK1/2 en la adicción a opiáceos ha sido estudiado tanto en modelos animales 

(revisado en Girault et al., 2007; Zhai et al., 2008; Brami-Cherrier et al., 2009) como en 

cerebro humano post mórtem de adictos (Ferrer-Alcón et al., 2004; y resultados presentes). 

Por ejemplo, se ha observado que la activación de ERK1/2 es necesaria para las propiedades 
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reforzantes de la morfina (Valjent et al., 2006a; Mazzuchelli et al., 2005). Sin embargo, la 

regulación de su actividad tras la exposición crónica a opiáceos es un tema más controvertido, 

y parece ser dependiente de los protocolos de tratamiento empleados y de la región cerebral 

estudiada (véase Zhai et al., 2008). Así, se ha documentado que, de forma crónica, los 

opiáceos pueden reducir el estado de fosforilación de ERK1/2 en la corteza prefrontal de 

adictos que murieron de sobredosis, así como en la corteza cerebral (Ferrer-Alcón et al., 2004; 

y resultados presentes), el núcleo accumbens y el caudado putamen (Muller y Unterwald, 

2004) de animales de laboratorio, o bien, por el contrario, estimular su actividad en el 

caudado putamen (Ortiz et al., 1995), área ventral del tegmento (Berhow et al., 1996) y la 

espina dorsal (Cao et al., 2005). Además, en ratas dependientes de morfina, tanto la 

abstinencia precipitada por antagonista como la espontánea indujeron marcados incrementos 

en su estado de activación en varias regiones cerebrales (Cao et al., 2005; Edwards et al., 

2009; resultados presentes). 

En cualquier caso, la actividad de ERK1/2 parece mediar algunos de los efectos a corto y 

largo plazo de los opiáceos, con especial relevancia en los fenómenos de plasticidad 

conductual inducidos por estas drogas de abuso, y en particular, podría ser un factor esencial 

la conducta asociada al síndrome de abstinencia. Por ello, en este trabajo, se estudió el efecto 

de la inhibición de esta kinasa sobre el síndrome conductual inducido por la retirada 

espontánea de opiáceos en ratas dependientes de morfina. Los resultados demostraron que la 

conducta asociada a al síndrome de abstinencia, aunque de forma parcial, depende de la 

activación de ERK1/2, revelando el papel fundamental de esta proteína en esta forma de 

plasticidad neuronal. Curiosamente, a pesar de que la kinasa permaneció parcialmente 

inhibida durante tan solo las primeras 12 horas de abstinencia (a las 24 horas ya había 

recuperado su estado basal de activación), la intensidad del síndrome fue atenuada durante 

SW 24. Esta observación sugiere que la recuperación de la actividad de ERK pone en marcha 

una maquinaria (probablemente a nivel de expresión génica) cuyos efectos sobre la conducta 

se retrasan (aproximadamente) doce horas. A diferencia del efecto sobre la locomoción, 

donde la atenuación de la conducta conllevó un bloqueo de la sobre-expresión del p-FADD, 

en este experimento la inhibición de ERK1/2 desacopló el paralelismo entre la intensidad del 

síndrome de abstinencia (atenuado) y la sobre-expresión de p-FADD, la cual no fue 

bloqueada. 
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Contrariamente a los resultados de este estudio, trabajos anteriores han documentado una 

ausencia de efecto sobre la intensidad del síndrome de abstinencia tras la inhibición de la 

ERK en animales dependientes de morfina (Almela et al., 2007; Moulédous et al., 2007). No 

obstante, en estos trabajos, la abstinencia a la morfina fue inducida por antagonista, el cual 

desencadena un síndrome conductual de gran intensidad, y cuyos mecanismos moleculares 

subyacentes posiblemente no presenten un completo paralelismo. En este sentido, por 

ejemplo, se ha descrito que el adrenoceptor α2 es sobre-expresado durante la abstinencia 

espontánea, pero no en la inducida por antagonista (Gabilondo y García-Sevilla, 1995). 

Además, el hecho de que durante la abstinencia inducida se manifiesten determinadas 

estereotipias que no se observan durante la espontánea, sugiere que ambos síndromes 

conductuales son consecuencia de fenómenos neuroquímicos próximos pero no idénticos 

(Gabilondo y García-Sevilla, 1995). Por tanto, la integridad de ERK parece ser necesaria para 

la expresión normal del síndrome de abstinencia espontáneo, pero no para el precipitado por 

antagonista. 

La abstinencia espontánea de morfina tampoco alteró los contenidos de otras MAPKs, aunque 

los niveles de p-PEA-15 y p-Akt1 sufrieron reducciones progresivas durante este periodo en 

ausencia de opiáceos. Durante la expresión de la sensibilización a la morfina, el sistema p-

Akt/p-PEA-15, que puede conectar la señalización entre FADD y ERK, se halló modulado de 

forma paralela a estas dos últimas, sugiriendo una posible actuación coordinada entre ellas. 

En cambio, en el modelo de dependencia y abstinencia a opiáceos no parece existir una 

alteración paralela que indique la existencia de una actuación conjunta entre FADD-ERK-

PEA-15. No obstante, la reducción progresiva de p-Akt/p-PEA-15 podría tener un papel en 

los cambios adaptativos a largo plazo tras la exposición a la morfina.  

La adicción a opiáceos está asociada a la reducción de ERK, JNK y Akt/PEA-15 en cerebro 

humano 

Al contrario del incremento de p-Ser194 FADD, los resultados de este estudio demuestran 

que el abuso prolongado de opiáceos (pero no el consumo de corto plazo) está asociado a una 

reducción de la activación de las vías de señalización de ERK1/2, JNK1/2 y Akt1/PEA-15 en 

la corteza prefrontal. En cambio, la activación de p38 MAPK (una kinasa pro-apoptótica; Xia 

et al., 1995) no se observó significativamente alterada en las mismas muestras cerebrales. En 

un estudio previo, la vía de Raf/MEK/ERK se encontró marcadamente reducida en la corteza 

prefrontal de otra cohorte de adictos crónicos a opiáceos (Ferrer-Alcón et al., 2004). Aunque 
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ha sido demostrado que las cascadas de señalización de ERK y Akt1 desempeñan funciones 

esenciales en las alteraciones neuronales de largo plazo inducidas por opiáceos y asociadas a 

fenómenos de plasticidad sináptica (Girault et al., 2007; Russo et al., 2007), las funciones 

tanto de JNK (otra kinasa pro-apoptótica; Kuan et al., 1999; Weng et al., 2007) como de 

PEA-15 (factor apoptótico; Kitsberg et al., 1999; Ramos, 2008) en el proceso adictivo son 

ampliamente desconocidas. PEA-15, una fosfo-proteína enriquecida en astrocitos, podría 

jugar también un papel en alguna forma de plasticidad conductual, pues también se ha 

documentado la participación astrocitaria en las propiedades reforzantes de la morfina en 

ratones (Narita et al., 2006). 

Los contenidos de p-Ser116 PEA-15 en las muestras cerebrales de adictos crónicos se 

hallaron reducidos, mientras que la forma total de la proteína permaneció inalterada. Puesto 

que la forma no fosforilada de PEA-15 también desempeña una función por sí misma (p. ej., 

el secuestro en el citosol de ERK; Formstecher et al., 2001), los resultados sugieren que el 

balance entre ambas formas de la proteína se encuentra desplazado (Renganathan et al., 2005) 

hacia la forma no fosforilada, lo que podría comprometer las acciones anti-apoptóticas de p-

Ser116 PEA-15 de el cerebro de los adictos crónicos a opiáceos. Congruentemente, la 

activación de Akt1, la kinasa que fosforila a PEA-15 en la serina 116, se encontró también 

reducida en las muestras de adictos crónicos a opiáceos. Además, estudios anteriores han 

documentado que la proteína kinasa C (PKC), la cual promueve la fosforilación en la serina 

104 de PEA-15 (Araujo et al., 1993), está reducida en el cerebro de adictos a opiáceos 

(Busquets et al., 1995; García-Sevilla et al., 1997), así como en la corteza cerebral de ratas 

dependientes de heroína, morfina o metadona (Ventayol et al., 1997). Los complejos 

entrecruzamientos entre las vías de señalización de FADD/p-FADD, PEA-15, ERK, como 

también las interacciones entre vías anti-apoptóticas (ERK; Xia et al., 1995) y pro-apoptóticas 

(JNK, Kuan et al., 1999; p38, Xia et al., 1995), podrían tener lugar en el cerebro resultando 

finalmente en la observada ausencia de muerte celular en la corteza prefrontal de adictos a 

opiáceos (figura 5-2). 

Por otra parte, la reducción de la actividad de ERK1/2 y Akt1 en la corteza prefrontal podría 

jugar un papel fundamental en la inducción de tolerancia a la recompensa inducida por la 

ingesta de la droga. Es conocido que la tolerancia a los efectos eufóricos inducida por 

opiáceos aparece en etapas tempranas tras el consumo repetido de estas drogas de abuso 

(Jaffe, 1990). Este fenómeno de tolerancia conductual, que conduce al consumo compulsivo 
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de la droga, probablemente involucra adaptaciones neuronales en regiones corticales y 

subcorticales (Christie, 2008).  

 
 
Figura 5-2. Nuevas vías de señalización en la adicción a opiáceos 
 
 

Es destacable que tanto ERK como Akt1 pueden mediar la recompensa de morfina en 

animales de laboratorio. Así, ratones knockout (KO) para el gen que codifica ERK1 

mostraron una respuesta mayor a los efectos reforzantes de la morfina en el test de 

condicionamiento por lugar de preferencia (CPP), fenómeno que fue asociado al incremento 

de la actividad de ERK2 (Mazzucchelli et al., 2002). Así mismo, el bloqueo farmacológico de 

la activación de ERK1/2 atenuó la recompensa a la morfina en el test de CPP (Valjent et al., 

2006b), indicando que la señalización de ERK1/2 es necesaria para establecer esta respuesta 

conductual a la morfina (Girault et al., 2007). De acuerdo con estos hallazgos, en la corteza 

prefrontal de adictos crónicos a opiáceos, se halló una marcada reducción en la activación de 
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ERK1/2 (presente estudio; Ferrer-Alcón et al., 2004), lo que sugiere la participación de esta 

MAPK en la inducción de tolerancia a la recompensa. Recientemente, se ha asociado la 

reducción de la activación de Akt1 en el área ventral del tegmento (VTA), tras tratamientos 

crónicos con morfina, a una respuesta conductual disminuida a los efectos de recompensa de 

la morfina en la prueba de CPP (Russo et al., 2009), demostrando la importancia de esta 

kinasa en el proceso de la tolerancia conductual. En este estudio, los contenidos de p-Ser473 

Akt1 se hallaron reducidos en la corteza prefrontal de adictos crónicos, lo que concuerda con 

la reducción de la actividad de Akt1 inducida tras tratamientos crónicos con morfina en el 

núcleo accumbens (Muller y Unterwald, 2004) y VTA (Russo et al., 2007) de rata. Así pues, 

dado que el progreso de la adicción en humanos (auto-administración compulsiva de altas 

dosis de opiáceos) viene acompañado de una tolerancia a los efectos positivos de la droga, es 

tentativo concluir que las reducciones de ERK1/2 y Akt1 observadas en la corteza prefrontal 

de adictos crónicos a opiáceos están directamente relacionadas con la inducción de tolerancia 

a la recompensa (figura 5-2). 

La eliminación de los adrenoceptores α2 acentúa la intensidad del síndrome de 

abstinencia y el incremento de p-FADD cortical 

Ha sido demostrado que la activación de los receptores inhibitorios α2 en el cerebro suprime 

la mayoría de los síntomas físicos y conductuales de la abstinencia en roedores (véase 

Ulibarri et al., 1987; Maldonado, 1997). En ratas dependientes de morfina, la densidad de 

estos receptores durante la ausencia de opiáceo (2-72 horas) mostró una correlación directa 

con la expresión acampanada de la intensidad del síndrome de abstinencia en el mismo 

periodo de tiempo (Ulibarri et al., 1987). Este hallazgo parece consistente con la correlación 

observada en este estudio entre los contenidos corticales de p-FADD y la severidad 

conductual del síndrome. Así, la eliminación selectiva de los adrenoceptores α2 durante la 

retirada de la morfina resultó en una potenciación de la severidad del síndrome conductual, 

que fue acompañada de una sobre-estimulación de la forma oligomérica de p-FADD en la 

corteza cerebral. Estas observaciones no sólo reforzaron la importancia del papel 

desempeñado por esta forma de FADD durante la abstinencia a opiáceos, sino que también 

sugirieron que esta proteína podría mediar la señalización de los receptores α2 en el cerebro 

de la dependencia a la morfina. De hecho, el tratamiento agudo con agonistas α2 clonidina y 

brimonidina (UK14303) alteró de forma dosis-dependiente (0.03-3 mg/kg) las distintas 

formas de FADD, en un mecanismo sensible al antagonista selectivo RX821002 (García-

Sevilla y García-Fuster, 2009). En conjunto, estos resultados indican claramente que la 
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proteína multifuncional FADD es una molécula que participa en los mecanismos de 

señalización asociados con la estimulación de los adrenoceptores α2.  
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Las conclusiones principales de esta Tesis doctoral son las siguientes: 

1. La adicción a opiáceos en humanos no está asociada con alteraciones aberrantes en la 

expresión de proteínas apoptóticas involucradas en las vías de muerte celular extrínseca 

(complejo Fas/FADD) o intrínseca/mitocondrial que puedan sugerir un incremento de la 

tasa apoptótica en la corteza prefrontal, una región cerebral implicada en el desarrollo y 

expresión conductual de la adicción y que media el fenómeno de recompensa inducido por 

opiáceos, y otras drogas de abuso. 

2. Por el contrario, la modulación de algunas de estas proteínas en la corteza prefrontal de 

adictos a opiáceos y, en concreto, la alteración del equilibrio entre p-Ser194 FADD 

(incrementado) y FADD (reducido), sugiere su participación en procesos de 

neuroprotección u otras actividades no apoptóticas. 

3. El paralelismo entre la expresión conductual en los modelos de sensibilización y 

dependencia a la morfina, y los contenidos de p-Ser191/194 FADD en la corteza cerebral 

y/o estriado de ratas, indica la participación de esta proteína en el proceso de adicción a 

los opiáceos. 

4. La atenuación de la intensidad de la sensibilización locomotora, así como de la 

abstinencia a opiáceos, tras la inhibición farmacológica de MEK/ERK, demuestra el papel 

de las MAPKs en estos fenómenos de neuroplasticidad conductual inducidos por la 

exposición repetida a la morfina.  

5. También se ha demostrado que algunos de los efectos de los opiáceos sobre las distintas 

formas de FADD son dependientes de ERK, poniendo de manifiesto la interacción entre 

estas dos vías de señalización en las acciones farmacológicas de los opiáceos, 

posiblemente a través de la vía Akt/PEA-15. 

6. La marcada reducción de la actividad de las kinasas estudiadas (ERK1/2, JNK1/2, Akt1) 

en los adictos crónicos a opiáceos podría ser clave en el proceso de plasticidad neuronal 

que da origen a las alteraciones estructurales y conductuales a largo plazo observados en 

esta patología. 

7. La interacción entre p-Ser194 FADD y las vías de señalización asociadas a la plasticidad 

neuronal (MAPKs, Akt1/PEA-15) podría desempeñar un papel relevante en alguna de las 
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formas de plasticidad estructural y conductual inducidas por el consumo prolongado de 

opiáceos. 

En conjunto, esta Tesis doctoral ha puesto de manifiesto que la fosforilación de la proteína 

multifuncional FADD puede ser un nuevo mecanismo mediante el cual los opiáceos ejercen 

diversas acciones neuroplásticas en el sistema nervioso central. 
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