
 
 
 

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
 

FACULTAD DE FARMACIA 
 

Departamento de Farmacología 
 

 

 
 
 

EFECTOS ADAPTATIVOS DE LA TRANSDUCCIÓN 
ASOCIADA AL RECEPTOR OPIOIDE MU EN LOS 

PROCESOS DE EXPOSICIÓN AGUDA Y CRÓNICA A 
LOS OPIOIDES 

 
 

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 
PRESENTADA POR 

 
Marta Rodríguez Díaz 

 
Bajo la dirección del Doctor: 

 
Javier Garzón Niño 

 
Madrid, 2001 

 
 
ISBN: 84-669-2039-0 



 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE FARMACIA 
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGÍA 

 
 

 

 
 
 

 
 

Efectos adaptativos de la transducción asociada al 

receptor opioide mu en los procesos de exposición aguda y 

crónica a los opioides. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Marta Rodríguez Díaz 
Madrid, Noviembre de 2001 





 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE FARMACIA 
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGÍA 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Efectos adaptativos de la transducción asociada al 

receptor opioide mu en los procesos de exposición aguda y 

crónica a los opioides. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  Vº Bº Director     Ponente 
 
 
 
 
 
 Fdo. Dr. Javier Garzón   Fdo. Dña. Marta Rodríguez 





 
 
 
 
 
 

D. JAVIER GARZÓN NIÑO, INVESTIGADOR CIENTÍFICO DEL 

C.S.I.C. Y JEFE DEL LABORATORIO DE NEURO-

FARMACOLOGÍA DEL INSTITUTO DE NEUROBIOLOGÍA 

SANTIAGO RAMÓN Y CAJAL. 

 

 

CERTIFICA: 

 

Que el trabajo de investigación titulado “EFECTOS ADAPATATIVOS 

DE LA TRANSDUCCIÓN ASOCIADA AL RECEPTOR OPIOIDE MU 

EN LOS PROCESOS DE EXPOSICIÓN AGUDA Y CRÓNICA A LOS 

OPIOIDES” ha sido realizado en el Laboratorio de Neurofarmacología 

de este Instituto bajo mi dirección, por Dña. Marta Rodríguez Díaz para 

optar al grado de Doctora en Farmacia por la Universidad Complutense 

de Madrid. 

 

Y para que conste donde proceda se firma este certificado en 

Madrid a 23 de Noviembre de 2001. 

 

 

 

 

 

 

     Fdo.: Dr. �olabo Garzón Niño  

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Deseo agradecer al Dr. �olabo Garzón y a la Dra. Pilar �olabor-Blázquez la 

�olaboració brindada para realizar este trabajo de �olaboración�, así como su dirección y 

ayuda en la �olaboració del mismo, y a la Dra. Juana Benedí Gonzalez por su 

�olaboración al actuar como tutora ante el Departamento de Farmacología de la Facultad 

de Farmacia de la U.C.M. 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

A Luis y a mi familia 
 

 

 

 

 









INDICE 

 
I.Introducción  1 

 
1.- Sistema opioide. ........................................................................................................... 7 
2.- Receptores opioides. .................................................................................................... 8 

2.1.- Clonación de los receptores opioides. ............................................................ 10 
3.- Acoplamiento de los receptores opioides a proteínas G hetero-triméricas............ 14 

3.1.- Subunidades que integran la proteína G. ........................................................ 16 
3.1.1.- Subunidad α. .................................................................................... 16 
3.1.2.- Subunidades βγ. ............................................................................... 20 

3.2.- Moduladores de la función de la proteína G................................................... 22 
3.2.1.- RGS (Regulators of G-protein signaling). ....................................... 22 
3.2.2.- Fosducina y proteínas tipo fosducina............................................... 27 

4.- Efectores y respuesta celular. ..................................................................................... 30 
4.1. Canales iónicos. ............................................................................................... 31 

4.1.1.- Canales de Ca2+................................................................................ 31 
4.1.2.- Canales de K+................................................................................... 33 
4.1.3.- Otros canales iónicos. ...................................................................... 35 

4.2.- Adenilato ciclasa............................................................................................. 36 
4.3.- Fosfolipasa C. ................................................................................................. 39 

4.3.1.- Inositol trifosfato y movilización de Ca2+........................................ 41 
4.3.2.- Diacilglicerol y activación de PKC y quinasas dependientes  
 de Ca2+. ........................................................................................... 42 

4.4.- Proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK). .................................. 45 
5.- Mecanismos de regulación del receptor opioide. ...................................................... 49 

5.1.- Fosforilación del receptor y desensibilización. .............................................. 49 
5.2.- Internalización del receptor opioide. .............................................................. 51 

6.- Antecedentes y objetivos del estudio.......................................................................... 53 
 

II Materiales y Métodos  59 
 
1.- Materiales. .................................................................................................................... 61 

1.1.- Animales. ........................................................................................................ 61 
1.2.-Cultivos celulares. ........................................................................................... 61 
1.3.- Anticuerpos y proteínas recombinantes empleados en este estudio. .............. 62 
1.4.- Obtención y caracterización de anticuerpos anti-Phd/PhLPL......................... 63 

1.4.1.- Acoplamiento del péptido antigénico al toxoide diftérico............... 63 
1.4.2.- Inmunización de los animales.......................................................... 63 
1.4.3.- Obtención y preservación del suero................................................. 64 
1.4.4.- Caracterización y titulación de los sueros. ...................................... 64 
1.4.5.- Purificación de la IgG específica. .................................................... 65 
1.4.6.- Caracterización y titulación de la IgG. ............................................ 66 

1.5.- Purificación de PhLPL a partir de cerebro de ratón. ....................................... 66 
1.5.1.- Cromatografía de afinidad en columna de germen de trigo............. 67 
1.5.2.- Cromatografía de afinidad mediante anticuerpo acoplado a  
 agarosa. ........................................................................................... 68 

1.6.- Obtención de proteínas recombinantes........................................................... 69 
1.6.1.- Clonaje. ............................................................................................ 69 

• La preparación del inserto. ............................................ 69 



• La preparación del vector...............................................71 
• Ligación. ........................................................................71 

1.6.2.- Expresión..........................................................................................71 
1.6.3.- Purificación. .....................................................................................73 

1.6.3.1.- Purificación de la proteína de fusión GST-PhLPL.............73 
• Digestión de GST-PhLPL con trombina.........................73 

1.6.3.2.- Purificación de la proteína de fusión 6XHis-Gαi2.............74 
1.7.- Marcaje con fluorescencia de proteínas Gαi2 recombinantes. ........................75 
1.8. Diseño y síntesis de oligodeoxinucleótidos antisentido. ..................................75 
 

2.- Métodos. ........................................................................................................................79 
2.1.- Administración intracerebroventricular. .........................................................79 

2.1.1.- Administración i.c.v. de oligodeoxinucleótidos antisentido. ...........79 
2.1.2.- Administración i.c.v. de Gαi2-miristoiladas. ....................................80 

2.2.- Administración de Gαi2-miristoiladas a cultivos de astrocitos. ......................80 
2.3.- Medida del efecto analgésico evocado por diversos agonistas. ......................81 
2.4.- Inducción de la tolerancia y la dependencia a morfina. ..................................82 

2.4.1.- Administración crónica de morfina y desarrollo de tolerancia. .......82 
2.4.2.- Administración de naloxona y desarrollo de la dependencia 

física.................................................................................................83 
2.5.- Radioinmunoensayo (RIA). ............................................................................84 

2.5.1.- Determinación de los niveles de morfina en suero. .........................84 
2.5.2.- Determinación de los niveles de morfina en cerebro. ......................85 

2.6.- Preparación de los distintos componentes celulares para su análisis..............86 
2.6.1.- Fraccionamiento de las estructuras del S.N.C. de ratón...................86 
2.6.2.- Obtención de las caveolas a partir de cultivos de astrocitos. ...........87 

2.7.- Electroforesis de proteínas y transferencia a soporte sólido: detección 
inmunológica (Western blotting). ...................................................................88 

2.7.1.- Preparación de las muestras para SDS/PAGE..................................88 
2.7.2.- Electroforesis SDS-PAGE................................................................89 
2.7.3.- Transferencia de proteínas a soporte sólido: detección 

inmunológica (Western blotting).....................................................90 
• Bloqueo de la membrana. .........................................................91 
• Incubación del anticuerpo primario con la proteína de interés.91 
• Detección y revelado. ...............................................................91 

2.8.- Isoelectroenfoque. ...........................................................................................92 
2.9.- Ensayo de fosforilación de la PhLPL...............................................................93 

2.9.1.- Fosforilación por PKAc. ..................................................................93 
2.10.- Deglicosilación de la PhLPL. ........................................................................93 
2.11.- Estudios de inmunoprecipitación. .................................................................94 
2.12.- Determinación de la actividad GTPásica de las Gαi2-miristoiladas 

administradas in vivo a ratones knock-down.................................................95 
2.13.- Ensayos de unión de radioligandos. ..............................................................96 
2.14.- Microscopía electrónica. ...............................................................................97 

2.14.1.- Fijación...........................................................................................97 
2.14.2.- Deshidratación e inclusión. ............................................................98 
2.14.3.- Cortes semifinos, ultrafinos............................................................99 
2.14.4.- Tinción y observación al microscopio electrónico.........................99 

2.15.- Microscopía confocal. ...................................................................................100 



III. Resultados 101 
 
1.- Desarrollo de la tolerancia y dependencia a la morfina crónica. ............................ 103 
2.- Efecto de la administración crónica de opioides sobre los niveles 

de las diferentes PKCs en la corteza cerebral de ratón........................................... 107 
2.1.- Efecto del tratamiento crónico de morfina sobre los niveles  

de las diferentes PKCs en la corteza cerebral de ratón................................. 108 
2.2.- Efecto del tratamiento crónico de deltorfina II sobre los niveles de  

las diferentes PKCs en la corteza cerebral de ratones knock-out 
del receptor opioide mu. ............................................................................... 111 

3.-Estudio de las proteínas moduladoras de la función de las proteínas G. ................ 114 
3.1.- Estudio de las proteínas RGS (Regulator of G-protein Signaling) 

en el S.N.C. de ratón. .................................................................................... 114 
3.1.1.- Implicación de las RGS en la analgesia inducida por morfina.......... 114 
3.1.2.- Presencia y distribución de RGS2 y RGS9-2 en diferentes áreas 

del S.N.C. de ratón. Eficacia y selectividad de los ODNs................ 118 
3.1.3.- Efecto de la RGS2 y RGS9-2 en la tolerancia aguda inducida  

por morfina. .................................................................................... 120 
3.1.4.- Efecto de la RGS2 y RGS9-2 en la tolerancia crónica a morfina. .... 123 

3.2.- Presencia y distribución de Gβ5 en diferentes áreas del S.N.C. de  
ratón. Eficacia y selectividad del ODN-β5 293-309. ........................................... 125 

3.2.1.- Implicación de Gβ5 en la analgesia inducida por morfina............... 126 
3.2.2.- Efecto de Gβ5 en la tolerancia aguda inducida por morfina. ........... 127 

3.3.- Estudio de las proteínas tipo fosducina en el S.N.C. de ratón........................ 128 
3.3.1.- Caracterización de PhLPL en S.N.C. de rata y ratón. ...................... 129 

3.3.1.1.- Distribución subcelular de inmunorreactividad  
tipo PhLPL......................................................................... 129 

3.3.1.2.- Caracterización por peso molecular. ................................. 131 
3.3.1.3.- Caracterización por punto isoeléctrico.............................. 134 
3.3.1.4.- Caracterización de las modificaciones post- 

traduccionales de la PhLPL. .............................................. 135 
3.3.1.4.1.- Deglicosilación de la PhLPL............................... 135 
3.3.1.4.2.- Fosforilación de la PhLPL. ................................. 136 

3.3.2.2- Distribución y cuantificación de la PhLPL en el  
S.N.C. de ratón.................................................................. 137 

3.3.3.- Estudio de los mecanismos de regulación de la función  
de la PhLPL. ...................................................................................... 139 

3.3.4- Estudios comportamentales. ............................................................. 140 
3.3.4.1.- Implicación de la PhLPL en la analgesia inducida 

por agonistas opioides y no opioides. ............................... 140 
3.3.4.2.- Efecto de la PhLPL en la tolerancia aguda inducida 

por morfina. ...................................................................... 143 
3.3.4.3.- Efecto de la administración in vivo de subunidades  

Gαi2-miristoiladas en la tolerancia aguda evocada  
por morfina. ...................................................................... 145 

3.3.4.4.- Efecto de la PhLPL en la tolerancia crónica a morfina. .... 148 
3.3.4.5.- Efecto del ODN-PhLPL administrado in vivo, sobre 

la unión específica de la [125I]-Tyr27 βh-endorfina-(1-31) 
a membranas P2 de SGPA de ratones knock-down. .................. 148 



4.- Estudio de la internalización e incorporación funcional a la regulación  
de receptores de proteínas Gαi2-miristoiladas-exógenas. ........................................152 
4.1.- Efecto de subunidades Gαi2-miristoiladas-exógenas sobre la  

actividad GTPásica estimulada por el receptor. ..............................................153 
4.2.- Caracterización del mecanismo de entrada de las Gαi2  

miristoiladas exógenas en las células del SNC. ..............................................156 
4.2.1.- Implicación de las caveolas en la internalización de  

las Gαi2 exógenas. ...............................................................................156 
4.2.2.- Saturabilidad del mecanismo de entrada de las Gαi2 exógenas. ..................158 

 
IV. Discusión 161 

 
1.- Participación de las proteína quinasas C en los procesos de desensibilización  

del receptor opioide. ....................................................................................................164 
2.- Participación de las subunidades Gα en los procesos de desensibilización  

del receptor opioide. ....................................................................................................171 
3.- Participación de los reguladores fisiológicos de la función de las proteínas  

G en la desensibilización del receptor opioide. .........................................................177 
3.1.- Participación de las proteínas RGS en los procesos de desensibilización  

del receptor opioide.............................................................................................177 
3.2.- Participación de las proteínas tipo fosducina en la desensibilización del 

receptor opioide...................................................................................................182 
4.- Importancia de las proteínas G y sus reguladores en la respuesta fisiológica del 
receptor opioide. ................................................................................................................189 
 

V. Conclusiones 193 
 

VI. Bibliografía 199 



ABREVIATURAS 
 

AC: adenilato ciclasa 
ADNc: ácido desoxirribonucleico complementario 
AMPc: adenosina fosfato 3’-5’-cíclico 
ARNm: ácido ribonucleico mensajero 
BME/F-10S: Medio basal+10% suero fetal de ternera 
BME: Medio basal (de Basal Medium Eagle) 
CAMK: proteína quinasa dependiente de Ca2+/calmodulina 
CTX: toxina colérica 
DAG: diacilglicerol 
[D-Ala2]deltorfina II: Tyr-D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH2 
DAMGO: Tyr-D-Ala-Gly-MePhe-NH(CH2)2-OH 
DPDPE: Tyr-[D-Pen-Gly-Phe-D-Pen] 
DTT: 1,4-ditiotreitol 
EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 
EGTA: ácido etilenglicol-O,O’-bis(2-aminoetil)-N,N,N’,N’-tetraacético 
GAP: proteína activadora de GTPasa (de G activating protein) 
GDP: guanosina 5’-difosfato 
GPCR: receptores acoplados a proteínas G (de G protein coupled receptor) 
GRK: proteína quinasa de receptores G (de G protein receptor kinase) 
GTP: guanosina 5’-trifosfato 
i.c.v.: intracerebroventricular 
i.p.: intraperitoneal 
ICI-174864: N,N-dialil-Tyr-Aib-Aib-Phe-Leu 
IgG: inmunoglobulina G 
IP3: inositol trifosfato 
MAPK: proteína quinasa activada por mitógenos (de Mitogen-activated protein 

kinase) 
MEP: máximo efecto posible 
ODN: oligodeoxinucleótido antisentido 
PDE: fosfodiesterasa 
Phd: fosducina 
PhLP: proteínas tipo fosducina 
PKA: proteína quinasa AMPc-dependiente 
PKC: proteína quinasa C 
PLC: fosfolipasa C 
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PTX: toxina pertúsica 
PVDF: difluoruro de polivilideno 
RACK: receptores de la proteína quinasa C activa (de Receptor active C-kinase) 
RGS: proteínas reguladoras de la actividad de las proteínas G (de Regulators of G-

protein signalling) 
S.G.P.A.: sustancia gris periacueductal 
S.N.C.: Sistema Nervioso Central 
SDS: dodecilsulfato sódico 
SDS/PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introducción





Introducción 

 3

 

 La transmisión intercelular de señales es esencial para el correcto 

funcionamiento de un ser vivo. Este proceso se consigue principalmente a través de 

agentes químicos muy específicos, que actúan sobre proteínas con alta capacidad de 

discriminación, denominadas receptores, que se orientan hacia la parte externa de la 

membrana. Desde un punto de vista fisiológico, los receptores son moléculas de la 

célula a las que se unen de forma específica los neurotransmisores, mediadores u 

hormonas, generándose a partir de esta unión una respuesta funcional. De esta manera, 

regulan una ruta de transmisión que, en última instancia, incide en procesos celulares 

como la secreción, la contracción, el metabolismo o el crecimiento. 

 

 En el sistema nervioso existe una gran diversidad de receptores, no obstante, la 

forma en la que procesan las señales extracelulares es uniforme. La información se 

internaliza en la célula mediante la modulación del tránsito iónico, y/o de la producción 

de segundos mensajeros intracelulares, que son moléculas de pequeño tamaño, lo que 

permite que la señal se propague rápidamente por toda la célula. 

 

 Los receptores de membrana pueden clasificarse de acuerdo con los mecanismos 

implicados en la transmisión de la señal al interior celular. Según este criterio, se 

subdividen en receptores de canal, receptores con actividad enzimática y receptores 

acoplados a proteínas G. Los primeros son proteínas oligoméricas que forman un canal 

iónico cuya apertura es modulada por los agonistas, de modo que el efecto primario se 

manifiesta según un cambio en la polaridad de la membrana. A este grupo pertenecen 

cierto número de receptores de neurotransmisores, como el nicotínico de la acetilcolina, 

los ionotrópicos del glutamato o el receptor GABAA. Los receptores con actividad 

enzimática son proteínas monoméricas u oligoméricas con un dominio intracelular 

responsable de dicha actividad, la cual se inicia tras la unión de los agonistas. Dentro de 

este grupo se conocen receptores con actividades guanilil ciclasa (como los de péptidos 

natriuréticos), tirosina quinasa (como los de insulina y factores de crecimiento) y 

fosfoproteína fosfatasa. Finalmente, el último grupo de receptores son proteínas 

monoméricas que, mediante la participación de proteínas reguladoras fijadoras de 
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nucleótidos de guanina, las proteínas G, regulan sistemas efectores, los cuales pueden 

ser canales iónicos o enzimas generadores de segundos mensajeros. 

 

 Hasta la fecha, se han descrito más de 2000 miembros de GPCR (G protein 

coupled receptor) agrupados en ~50 familias (ver por ej. Attwood, 2001), de los cuales 

más de 200 están identificados y son receptores para ligandos de naturaleza química 

extremadamente diversa, entre los que se encuentran aminoácidos, aminas, péptidos, y 

un gran número de señales sensoriales. Además constituyen el lugar de acción de 

numerosos agentes farmacológicamente activos, entre ellos los opioides endógenos y 

los alcaloides tipo morfina derivados del opio. 

 

 Estos receptores comparten un mismo modelo estructural (siete dominios 

transmembranales), y su amplia participación en procesos fisiológicos evidencia el 

interés del estudio de sus mecanismos de activación y desactivación. Una característica 

general de estos receptores es que muestran mecanismos de regulación complejos, que 

modulan su capacidad de respuesta y desempeñan un papel esencial en la integración de 

señales en el ámbito celular y en procesos de desensibilización o tolerancia, que pueden 

afectar a su expresión, funcionalidad y localización subcelular. 

 

 En un principio se pensaba que estos mecanismos de regulación actuaban a nivel 

de receptor e implicaban su fosforilación por una familia de quinasas específicas, 

denominadas GRKs (G protein coupled receptor kinases). El receptor así fosforilado 

interacciona con proteínas adaptadoras denominadas arrestinas, lo que bloquea la 

transducción de la señal, y facilita la internalización del receptor a través de vesículas 

recubiertas de clatrina. Actualmente, se ha ampliado la idea de regulación a nivel de las 

proteínas transductoras G, así como de proteínas que modulan la función de las 

proteínas G, como las de tipo fosducina, que condicionan la capacidad de las 

subunidades βγ para unirse a las subunidades Gα y también a ciertos efectores, o las 

RGS (Regulator of G-protein Signaling) que regulan la función de Gα por activación 

de la GTPasa intrínseca de estas subunidades. Todas estas proteínas reguladoras 

desempeñan un papel clave en la modulación de los GPCRs, por lo que los cambios que 
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alteren su expresión o función también afectan a la eficacia de la señalización 

intercelular y pueden incluso tener consecuencias fisiopatológicas. 

 

A la vista de estas consideraciones, el objetivo de la presente Tesis Doctoral ha 

sido profundizar en el conocimiento de los procesos adaptativos neurales responsables 

de la taquifilaxia y la tolerancia/dependencia. Se ha utilizado como modelo el receptor 

opioide µ y su transducción asociada, a fin de caracterizar la génesis de los efectos 

secundarios asociados a la actuación aguda y crónica de diversos agentes moduladores 

de su función. 

 

La investigación realizada podría ser útil al diseño de nuevas herramientas 

orientadas a retrasar la aparición de tolerancia a los opioides. En este sentido, datos 

previos a este estudio, obtenidos en nuestro Laboratorio han demostrado que la 

taquifilaxia opioide (tolerancia aguda) se revierte por la captación selectiva e 

incorporación funcional de subunidades Gα recombinantes desde el líquido 

cefalorraquídeo hacia el interior de las células neurales (Garzón y Sánchez-Blázquez, 

2001). Se puede afirmar que se presentan interesantes perspectivas que trascienden el 

ámbito del sistema opioide para hacerse comunes a una variedad de receptores 

acoplados a proteínas G. 
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1.- Sistema opioide. 

La demostración de la existencia en el S.N.C. del receptor opioide µ impulsó, a 

mediados de la década de los setenta (Goldstein y col., 1971), a la identificación de los 

opioides endógenos que se agruparon en tres familias: encefalinas, endorfinas, y 

dinorfinas en base a la proteína precursora de la que derivan (proencefalina, 

proopiomelanocortina, y prodinorfina, respectivamente) (Lord y col., 1977; Höllt, 

1983). 

 

Estos reguladores fisiológicos muestran afinidades diferentes por los distintos 

receptores opioides, así como una distribución anatómica característica en el S.N.C. 

(Höllt, 1983; Khachaturian y col., 1985). En función de su selectividad por los distintos 

receptores se ha descrito que las encefalinas son los ligandos endógenos del δ, y la 

dinorfina A (1-17) del κ (Chang y col., 1981; Kosterlitz y col., 1982; Garzón y col., 

1983), mientras que la β-endorfina, a pesar de unirse a los receptores µ y δ con alta 

afinidad (Chang y Chang, 1983), se ha propuesto como ligando endógeno del receptor 

opioide ε (Wuster y col., 1979; Chang y Cuatrecasas, 1981; Garzón y col., 1985). 

 

Recientemente, se han aislado del cerebro dos nuevos péptidos, la endomorfina-1 y 

la endomorfina-2, que se han clasificado dentro de una nueva familia (Zadina y col., 1997), 

y que al igual que la morfina presentan una gran afinidad y selectividad por el receptor µ, 

por lo que se han propuesto como sus ligandos endógenos. Algunos estudios demuestran 

que la endomorfina-1 y 2 compiten por el receptor opioide µ (Goldberg y col., 1998; 

Sánchez-Blázquez y col., 1999, 1999), y no presentan afinidad por los δ o κ. Además, estos 

péptidos se localizan en regiones del cerebro y la médula espinal que son ricas en 

receptores µ (Martín-Schild y col., 1997, 1998, 1999; Zadina y col., 1997; Pierce y col., 

1998; Schreff y col., 1998), y sus efectos son antagonizados con naloxona y β-

funaltrexamina (Stone y col., 1997; Tseng y col., 2000). 

 

 Del análisis de su estructura y de los perfiles de unión de los ligandos endógenos a 

los receptores opioides se conoce que la afinidad por el receptor δ depende sobre todo de la 
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presencia de la secuencia íntegra de la encefalina inicial; la pérdida de Tyr1 o alteraciones 

en su secuencia da lugar a pérdidas de afinidad. La afinidad por el receptor µ y, sobre todo, 

por la del κ se ve favorecida por la longitud del péptido. Se propone la existencia de un 

sitio secundario de unión aparte del utilizado por la encefalina para la selectividad µ o κ 

(Garzón y col., 1983). 

 

 Estos estudios inicialmente realizados sobre receptores del S.N.C. de roedores se 

han visto, posteriormente, confirmados con los receptores opioides clonados, esta vez 

expresados en células COS-1 (Mansour y col., 1995). Se indica que la secuencia de 

metionina-encefalina y leucina-encefalina es requisito indispensable para la selectividad µ 

o δ, mientras que partiendo de la secuencia de encefalina la unión al κ requiere de una 

cadena más larga con participación de Arg. 

2.- Receptores opioides. 

Los opioides ejercen sus efectos en el Sistema Nervioso a través de tres tipos de 

receptores de membrana µ, δ, y κ, que presentan diferentes perfiles farmacológicos así 

como distribución anatómica (Mansour y col., 1988). En el vaso deferente de la rata se ha 

identificado un cuarto tipo de receptor opioide especialmente sensible a la β-endorfina, el 

receptor ε (Wüster y col., 1979; Garzón y col., 1985). Estos receptores y sus ligandos 

endógenos integran vías moduladoras inhibitorias ampliamente distribuidas, que actúan en 

general sobre diversos sistemas de neurotransmisores disminuyendo la descarga neuronal. 

Su papel es clave en el control de la información dolorosa (Dickenson, 1991) y en circuitos 

de refuerzo (Di Chiara y North, 1992). Además, los opioides poseen otras acciones 

centrales y periféricas a nivel cardiovascular, respiratorio, neuroendocrino, sobre el sistema 

inmune o sobre la actividad motora. 

 

 Los receptores µ, δ, y κ han sido identificados por la distinta selectividad de sus 

ligandos (Goldstein y col., 1971). Además, estudios farmacológicos clásicos han 

sugerido la existencia de subtipos para cada uno de estos receptores. En este sentido, 

Pasternak y Snyder (1975) describieron dos subpoblaciones para el receptor opioide tipo 

µ, preferentes para compuestos como la morfina, las cuales denominaron µ1 y µ2. El 
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receptor µ1 parece ser el principal responsable de la analgesia opioide supraespinal, 

mientras que el tipo µ2, estaría relacionado con otros efectos opioides como son la 

depresión respiratoria, la constipación y la dependencia física. 

 

Los resultados obtenidos en una cepa de ratones mutantes a los que se les ha 

eliminado el gen del receptor opioide µ, confirman que es el mismo receptor el que da 

origen a la analgesia y a los efectos adictivos de la morfina (Matthes y col., 1996) 

(Tabla 1). Por tanto, este receptor se presenta como el punto crucial para producir la 

deseada antinocicepción opioide, así como el lugar donde actuar para contrarrestar la 

génesis de la tolerancia y dependencia. 

 
Tabla1. Respuesta a los opioides de los ratones carentes del receptor µ (MOR-/-), δ (DOR-/-) o κ 

(KOR-/-). 

Opioide Respuesta en ratones 
wild-type (+/+) MOR-/-             Ref. 

DO
R-/- 

(Ref. 1) 

KO
R-/- 

(Ref. 2)  
 

Morfina (µ) 
 
Analgesia espinal 
Analgesia supraespinal 
Síndrome de abstinencia 
Depresión respiratoria 
Inhibición del tránsito GI
Inmunosupresión 
Hiperlocomoción 

 

No 
No 
No 
No 
No 
No 
No 

 

Loh y col. (1998) 
Loh y col. (1998) 
Matthes y col. (1996) 
Matthes y col. (1998) 
Roy y col. (1998) 
Gavériaux-Ruff  (1998) 
Tian y col. (1996) 

 

Si 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

 

Si 
- 
↓ 
- 
- 
- 
- 

Endomorfina2 
(µ) 

Analgesia espinal 
Analgesia supraespinal 

No 
No 

Loh y col. (1998) 
Loh y col. (1998) 

- 
- 

- 
- 

DPDPE (δ) Analgesia espinal 

 
Analgesia supraespinal 

↓ ó 
Si 
 

↓ ó 
Si 

Matthes y col. (1998) 
Loh y col. (1998) 
 
Matthes y col. (1998) 
Loh y col. (1998) 

No 
- 
 
- 
- 

- 
- 
 
- 
- 

Deltorfina II 
(δ) 

Analgesia espinal 
Analgesia supraespinal 

↓ 
Si 

Matthes y col. (1998) 
Matthes y col. (1998) 

- 
- 

- 
- 

U50488H (κ) Analgesia espinal 
Analgesia supraespinal 
Hipolocomoción 
Disforia 

Si 
Si 
- 
- 

Matthes y col. (1998 
Matthes y col. (1998 

- 
- 

- 
- 
- 
- 

No 
No 
↓ 
↓ 

 
DPDPE: [D-Pen2, D-Pen5] encefalina; GI: gastrotestinal 
Ref. 1: Zhu y col., (1997) 
Ref. 2: Simonin y col., (1998) 

 

Los receptores tipo κ se han subclasificado en tres subtipos en base a estudios de 

fijación de ligandos: κ1, κ2 y κ3 (Zukin y col., 1988). Los κ1 fijan preferentemente 

ketociclazocinas, que presentan baja afinidad por los κ2 y los κ3 que, en condiciones 
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muy restrictivas para la fijación al receptor opioide tipo κ son marcados selectivamente 

por la naloxona y benzoilhidrazona (Yasuda y col., 1993). 

 

De forma análoga, se ha establecido la existencia de subtipos farmacológicos 

para el receptor opioide delta, a los cuales se ha denominado δ1 y δ2 (Sofuoglu y col., 

1991; Jiang y col., 1991). El subtipo δ1 tiene como agonista específico al péptido 

DPDPE mientras que la [D-Ala2] deltorfina II sería el agonista preferencial del δ2. 
Ambos receptores participarían en la mediación de los efectos antinociceptivos a nivel 

supraespinal en el ratón, si bien el papel del subtipo δ2 sería predominante en los efectos 

antinociceptivos espinales. 

  2.1.- Clonación de los receptores opioides. 

 El primer receptor opioide clonado fue el receptor tipo δ de ratón. Casi 

simultáneamente dos grupos (Evans y col., 1992; Kieffer y col., 1992) identificaron este 

receptor utilizando distintos procedimientos, por expresión y clonaje usando las librerías 

de ADNc derivadas de la línea celular NG 108-15. La disponibilidad de estas células 

fue importante porque expresan los receptores δ en mayor cantidad (acerca de 400 

fmol/mg de proteína) que en tejido nervioso. La transfección de fracciones individuales 

de esta librería de ADN en células COS permitió la identificación con análogos 

radiactivos de las encefalinas de clones que expresaban este receptor. 

 

 Además, aprovechando la observación de la gran homología entre los receptores 

opioides, varios grupos, describieron los ADNc de los receptores µ (MOR), δ (DOR) y 

κ (KOR) de varias especies animales (Evans y col., 1992; Chen y col., 1993; Yasuda y 

col., 1993) y del humano (Wang y col., 1994; Knapp y col., 1994; Mansson y col., 

1994). Esto fue posible por el alto grado de similitud de la secuencia aminoacídica que 

presentan los tres receptores opioides, con una identidad aproximada del 65%, 

localizada principalmente en las regiones que atraviesan la membrana y en los bucles 

intracelulares. Las regiones que más divergen son los extremos amino y carboxilo 

terminales. Los tres tipos de receptores tienen la secuencia aspartato-arginina-tirosina y 
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aspartatos en el segundo y tercer dominio transmembranal, las cuales son conservadas 

en los receptores acoplados a proteínas G. 

 

 Debido a que los receptores humanos son el centro de la terapéutica de drogas 

opiáceas es particularmente importante obtener los genes para cada tipo de receptor 

opioide. Se ha descrito la existencia de tres genes que codifican proteínas de 398, 372 y 

380 aminoácidos que corresponden a los receptores µ, δ y κ: un único gen para el 

receptor µ se localiza en el cromosoma 6 zona q24-25 humano, el δ también existe 

como única copia en el cromosoma 1 región p34.3-36.1 humano (Zaki y col., 1996) y el 

correspondiente al κ se ha descrito en el cromosoma 8 región q11-12 (Simonin y col., 

1995). 

 

 Dada la exclusividad de estos genes se buscan posibles lecturas alternativas que 

pudieran originar los subtipos farmacológicos descritos. En este sentido, el análisis de 

los genes del MOR, DOR, y KOR revela intrones y exones en la región que codifica la 

proteína (Kieffer 1995). En todos los genes de los receptores opioides, los intrones han 

sido localizados después de la región que codifica el primer y cuarto dominio 

transmembranal. 

 

El gen que codifica el MOR presenta un intrón adicional después del C-terminal 

(Bare y col., 1994; Min y col., 1994), y han sido detectadas dos variantes del receptor µ 

(MOR1, MOR1B), que parecen ser lecturas alternativas del mismo gen, porque ambos 

clones han sido aislados por expresión y clonaje de librerías de ADNc (Wang y col., 

1993; Chen y col., 1993; Zimprich y col., 1995). Por otro lado, este gen presenta un 

exon adicional que codifica el extremo C-terminal del MOR1B (Pan y col., 1999) y se 

ha descrito la presencia de dos variantes del receptor opioide mu en el cerebro humano 

que presentan distintos C-terminales (Bare y col., 1994), ya que anticuerpos 

policlonales dirigidos a péptidos de los extremos C-terminales de MOR1 o MOR1B, 

muestran diferentes patrones de expresión (Schulz y col., 1995). 

 

También se ha descrito otra variante (MOR1A), que es 8 aminoácidos más corta 

que MOR1, ya que el intrón 3’ en el tercer exón que codifica la proteína no ha sido 
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eliminado. Esta nueva variante no parece corresponder con los receptores descritos. 

Recientemente Pan y colaboradores (1999, 2000) han identificado 4 nuevos exones, que 

por combinación con los ya descritos, generan 4 variantes del receptor que derivan de 

lecturas alternativas del mismo gen: MOR1C, MOR1D, MOR1E y MOR1F. 

 

Evidencias, fundamentalmente, farmacológicas sugieren que los receptores 

opioides µ, δ y κ clonados corresponden a los subtipos µ1, δ2 y κ1 (Lai y col., 1994; 

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

sobre estos receptores revelan que los compuestos con capacidad altamente adictiva 

tales como morfina, fentanilo y metadona, presentan una alta afinidad por el receptor µ 

clonado pero muy poca por los receptores δ o κ (Raynor y col., 1994). 

 

 Es posible que algunos subtipos farmacológicos tengan su base en 

modificaciones postraduccionales de los receptores, por ejemplo, el receptor µ posee 5 

lugares posibles de glicosilación en el terminal amino, y dos se han descrito para el δ y 

el κ. Sin embargo, mutaciones que suprimen las glicosilaciones no alteran la 

farmacología de los receptores (Wang y col., 1993; Surrat y col., 1994). Por el 

contrario, otras modificaciones, tales como palmitoilación y fosforilación modifican los 

perfiles de unión de los ligandos (Mouillac y col., 1992). 

 

 Además, estudios bioquímicos, biofísicos y funcionales, han demostrado la 

existencia de dímeros y/o oligómeros funcionales de los GPCRs (Hebert y Bouvier, 

1998; Rocheville y col., 2000; Gines y col., 2000). Así, por ejemplo, se ha descrito que 

la dimerización de los receptores B del ácido γ-aminobutírico (GABA) R1a y R2, es 

necesaria para la transmisión de la señal al interior de la célula, en cultivos celulares y 

en neuronas del ganglio superior de rata (Jones y col., 1998; Kaupmann y col., 1998; 

White y col., 1998; Kuner y col., 1999; Marshall y col., 1999; Sullivan y col., 2000); por 

otro lado, la dimerización de los receptores β2 adrenérgicos favorece la eficiencia del 

acoplamiento del receptor con la proteína G (Hebert y col., 1996, 1998; Angers y col., 

2000), mientras que, la asociación de los receptores opioides o receptores 1 y 5 de 

somatostatina, resulta en heterodímeros con propiedades funcionales únicas (Jordan y 

Devi, 1999; George y col., 2000; Gomes y col., 2000; Rocheville y col., 2000). 
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En este sentido, algunos receptores δ forman complejos con el receptor µ. 

Schoffelmeer y colaboradores (1990) mediante experimentos de unión irreversible 

(cross-linking) han descrito su existencia en estructuras del S.N.C., diferenciándose 

receptores δnoncomplexed y δcomplexed, según se trate de receptores independientes o 

formando complejos con el receptor µ, respectivamente (Xu y col., 1993; Cha y col., 

1995). Además, agonistas δ a concentraciones subefectivas (no capaces de desencadenar 

respuestas δ directas) modulan la antinocicepción µ (Sánchez-Blázquez y Garzón, 1989; 

Porreca y col., 1992; Suzuki et al, 1996). 

 

La obtención de ratones modificados genéticamente, que carecen del receptor µ 

(knock-out) proporciona una herramienta genética para determinar la posible interacción 

de los receptores µ y δ (Tabla 1). Los estudios llevados al respecto muestran que la 

analgesia espinal producida por los agonistas δ, DPDPE y deltorfina II, aunque se 

mantiene en estos animales con respecto a los wild-type (que expresan el genotipo 

salvaje, y por tanto el receptor µ) (Loh y col., 1998), esta disminuye en mayor o menor 

grado (Sora y col., 1997; Matthes y col., 1998), lo que sugiere que la presencia del 

receptor µ es fundamental para obtener una respuesta analgésica completa de ciertos 

agonistas δ. 

 

 En cuanto a posibles interacciones entre los receptores µ y κ, para producir la 

antinocicepción, hay pocas evidencias farmacológicas (Rothman y col, 1993) o 

genéticas (Matthes y col., 1998) y mientras que la interacción física entre ambos 

receptores no ha podido ser demostrada, se ha descrito que el receptor opioide κ forma 

dímeros selectivos con los receptores δ (Jordan y Devi, 1999). 

 

Por último, otra explicación de la existencia de los subtipos de receptores 

opioides, es la interacción específica entre el receptor y el efector. El hecho de que los 

GPCR puedan acoplarse con diversos tipos de proteínas G abre la posibilidad a la 

conducción de señales por parte de los agonistas (Garzón y col., 1994), de forma que 

diferentes agonistas puedan dirigir a un receptor hacia la activación de unos tipos u 

otros de proteínas G. 
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Así, una consecuencia del acoplamiento específico receptor-proteína G/agonista, es 

el hecho de que un mismo receptor puede mostrar un perfil farmacológico diferente 

según la ruta de segundos mensajeros que es considerada para estudiar el orden de 

eficacias de diversos agonistas (Spengler y col., 1993; Robb y col., 1994), lo que puede 

ser interpretado como posibles subtipos farmacológicos de un receptor. 

3.- Acoplamiento de los receptores opioides a proteínas G hetero-triméricas. 

 Los GPCRs se acoplan, a través de las proteínas G, a varios enzimas 

intracelulares, canales iónicos y transportadores (Birnbaumer y col., 1990). Estas 

proteínas son heterotrímeros de subunidades denominadas α, β y γ. En reposo, las 

proteínas G se encuentran acopladas a receptores no activados por agonistas y la 

subunidad Gα porta una molécula de GDP. 

 

Tras, la unión del agonista al receptor, la subunidad Gα, que posee actividad 

GTPásica, libera GDP y une GTP, en presencia de Mg2+, lo que origina su disociación 

del dímero Gβγ y la regulación, por parte de la Gα-GTP y Gβγ, de uno o más de los 

enzimas transductores de señal y canales iónicos. La Gα-GTP, al metabolizar el GTP en 

GDP, cesa la activación del efector correspondiente, volviendo a agruparse con las Gβγ 

para constituir la proteína G capaz de acoplarse en un nuevo ciclo al receptor (Figura 1). 

 

Las proteínas G son piezas claves para la duración y amplificación de la señal, 

pues presentan cinéticas de inactivación particulares y su actividad puede ser regulada 

por otras proteínas, como las RGS (Regulator of G-protein Signaling) que constituyen 

una familia de gran diversidad funcional, ligadas directamente a la inactivación de las 

subunidades Gα, al acelerar la función GTPásica de estas proteínas (Gold y col., 1997; 

Hepler y col., 1999). En otros casos, la regulación es a nivel de los dímeros Gβγ 

(calmodulina, fosducina, proteínas tipo fosducina) (Katada y col., 1987; Müller y col., 

1996; Schulz y col., 1997). 
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Figura 1. Ciclo de activación/desactivación de las proteínas G. Phd: fosducina: RGS: 
proteínas reguladoras de la función de la proteína G. PTX: toxina pertúsica; CTX: toxina 
colérica. 

 

 

Se ha logrado establecer la correspondencia precisa entre diferentes receptores 

opioides y aquellas clases de proteínas G que son reguladas en la producción de la 

analgesia opioide. Así, el receptor µ regula Gx/z≥Gi2>Gi3>>Gq; el δ activa 

Gi2=Gi3>Go2=G11, si se admiten los subtipos del δ, aparte de las proteínas G indicadas, 

el δ1 regula a la Go1 y el δ2 a la Gq (Garzón y col., 1998). 

 

Las proteínas G se han clasificado en cuatro grupos (Tabla 2) atendiendo a las 

homologías de secuencia de una de sus subunidades (α), de las cuales se han descrito 21 

diferentes, si bien la diversidad de las otras dos subunidades que las componen (β, 5 

variantes; γ 12 variantes) determina el número de proteínas G, pues interaccionan de forma 

restringida (Katz y Simon, 1995; Lee, C. y col., 1995). El número de sistemas efectores que 

regulan es más reducido e incluye canales de K+ y de Ca2+, así como diversos enzimas: la 

adenilato ciclasa, la fosfodiesterasa de GMP cíclico, la fosfolipasa C de fosfoinosítidos y 

las fosfolipasas A2 y D. Estos efectores generan un número limitado de segundos 

mensajeros, como AMP cíclico, inositol trifosfato, diacilglicerol o Ca2+, los cuales regulan 

actividades celulares a través de la modulación de algunas proteínas quinasas. 
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3.1.- Subunidades que integran la proteína G. 

3.1.1.- Subunidad α. 

 Las subunidades α de las proteínas G se agrupan en cuatro clases atendiendo a la 

similitud de sus secuencias aminoacídicas (Tabla 2), que varían entre el 56 y el 95% de 

identidad, αs, αi, αq y α12 (Neer, 1995). En mamíferos, se han clonado, al menos, 21 

subunidades Gα distintas, que provienen de la expresión de 17 genes, en algunos casos por 

lecturas alternativas (Jones y Reed, 1987; Matsuoka y col., 1988; Wickman y Clapham, 

1995; Hurowitz y col., 2000). 

Gq   αq 

               α11 

               α14 

              α15 

               α16 

 Ubícua 
Ubícua 

Pulmón, riñón, hígado 
 

Células mieloides, 
células B 

 
Células mieloides,  

Células T 

↑PLCβ 1-3 

 

 

 

↑PLCβ 1-3 

G12  α12 

              α13 
 Ubícua 

Ubícua 
↑Intercambio Na+/K+ 

Tabla 2. Clases de proteína G, distribución y efectores que regulan (adaptado de Neer, 1995). 

Clase/ 
Subunidad 

Toxina Distribución 
en tejidos 

Efector 

 
Gs   αs (s) 

               αs (l) 

               αolf 

 

 
CTX 
CTX 
CTX 

 
Ubícua 
Ubícua 

Neuroepitelio 
olfatorio 

 
↑AC 
↑canales Ca2+,↓canales Na+ 

↑AC 
 

Gi   αi1 

              αi2 

              αi3 

               αoA 

               αoB 

 

          αtr 

               αtc 

 

               αgust 

 

               αx/z 

PTX 
PTX 
PTX 

 
PTX 
PTX 

 
CTX, PTX 
CTX, PTX 

Ubícua 
Ubícua 
Ubícua 

 
Cerebro, otros 
Cerebro, otros 

 
Retina (bastones) 

Retina (conos) 
 

Papilas gustativas 
 

Cerebro, plaquetas, 
adrenales 

↓canales K+ 

↓canales Ca2+ 

↓AC, ↑PLC 
 
↑PLA2 

 

 
↑Fosfodiesterasa de GMPc 
 
↓AC 
 
↓AC 
 

CTX: toxina colérica 
PTX: toxina pertúsica 
AC: adenilato ciclasa 
PLC: fosfolipasa C. 
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 Son proteínas de 39-52 kDa, en cuya estructura se distinguen dos dominios: un 

dominio Ras, común a todas las proteínas de la familia de las GTPasas, y un dominio 

llamado helicoidal por su estructura de hélice α, que no está presente en las proteínas G de 

bajo peso molecular (Figura 2). El primero contiene lugares implicados en la unión e 

hidrólisis de los nucleótidos de guanina, el sitio de unión para iones Mg2+, el residuo Arg 

diana de la ADP-ribosilación por toxina colérica (CTX), así como sitios de interacción con 

dímeros βγ, receptores y efectores. En este dominio se distinguen 3 regiones switch 

adyacentes (residuos Ser173-Thr183, Phe195-Thr215 y Asp227-Arg238 en Gαt), claves en 

los cambios conformacionales nucleótido-dependiente de la subunidad α durante el ciclo 

de activación-desactivación de la proteína G. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Estructura tridimensional del trímero Gαβγ. Se indican los extremos amino (N) y 
carboxilo (C) terminales de cada una de las subunidades: α (representada en rosa), β (en azul) 
y γ (en marrón); así como los dominios helicoidal y Ras de la subunidad α. 

 

Concretamente, algunos residuos de las regiones switch I y II, como Arg174 de 

αt (178 en αi1), diana de la ADP-ribosilación por CTX, o Gln200 de αt (204 en αi1), 

establecen interacciones fundamentales para la hidrólisis de GTP (Noel y col., 1993; 

Sondek y col., 1994; Coleman y col., 1994). Se especula que el dominio helicoidal 

Dominio 
    Ras 
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podría contener un residuo clave para la hidrólisis del GTP, o que también podría tener 

importancia en el sitio de unión con los efectores (Rens-Domiano, 1995). 

 

 El extremo amino terminal de la subunidad α participa en la unión con el complejo 

βγ (Lambright y col., 1996). Por otra parte, dado que la ADP-ribosilación de las 

subunidades α bloquea la interacción de la proteína G con el receptor y que la presencia de 

anticuerpos específicos contra el extremo carboxilo terminal previene la activación de las 

proteínas G mediada por el receptor, se considera que el extremo carboxilo terminal está 

implicado en la interacción con el receptor (Masters y col., 1998; Clapham y col., 1996). 

 

Las subunidades α pueden sufrir diferentes modificaciones covalentes de gran 

relevancia funcional (Yamane y Fung, 1993). Así, determinados subtipos de Gα pueden 

ser ADP-ribosilados específicamente por toxinas bacterianas. La toxina colérica 

(producida por Vibrio cholerae) actúa sobre las subunidades αs y αolf, introduciendo un 

grupo ADP-ribosa en el residuo equivalente a Arg174 de αt. Este residuo se encuentra 

inaccesible en las subunidades Gαt y Gαi formando parte del heterotrímero, por lo que 

estas Gα sólo son sustrato de la CTX forzando condiciones que favorezcan su disociación 

del heterotrímero. El resultado de esta modificación es la activación constitutiva de la 

subunidad α (y, en consecuencia, de los dímeros βγ) al disminuir su actividad GTPásica 

intrínseca, lo que conduce finalmente a la activación o inhibición sostenida de efectores. 

La toxina pertúsica (de Bordetella pertussis) (PTX) ADP-ribosila las subunidades Gαt, 

Gαgust, Gαi y Gαo en el residuo Cys4 a partir del extremo carboxilo-terminal. Otras 

subunidades α carecen de este residuo diana para la toxina. El sustrato preferente de esta 

toxina es la forma heterotrimérica de la proteína G, por lo que su actividad se potencia en 

presencia de dímeros βγ. Esta modificación conlleva el desacoplamiento entre receptor y 

proteína G. 

 

Además, las subunidades α pueden sufrir modificaciones post-traduccionales de 

naturaleza lipídica, tales como las acilaciones (miristoilaciones o palmitoilaciones) (Bigay 

y col., 1994; Wedegaertner y col., 1995), importantes para la localización y funcionalidad 

de la subunidad, contribuyendo, junto con las interacciones α-βγ, a su anclaje a la 
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membrana (Milligan y col., 1995; Morris, 1995). También, pueden ser fosforiladas por la 

proteína quinasa C (PKC) (Fields y Casey, 1995; Kozasa y Gilman, 1996), lo que afecta a 

su interacción con el dímero βγ. 

 

 En este sentido, se ha descrito que determinados lípidos y proteínas se organizan en 

regiones concretas de la membrana celular, rafts o caveolas, que muestran unas 

características comunes, en cuanto al requerimiento de colesterol se refiere (Rothberg y 

col., 1990; Schnitzer y col., 1994; Murata y col., 1995; Monier y col., 1996; Schröeder y 

col., 1998), su baja densidad y su resistencia a la solubilización en detergentes no iónicos 

(Gorodinsky y Harris, 1995; Schnitzer y col., 1995); y unas características morfológicas, 

bioquímicas y funcionales diferentes (Schnitzer y col., 1995; Liu y col., 1997). 

 

 Los rafts son dominios de la membrana plasmática, con una estructura en forma de 

balsa, ricos en una proteína denominada flotilina que funciona de modo estructural y sirve 

también de acoplamiento de otras proteínas de señalización. Asímismo, aquí se encuentran 

una serie de proteínas de anclaje a glicosilfosfatidilinositol (GPI), que participan en las 

interacciones lípido-lípido, importantes para la formación de los rafts y resistencia a 

detergentes no iónicos, que estos presentan, (Ahmed y col., 1997; Schröeder y col., 1998; 

Brown y London, 2000; Garin y col., 2001). Los rafts se localizan en células sin caveolas, 

como las neuronas, (Fra y col., 1994; Gorodinsky y Harris, 1995; Bouillot y col., 1996), y 

en ellos se concentran numerosas moléculas de señalización, incrementando la eficiencia y 

especificidad de la señal de transducción al facilitar las interacciones apropiadas entre las 

proteínas. Por su parte, la caveolas son unas invaginaciones de la membrana plasmática 

(Schnitzer y col., 1995), con un papel importante en múltiples funciones celulares, entre las 

que se incluyen la transducción de señales, metabolismo lipídico, movimiento vesicular 

Golgi-membrana plasmática, crecimiento celular y apoptosis (Ikezu, y col., 1998), y 

dependen de la oligomerización de la caveolina para su formación (Fra y col., 1995; 

Monier y col., 1996; Lipardi y col., 1998). La caveolina está palmitoilada (Dietzen y col., 

1995; Monier y col., 1996), y se liga directamente al colesterol, glicoesfingolípidos, y 

moléculas de señalización con ácidos grasos en su estructura, entre ellas las proteínas G 

heterotriméricas (Parton, 1994; Li y col., 1995, 1996; Monier y col., 1996; Song y col., 

1996; Moffet y col., 2000). 
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 La subunidad α de las proteína G se encuentra en altas cantidades en membranas 

caveolares de distintas fuentes (Sargiacomo y col., 1993; Lisanti y col., 1994; Chang y 

col., 1994; Schnitzer y col., 1995; Li y col., 1995). La caveolina interacciona 

directamente con múltiples subunidades α, incluyendo Gs, Go y Gi2, y pueden 

funcionalmente suprimir sus actividades basales por inhibir el intercambio de GDP-

GTP (Li y col., 1995; Okamoto y col., 1998). Recientemente, se ha descrito que las 

proteínas G se dirigen a las caveolas y rafts de una forma diferencial, así, Gq se 

localizaría fundamentalmente en las caveolas, mientras que Gi y Gs residirían en los 

rafts (Oh y Schnitzer, 2001). 

3.1.2.- Subunidades βγ. 

Las subunidades βγ forman un dímero que sólo puede disociarse en condiciones 

desnaturalizantes. Hasta ahora se han clonado 5 subunidades β en mamíferos, de peso 

molecular en torno a 36 kDa, que presentan una homología en su secuencia 

aminoacídica del 50-83% (Watson y col., 1994), así como 12 subunidades γ (Morishita 

y col., 1995), que presentan un peso molecular de 6-9 kDa y comparten menor 

homología (27-75%). 

 

Por estudios cristalográficos se conoce la estructura tridimensional de dímeros βγ 

libres (Sondek y col., 1996 [Gβ1γ1]) y heterotrímeros Gαβγ (Wall y col., 1995 [Gαi1β1γ2]; 

Lambright y col., 1996 [Gαtβ1γ1]). La subunidad β adopta una forma cilíndrica de hélice β 

integrada por siete palas (láminas β), que dejan en el centro de la hélice un poro (Figura 2). 

Esta estructura es reflejo de la cadena aminoacídica, que contiene siete repeticiones de una 

secuencia de unos 40 aminoácidos entre los que hay residuos altamente conservados. En 

estas secuencias conservadas aparece repetido el dipéptido Trp-Asp, motivo que se 

encuentra también en muchas proteínas no relacionadas funcionalmente con la 

transducción y que podría ser importante para establecer interacciones con otras proteínas 

(Neer y col., 1994). Las subunidades γ tienen una estructura tridimensional casi lineal, a 

excepción de su extremo amino-terminal helicoidal. Sufren modificaciones post-

traduccionales en el extremo carboxilo-terminal (isoprenilaciones, metilaciones), lo que les 

confiere mayor diversidad (Casey, 1994). En ausencia de isoprenilación, el dímero βγ se 
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forma pero no interacciona correctamente con la membrana ni con la subunidad α 

(Higgins y Casey, 1994), viéndose afectadas la activación de la proteína G por receptores y 

la modulación de efectores (Scheer y Gierschik, 1995). Asimismo, se ha descrito 

fosforilación por PKC de algunas subunidades γ, lo que podría tener relevancia fisiológica 

(Morishita y col., 1995). La subunidad γ se extiende a lo largo de un extremo de la 

estructura en hélice de la subunidad β (Figura 2), estableciéndose entre ambas una extensa 

zona de interacciones hidrofóbicas y polares que confieren especificidad a la unión β-γ 

(Katz y Simon, 1995). Alejados de la hélice β, también los extremos amino-terminal 

helicoidales de ambas subunidades se enrollan entre sí, estableciéndose interacciones 

mayoritariamente hidrofóbicas. 

 

 Por lo que respecta a sus funciones, los dímeros βγ participan, en primer lugar, 

en el reconocimiento de las proteínas G por los receptores, los cuales presentan baja 

afinidad por las subunidades α disociadas. En esta función parece existir selectividad de 

isoformas de las subunidades β y γ, como han mostrado Kleuss y colaboradores (1992, 

1993). Así mismo, su disociación de las subunidades α, cuando éstas se activan, 

conduce a la separación del receptor, el cual mientras que lleve unido a un ligando 

agonista, puede actuar de nuevo catalizando la activación de nuevas moléculas de 

proteínas G, amplificando, la señal. La asociación de los dímeros βγ con las 

subunidades α incrementa su afinidad por el GDP, las estabiliza como moduladoras de 

efectores y permite su ADP-ribosilación por la toxina pertúsica. 

 

 Además, los dímeros βγ modulan efectores directamente (Clapham y Neer, 

1993; 1997). Los efectos conocidos hasta ahora incluyen la activación de un canal de 

K+, de las PLCβ 1-3, de la PLA2 en la retina, de la fosfoinosítido 3-quinasa (PI3K), de 

quinasas de receptores acoplados a proteínas G (GRKs) y de las isoenzimas AC II y AC 

IV (Jelsema y Axelrod, 1987; Logothetis y col., 1987; Tang y Gilman, 1991; Camps y 

col., 1992; Katz y col., 1992); y la inhibición directa de la AC I (Sternweis, 1981). Estas 

acciones cesan, al igual que las de las subunidades α, cuando éstas son inactivadas por 

la hidrólisis del GTP y se produce la reasociación del trímero. 
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3.2.- Moduladores de la función de la proteína G. 

3.2.1.- RGS (Regulators of G-protein signaling). 

La actividad GTPasa de las proteínas Gα puede ser acelerada por una clase de 

proteínas denominadas RGS, reguladoras de la señalización de la proteína G (Berman y 

col., 1996; Watson y col., 1996). Se han descrito más de 30 proteínas de mamíferos 

(Tabla 3) que contienen dominios RGS, de ~120 aminoácidos, que es el responsable de 

la interacción con la Gα (Druey y col., 1996; Koelle y Horvitz, 1996; Siderovski y col., 

1996). Sin embargo, estas proteínas difieren considerablemente en su tamaño, secuencia 

aminoacídica y distribución en los tejidos (Gold y col., 1997). Algunas RGS son 

relativamente pequeñas, con un peso de 20-25 kDa, y contienen un secuencia de 23-80 

aminoácidos en el N-terminal y de 2-21 aminoácidos en el C-teminal (Figura 3). Por el 

contrario, otras RGS contienen una secuencia larga en los dos terminales, donde se 

localizan distintos dominios estructurales y funcionales, ente ellos, el dominio GGL (de 

G protein γ-subunit-like), DEP (de disheveled, egl-10, pleckstrin), DH/PH (de 

Dbl/pleckstrin homology) y PDZ (de PSD-95, disc-large, and ZO-1 homology), que 

intervienen en las vías de transmisión de señales o en la interacción con otras proteínas 

(Hepler, 1999; Siderovski y col., 1999; DeVries y col., 2000). 

 

Así, ciertas RGS al unirse a la subunidad α activada (Gα-GTP) inhiben la 

interacción efectiva entre estas y los correspondientes sistemas efectores, por lo que han 

sido propuestas como reguladores negativos en la señalización de los receptores 

acoplados a proteínas G (Hepler y col., 1997; Tesmer y col., 1997); otras inhiben la 

señalización celular porque al permanecer unidas a Gα, impiden la reagrupación del 

hetrotrímero, lo cual reduce el número de proteínas G que pueden ser reguladas por los 

receptores (Dohlman y col., 1996; 1997); RGS6, RGS7, RGS9 y RGS11 contienen el 

dominio GGL, a través del cual se unen a Gβ5 (Snow y col., 1999); por otro lado, las 

RGS con un dominio AKAP (A-kinase anchoring protein), son responsables de la 

localización subcelular de la PKA y GRKs (Koch y col., 1993; Huang y col., 1997); y 

otras son efectores de Gα13 que activan la proteína Rho (Hart y col., 1998; Kozasa y 

col., 1998). 
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Tabla 3. Proteínas de mamíferos con dominio RGS. 

Proteína Aminoácidos 
(nº) 

Interacción 
con Gα 

Distribución 
Tisular (ARNm) 

Referencias 

hRGS1 196 Gαi Células B activas Hong y col., 1993 
Newton y col., 1993 

hRGS2 211 Gαq>Gαi
b Ubícua Siderovski y col., 1994 

hRGS3 519 Gαq, Gαi Ubícua Druey y col., 1996 

rRGS4 205 Gαq, Gαi Cerebro Druey y col., 1996 

mRGS5 181 Gαi Corazón, pulmón, 
cerebro, músculo 

Koelle y Horvitz, 1996 
Chen y col., 1997 
Seki y col., 1998 

hRGS6c 567 − Cerebro Koelle y Horvitz, 1996 

hRGS7c 469 
Gαq, Gαi Cerebro, retina 

Koelle y Horvitz, 1996 
He y col., 1998 

Shuey y col., 1998 
hRGS8 180 Gαi Cerebro Saitoh y col., 1997 

HRGS9Lc 674 Gαi Cerebro, retina Granneman y col., 1998 
HRGS10 173 Gαi Cerebro Hunt y col., 1996 
HRGS11 467 Gαo Cerebro, retina, 

páncreas Snow y col., 1998 
RRGS12c 1387 Gαi 

Cerebro, pulmón, 
hígado, corazón, 

bazo 
Snow y col., 1997 

HRGS13 159 − − Chatterjee, Fisher, 1998 

RRGS14 544 − Cerebro, pulmón, 
bazo Snow y col., 1997 

HRGS15 − − − Koelle y Horvitz, 1996 

MRGS16d 201 Gαi Retina, pituitaria, 
hígado 

Chen y col., 1997 
Chen y col., 1997 
Snow y col., 1998 

HRGS-GAIP 217 Gαq, Gαi Corazón, pulmón, 
hígado DeVries y col., 1995 

BRET-RGS1 374 Gαt Retina Faurobert, Hurley, 1997
HRGSZ1 217 Gαz Cerebro Wang y col., 1998 

Glick y col., 1998 
h115RhoGEF 913 Gα13, Gα12 Ubícua 

Kozasa y col., 1998 
Hart y col., 1998 
Mao y col., 1998 

MlscRhoGEF 914 − − Whitehead y col., 1996 

HRhoGEF 1522 − − Nagase y col., 1997 

MD-AKAP2 372 − Ubícua Huang y col., 1997 

rAxin 832 − Ubícua Kishida y col., 1998 
Behrens y col., 1999 

MConductina 840 − Cerebro, pulmón, 
hígado 

Kishida y col., 1998 
Behrens y col., 1999 

BGRK2e 689 − Cerebro Siderovski y col., 1996 
h: humano, r: rata, m: ratón (de mouse), b: bovino, b en sistemas reconstituidos, c lecturas 
alternativas del ARNm, d también llamada RGS-r y A28-RGS14, e otros miembros de las GRKs (1-
6) poseen el dominio RGS. 
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Por todo ello, se las relaciona con la regulación de funciones celulares 

moduladas por proteínas G, tales como procesos endocitóticos y exocitóticos de 

membrana, diferenciación celular, desarrollo embrionario y proliferación celular (De 

Vries y col., 1999). 

 

 
 

Figura 3. Diversidad de las RGS (de regulators of G-protein signaling). Todas contienen el 
dominio RGS y la mayoría de ellas presentan uno o más dominios modulares o 
estructurales; entre ellos: PDZ (de PSD-95, disc-large and zo-1), DEP (de dishevelled, egl-10 
and pleckstrin), GGL (de G protein gamma subunit-like), dominio de unión a GSKβ3 
(isoforma β3 de la quinasa de la glicógeno sintasa), dominio de unión a β-catenina; DIX 
(dishevelled homology), GRK (de G-protein-coupled receptor kinases), y dominio de unión a 
la subunidad reguladora de PKA (de protein kinase A). 

 

Como regla general, casi todos los miembros analizados que estimulan la 

actividad GTPasa de las proteínas G (GAPs), actúan selectivamente sobre uno o más 

miembros de la familia Gαi (Gαi1, Gαi2, Gαi3, Gαio, Gαt, Gαz) y/o Gαq, y no sobre Gαs 
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ni Gα11-12. La determinación de la estructura cristalográfica del complejo RGS4-Gαi1-

GDP-AlF4 (que mimetiza el estado activo Gα-GTP) revela que el dominio RGS forma 

una hélice de nueve bucles que contacta con Gαi a tres niveles distintos (Figura 4) 

(Tesmer y col., 1997). Dos residuos de superficie de Gαi1 (Thr182 y Gly183) parecen 

ser esenciales en la afinidad de interacción Gα-RGS, aunque también existen otros 

residuos importantes (Tesmer, y col., 1997; DiBello, 1998). El hecho de que la Thr182 

únicamente esté presente en Gαi  y Gαq, pero no en Gαs o Gα12, podría explicar las 

preferencias de RGS por la unión a Gi o Gq. Así RGSZ1 prefiere Gαz (Wang y col., 

1998; Glick y col., 1998), RGS11 a Gαo (Snow, 1998) y RGS2 prefiere Gαq (Heximer y 

col., 1997). 

          
 

Figura 4. Estructura cristalográfica del complejo RGS-Gαi. Se representa la estructura de 
la RGS 4 (en colores), y los dominios Ras (en gris) y helicoidal (en blanco) de la proteína 
Gαi1. También se muestran las tres regiones switch de Gαi1 (residuos 176-184, 201-215, y 
233-241) y la estructura del GTP. (Tomado de Tesmer y col., 1997). 

 
 
 Esta familia de proteínas se expresa en diversos tejidos incluyendo el cerebro. Al 

menos 9 ARNm de distintas RGS son expresados en la pituitaria (Chen y col., 1997) y 

en regiones específicas del cerebro (Gold y col., 1997). Algunos ARNm, como los de 

RGS3, RGS5, y GAIP, muestran una amplia distribución tisular, que sugiere una 

función generalizada (DeVries y col., 1995; Druey y col., 1996; Seki y col., 1998). La 
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expresión de otros, como el de RET-RGS1 (retina), RGSZ1 (núcleo caudado del 

cerebro), RGS8 (cerebro), y RGS1 (linfocitos), es reducida, e indicaría una función 

especializada (Hong y col., 1993; Faurobert y col., 1997; Sayito y col., 1997; Glick y 

col., 1998; Wang y col., 1998). La localización nuclear de algunas RGS cuando se 

sobre-expresan en células (RGS2, RGS3T, y RGS10) sugiere un papel en la regulación 

de la activación génica (Chatterjee y Fisher, 2000; Dulin y col., 2000). 

 

 Se ha sugerido la existencia de lecturas alternativas de los genes que codifican 

varias RGS, entre ellas, RGS3 (Druey y col., 1996), RGS12 (Snow y col., 1998) y RGS9 

(Cowan y col., 1998). Así, el ARNm de RGS9 origina la isoforma corta (RGS9-1), 

específica de la retina, donde actúa como GAP (de GTPase activating protein) de Gαt 

(Cowan y col., 1998; He y col., 1998), y la larga (RGS9-2) que se expresa, sobre todo 

en el estriado, donde participa en la desensibilización del receptor opioide µ (Arman y 

col., 1999; Granneman y col., 1998). 

 

La capacidad de regulación de la función de la morfina sobre el receptor opioide 

µ, así como su participación en la desensibilización de este receptor, ha sido descrito 

para RGS1, RGS2, RGS3 y RGS4 (Potenza y col., 1999; Garzón y col., 2001). Estas 

RGS interactúan preferencialmente con determinadas proteínas G, y muestran diferentes 

capacidades para disminuir la respuesta a la morfina. 

 

 Recientemente, se ha descrito una interacción de las RGS con la proteína 14-3-3, 

que podría ser importante para la regulación de su función (Benzing y col., 2000). La 

14-3-3 es una proteína de 28-30 kDa, capaz de unirse a residuos de Ser o Thr 

fosforilados de otras proteínas. Se expresa en muchos tejidos y predomina en neuronas 

(Aitken y col., 1992; 1995) e incluye 9 isoformas (α, β, γ, δ, ε, η, σ, τ y ξ) que 

participan en multitud de vías de señalización, entre las que se encuentran las vías de las 

proteínas G y Raf quinasa, además de la activación de proteínas quinasas, control del 

ciclo celular, y apoptosis (Murria, 1995; Burbelo y Hall, 1995; Zha y col., 1996; Brunet 

y col., 1999; Thorson y col., 1998; Torzón y col., 1998). La unión de la RGS7 a la 14-3-

3, implica a la Ser434, localizada en una región que se conserva en otros miembros de 

la familia y que interacciona con la subunidad α, por lo que su fosforilación y 
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consecuente unión a la 14-3-3, resulta en una disminución de la actividad GAP de las 

proteínas RGS (Benzing y col., 2000). 

 

 Se han descrito otras proteínas que también actúan como GAP y efectores de las 

Gα. Este es el caso de la proteína p115RhoGEF, PLCβ y PDEγ. La p115RhoGEF, 

LscRhoGEF y hRhoGEF son factores de intercambio de nucleótidos de guanina (GEFs) 

para Rho (una proteína G de bajo peso molecular) que constituyen una subfamilia de 

proteínas con función RGS. Además, p115RhoGEF es un GAP selectivo de Gα12 y 

Gα13 (Hart y col., 1998; Kozasa y col., 1998). En este sentido, la Gα13 activa estimula 

en Rho el intercambio de nucleótidos de guanina mediado por p115RhoGEF. Así 

mismo, la PLCβ que es activada por miembros de la familia Gαq, al igual que 

p115RhoGEF, es un GAP y regulador negativo de la función de Gαq (Berstein y col., 

1992). Por otro lado, la subunidad γ de la fosfodiesterasa de GMPc (PDEγ) se une a la 

Gαt, liberando la subunidad catalítica que regula los niveles de GMPc de la retina y la 

señalización visual. Además, la PDEγ es un GAP de la Gαt (Arsahavsky y Bownds, 

1992; Nekrasova y col., 1999). 

3.2.2.- Fosducina y proteínas tipo fosducina. 

La fosducina (Phd) es una proteína, presente en altas cantidades en la retina, que 

se une con gran afinidad al complejo Gβγ, disminuyendo la amplificación de la señal al 

bloquear la activación de efectores inducida por la estimulación de las proteínas G 

(Gaudet y col., 1999), e impedir la reasociación del heterotrímero Gαβγ (Lee y col., 

1992; Miles y col., 1993). Además, previene la desensibilización homóloga de los 

GPCR, porque su unión a Gβγ proporciona una protección frente a enzimas con 

actividad quinasa, las GRKs, que actúan uniéndose a estos dímeros y desde aquí, por 

fosforilación, inactivan a los receptores ocupados por el agonista (Boekhoff y col., 1997; 

Schulz y col., 1999). 

 

 La Phd es una proteína abundante en retina y glándula pineal que también se 

expresa en otros tejidos como hígado y epitelio olfatorio (Lee y col., 1988; Craft y col., 

1991; Lolley y col., 1992). Sin embargo, su presencia en S.N.C. es muy escasa (Lee y 
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col., 1990; Bauer y col., 1992; Kuo y col., 1993; Craft y col., 1994; Danner y col., 

1996; Boekhoff y col., 1997). Posteriormente, se identificaron unas proteínas de 

estructura y función homólogas a la fosducina (Shcröeder y Lohse, 1996), que se 

conocen como proteínas tipo fosducina (PhLP), las cuales se expresan abundantemente 

en cerebro y también en otros tejidos (Miles y col., 1993). 

 

De acuerdo a la longitud de su secuencia, las PhLP se denominan PhLPL(de long) y 

PhLPS (de short). La forma larga (PhLPL) es homóloga a la Phd, con un dominio adicional 

de 36 aminoácidos en el extremo amino terminal (Craft y col., 1998). Su distribución 

tisular es amplia, incluyendo el S.N.C. y la glándula pineal (Schröder y Lohse, 1996; 

Abe y col., 1998; Craft y col., 1998; Thibault y col., 1999). Por el contrario, la PhLPs es 

una forma truncada de PhLP que carece de los 83 aminoácidos situados en el extremo N 

terminal, y por tanto, de la secuencia implicada en la interacción a Gβγ. El resto de su 

secuencia presenta un 50% de identidad con la Phd y aunque también puede unirse al 

dímero Gβγ, lo hace con una afinidad 5 veces menor que la de Phd (Schröder y Lohse, 

1996). Su expresión está limitada a la retina (Abe y col., 1998). 

 

En células de la retina, se ha descrito que la mayor parte de la Phd se localiza en 

las regiones sinápticas (Lee y col., 1988; Nakano y col., 2001). Tras la activación de un 

receptor la Phd se une con alta afinidad a las subunidades βγ de las proteínas G, a través 

de un dominio de 11 aminoácidos localizado en el extremo N-terminal de la proteína, 

que como ya hemos mencionado anteriormente, también está presente en PhLPL (Xu y 

col., 1995; Hawes y col., 1994). Esta unión no es selectiva con respecto a los subtipos 

de β o γ (Muller y col., 1996), y se afecta por la fosforilación de la Phd en la Ser73, o la 

equivalente en la PhLPL (Ser110) de PKA (Bauer y col., 1997; Craft y col., 1998). 

Actualmente se ha descrito una interacción de la Phd fosforilada con proteínas 14-3-3 

de membrana que podría regular su función en la retina (Nakano y col., 2001). 

 

La estructura cristalográfica del complejo Phd-Gtβγ revela que la fosducina 

posee dos dominios que no interaccionan entre sí, pero desarrollan una amplia 

superficie de contacto con el dímero Gβγ (Figura 5). En el dominio N-terminal (de 105 

aminoácidos), compuesto por dos hélices, es donde se localizan los aminoácidos 
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fundamentales que establecen contacto con el centro de la β, la misma zona con la que 

interacciona las regiones switch de Gtα (Lambright y col., 1996; Loew y col., 1998) y 

varios efectores (Ford y col., 1998). La Ser73 se localiza en una región flexible de este 

dominio (residuos 37 al 66) que no contacta con Gtβγ (Gaudet y col., 1996), y es 

accesible a PKA, incluso cuando forma el complejo con el dímero (Wilkins y col., 

1996). 

 

El dominio carboxilo terminal, tiene la misma estructura que la tiorredoxina, 

pero carece de actividad funcional (Hawes y col., 1994; Gaudet y col., 1996; Tanaka y 

col., 1997), y se une a la zona de la βγ implicada en la unión a la membrana y la 

interacción con el receptor (Lambright y col., 1996). En este sentido se ha propuesto que 

el dímero se libera de la bicapa lipídica, y el farnesilo de la γ, a través del cual se ancla a 

la membrana, es alojado en una pequeña cavidad existente entre la fosducina y la Gtβγ 

(Loew y col., 1998). 

               
 

Figura 5. Estructura cristalográfica de la fosducina (Phd) y el dímero Gβγ de la 
transducina. Se señalan los dominios N- (PN) y C-terminales (PC) de la Phd; las hélices 1 y 
2 del PC, que establecen contacto con la Gβ; el dominio estructural de la Phd semejante a 
la tiorredoxina (thioredoxin-like domain); y los extremos N y C terminales de las 
subunidades β y γ de la proteína G. (Tomado de Schulz, 2001). 
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4.- Efectores y respuesta celular. 

Los opioides modulan la liberación de muchos neurotransmisores en el S.N.C. y 

periférico. Su efecto predominante es la inhibición de la transmisión sináptica, que se 

considera el mecanismo que subyace a la analgesia opioide (Smart y col., 1994) y que es 

consecuencia de un conjunto de acciones como inhibición de la formación de AMPc 

(Sharma y col., 1977; Uhl y col., 1994), cierre de canales de Ca2+ voltaje-dependientes 

(Surprenant y col., 1990; Porzig, 1990; Tallent y col., 1994), e incremento de la 

conductancia al K+ (North y col., 1987; Ikeda y col., 1995), lo que genera 

hiperpolarización de la célula. 

 

 Los opioides poseen además otras acciones centrales y periféricas, tanto 

estimulantes como depresoras (euforia, hipotensión, miosis, disminución de la motilidad 

intestinal). El sistema opioide participa en la regulación de la actividad motora, ingesta, 

temperatura corporal, presión arterial, respiración, etc. (Olson y col., 1991; 1993) Algunas 

de estas acciones son muy relevantes y hacen que el uso de analgésicos opioides comporte 

grandes riesgos (tales como la depresión respiratoria). 

 

Además de la inhibición de la transmisión sináptica, que puede resultar en 

excitación de una vía si se ejerce presinápticamente sobre interneuronas inhibitorias no 

opioides (Leslie, 1987), los opioides poseen efectos excitadores directos sobre 

determinadas células nerviosas (Crain y Shen, 1990; Lin y Carpenter, 1994, Neal y col., 

1994) y sobre rutas de segundos mensajeros, al estimular la formación de AMPc (Cruciani 

y col., 1993; Olianas y Onali, 1995), e inositoltrisfosfato (IP3) (Miyamae y col., 1993; 

Smart y col., 1994; Tsu y col., 1995), incrementar la concentración intracelular de Ca2+ 

(por entrada del exterior o movilización de calcio intracelular), o activar la proteína 

quinasa C y la proteína quinasa A (Smart y Lambert, 1996a), y las proteínas quinasas 

activadas por mitógenos ERK1 y ERK2 (Li y Chang, 1996; Fukuda y col., 1996; Burt y 

col., 1996) (Figura 6). 
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Figura 6. Diversidad de los GPCRs para transmitir la señal al interior de la célula. 
DAG: diacilglicerol, FSH: hormona estimuladora del folículo; GEF: factor 
intercambiador de nucleótidos de guanina, LH; hormona luteinizante; LPA: ácido 
lisofosfatídico; PAF: factor activador de plaquetas; PI3K: fosfoionosítido 3-quinasa; 
PKC: proteína quinasa C; PLC: fosfolipasa C; S1P: esfingosina-1-fosfato; TSH; 
hormona estimuladora de la tiroides. 

 

4.1. Canales iónicos. 

4.1.1.- Canales de Ca2+. 

 Los opioides modulan la liberación de neurotransmisores por inhibición de los 

diferentes tipos de canales de Ca2+ (impidiendo la entrada de Ca2+ a la célula) en 

muchas regiones del cerebro de los mamíferos. Por ejemplo, los receptores opioides µ y 

κ inhiben los canales de Ca2+ tipo N- y P/Q en el núcleo del tracto solitario de la rata 

(Rhim y Miller, 1994), posteriormente se describió que los receptores opioides µ, pero 

no los δ o κ, son responsables de la modulación de la corriente de los canales de Ca2+ en 

neuronas de la sustancia gris periacueductal de ratón (Connor y col., 1999). 
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Con el clonaje de las múltiples subunidades que integran los canales de Ca2+ se 

pudo demostrar que algunos de estos canales son regulados por el sistema de la 

adenilato ciclasa (Randall, 1998) y la modulación de los diferentes canales de Ca2+ por 

los agonistas opioides ha podido ser estudiada al expresar en la misma célula los 

receptores opioides y las subunidades de canales de Ca2+. Así, en células NG108-15, el 

receptor opioide µ de rata se acopla funcionalmente a los canales de Ca2+ tipo N 

sensibles a ϖ-conotoxina (Morikawa y col., 1995). 

 

Con estos estudios, también se ha demostrado la inhibición que los receptores 

opioides µ y δ clonados ejercen sobre los canales de Ca2+ tipo L vía proteínas Gi/Go en 

células pituitarias GH3 (Piros y col., 1995; 1996) y el acoplamiento funcional de los 

canales de Ca2+ a los receptores κ. (Kaneko y col., 1994). Al menos los canales de Ca2+ 

compuestos por las subunidades α1a, α1b, o α1E son inhibidos por el receptor µ 

(Bourinet y col., 1996), y se desconoce si los canales formados por otras subunidades 

α1 puedan ser igualmente regulados por receptores opioides. 

 

 En otro sentido, también se describió la participación de las proteínas Go en la 

inhibición de los canales de Ca2+ inducida por los opioides (Hescheler y col., 1987) y 

posteriormente se confirmó utilizando anticuerpos específicos frente a esta proteína 

(Moisés y col., 1994). Hasta la fecha, no se ha estudiado si la inhibición del canal de 

Ca2+  es mayor por Gβγ que por Gαo. 

 

La expresión de Gβγ en neuronas de rata mimetiza la inhibición inducida por los 

GPCRs de las corrientes de Ca2+ (Ikeda y col., 1996), y resultados similares fueron 

obtenidos cuando se coexpresa Gβγ con distintas subunidades de los canales de Ca2+ en 

sistemas de expresión heterólogos (Herlitze y col., 1996). Aunque las subunidades Gβγ 

son responsables de mediar la inhibición de los canales de Ca2+, la Gαo es indispensable 

para el acoplamiento de los receptores opioides a sus efectos dependientes de Gβγ. Las 

evidencias más consistentes se obtienen de ratones knock-out de Gαo. En neuronas de la 

raíz del ganglio dorsal, obtenidas de estos animales, que se muestran hiperalgésicos, la 
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capacidad de los agonistas opioides para inhibir los canales de Ca2+ está disminuida 

(Jiang y col., 1998). 

 

 La regulación de la actividad del canal de Ca2+ en neuronas, resulta de la 

fosforilación y estimulación de la actividad de los canales de Ca2+ tipo N por la PKC, 

antagonizando la inhibición mediada por la proteína G (Zamponi y col., 1997). Así, en 

neuronas de la raíz del ganglio dorsal de rata, la activación de los receptores opioides κ 

y µ disminuye la corriente de Ca2+ tipo N mientras que la activación de PKC produce un 

efecto opuesto (King y col., 1999). Sin embargo, la inhibición de las subunidades del 

canal de Ca2+  neural por el receptor opioide κ no se afecta por las acciones de PKA y 

PKC (Kaneko y col., 1994), pudiendo existir una transmodulación adicional (cross-talk) 

de las proteínas G con otras moléculas de señalización, que explicaría porque los 

agonistas κ estimulan más que inhibir los canales de Ca2+ tipo L en la placenta humana 

(Cemerikic y col., 1998). 

 

 Desde hace tiempo es conocido que el calcio, pero no otros iones divalentes, 

antagoniza la acción analgésica de la morfina en tratamiento agudo (Kakunaga y col., 

1966), y que el lantano, un antagonista del calcio, induce analgesia cuando se inyecta en 

aquellos sitios del sistema nerviosos donde la morfina ejerce su acción analgésica 

(Harris y col., 1975). La capacidad de los opiáceos de reducir la disponibilidad del 

calcio repercute en un elevado número de procesos que requieren calcio, tales como 

activación de enzimas, actividad de proteínas calcio-dependientes o regulación de 

vesículas de distintos neurotransmisores. La acción de la morfina sobre el calcio de las 

membranas sinaptosómicas se invierte completamente cuando el opioide actúa de forma 

crónica: las membranas sinaptosómicas incrementan su contenido en calcio y su 

capacidad de fijarlo, lo que puede ser un mecanismo importante de adaptación celular 

que explique el desarrollo de la tolerancia y dependencia (Guerrero-Muñoz y col., 

1979). 

4.1.2.- Canales de K+. 

 A nivel postsináptico muchos GPCRs activan los canales de K+, e hiperpolarizan 

la membrana celular, evitando la propagación del potencial de acción. El acoplamiento a 
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canales de K+, tanto de receptores µ (en el locus coeruleus) como de receptores δ (en el 

plexo submucoso de cobaya) fue descrito por North y colaboradores (1987). Los 

receptores κ, sin embargo, se comportan de manera diferente, directamente relacionada 

con el Ca2+ intracelular (Adamson y col., 1988). Posteriormente, estudios 

electrofisiológicos demuestran que los tres tipos de receptores opioides son capaces de 

activar los canales KG vía proteínas G sensibles a PTX (Grudt y Williams, 1993; Henry 

y col., 1995; Schneider y col., 1998). La relevancia fisiológica de esta regulación 

sugiere un efecto cardioprotector, que ha sido demostrado, para el receptor opioide δ1, 

en ratas que presentan una lesión en la arteria coronaria (Schultz y col., 1998). 

 

 Con el clonaje de los canales KG se ha podido estudiar, a nivel molecular, la 

relación entre su estructura y función y describir el mecanismo de activación por Gβγ 

(Lim y col., 1995). Al menos 12 subunidades diferentes lo componen y son responsables 

de su complejidad y diversidad. GIRK1 es una de las principales subunidades, que 

interacciona con varios tipos de Gβ (Yan y Gautaman, 1996), lo que hace suponer que 

la diferente capacidad de los receptores opioides de activar los canales KG se debe a sus 

asociaciones con distintas proteínas G, que a su vez contienen diferentes subunidades 

Gβ. Sin embargo, la especificidad de interacción con KG es menor cuando Gβ está 

ligada a Gγ (Lim y col., 1995). 

 

 Un estudio reciente propone que el fosfatidil-D-mioinositol-4,5-bifosfato (PIP2) 

está involucrado en la activación, inducida por Gβγ, de los canales de KG (Huang y col., 

1998) y plantea la posibilidad de un mecanismo de regulación indirecto, por receptores 

opioides, de la actividad del canal mediado por el metabolismo de PIP2. 

 

 Por otro lado, la incubación crónica con morfina de células del locus coeruleus 

de rata da lugar a una disminución del aumento de la conductancia al K+ provocado por 

los agonistas µ (Christie y col., 1987). Este proceso adaptativo no se debe a cambios 

directos en las propiedades del canal de K+, ya que, en estas condiciones, la capacidad 

de otros fármacos que actúan a través de este canal no se altera, lo que parece sugerir 

que un desacoplamiento entre el receptor µ y los canales de K+ sería el responsable del 

fenómeno. Además, estudios recientes revelan en la amígdala de rata, la existencia de 
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un canal de K+ (130-pS) activable por el receptor opioide µ, cuyos efectos descienden 

después del tratamiento crónico con morfina, lo que podría resultar en uno de los 

mecanismos responsables de la tolerancia opioide (Chen y col., 2000). 

4.1.3.- Otros canales iónicos. 

 Aparte de los canales de Ca2+ y K+ los receptores opioides regulan las funciones 

de otros canales iónicos. Por ejemplo, las corrientes excitatorias postsinápticas 

producidas por los receptores de NMDA (N-metil-D-aspartato) en el giro dentado del 

hipocampo son inhibidas por agonistas del receptor opioide µ (Xie y Lewis, 1997). 

 

 La toxina pertúsica (PTX) así como los activadores e inhibidores de PKA 

previenen y revierten la reducción de las corrientes de NMDA inducidas por opioides µ, lo 

que indica la implicación de las proteínas Gi/o y PKA en este efecto. Es interesantes señalar 

que los receptores opioides pueden ser recíprocamente modulados por NMDA. La 

incubación aguda de las células NG108-15 con NMDA disminuye significativamente la 

capacidad del agonista δ, DPDPE, para inhibir la producción de AMPc estimulada por 

forscolina (Cai y col., 1997) y la unión de [35S]GTPγS, por un mecanismo que implica la 

fosforilación de Gαi2 por PKC (Fan y col., 1998). Este efecto inhibitorio del NMDA es 

también observado para los receptores opioides µ y κ en cultivos primarios de neuronas. 

La capacidad de NMDA de disminuir la inhibición de la AC inducida por el opioide, 

sugiere que otros efectores de los receptores opioides deben ser igualmente afectados por 

NMDA (Cai y col., 1997). 

 
 Numerosos estudios demuestran que los antagonistas del receptor de NMDA 

atenúan el desarrollo de tolerancia a la morfina, mediada por el receptor opioide µ, sin 

embargo, no siempre apoyan el papel del receptor de NMDA en el desarrollo de tolerancia 

a los efectos antinociceptivos de los opioides κ o δ (Kolesnikov y col., 1993, 1994; Elliot y 

col., 1994; Bilsky y col., 1996a). Recientemente, se ha descrito que el antagonista del 

receptor de NMDA, LY235959, previene los cambios que subyacen al tratamiento crónico 

con agonistas del receptor opioide µ, en función de su magnitud en el sistema opioide 

(Allen y Dykstra 2000). 
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4.2.- Adenilato ciclasa. 

Un efecto agudo opioide es la inhibición de la actividad de la enzima adenilato 

ciclasa (AC), lo que origina disminución de los niveles intracelulares de AMPc. Este 

segundo mensajero actúa sobre diversas moléculas diana (la proteína quinasa A, PKA, es 

quizá la más importante) y así, regula el metabolismo, transcripción genética, proliferación 

y diferenciación celulares. 

 
En mamíferos hay al menos 9 isoenzimas de AC (Hurley, 1998), que difieren en su 

actividad basal y, aunque todas son estimuladas por subunidades αs y forscolina, son 

reguladas de forma diferente por diversas moléculas, subunidades αi/o o dímeros ßγ, 

Ca2+/calmodulina y PKC (Tang y Gilman, 1992; Iyengar, 1993; Jacobowitz y col., 1993; 

Cooper y col., 1997). Así por ejemplo, el efecto del Ca2+ sobre la actividad de distintas 

isoformas de la enzima puede ser nulo (ACII, IV, VII o IX), estimulador (ACI, III o VIII) 

o inhibidor (ACV o VI). Los dímeros βγ pueden no afectar (ACV, VI, IX), activar (ACII, 

IV y VII) o inhibir (ACI) a la enzima, mientras que la PKC estimula únicamente a algunas 

isoformas (ACII, VII) (Cooper y col., 1995; Premont y col., 1996). 

 

 Las distintas isoformas de AC tienen un peso molecular aproximado de 120 kDa 

(entre 1064 y 1248 residuos aminoacídicos). Presentan un corto extremo amino terminal 

orientado hacia el citoplasma, seguido de seis dominios transmembranales (designados 

M1) y un gran dominio citoplasmáticos (C1 de unos 40 kDa). Este motivo estructural se 

repite, de nuevo, con un segundo módulo, formado por seis dominios transmembranales 

(M2) que continúan en otro dominio citoplasmático de ~40 kDa (C2) (Figura 7). 

 

La similitud, en su conjunto, de la secuencia aminoacídica entre las distintas 

isoformas es aproximadamente del 50%, pero si se analiza cada subdominio por 

separado, pueden observarse mayores homologías. En este sentido, los dominios 

citoplasmáticos requeridos para la catálisis, y referidos como C1a y C2a (Tang y col., 

1995; Yan y col., 1997), están más conservados (hasta un 93% de identidad de 

secuencia). 
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Figura 7. Estructura proteica de la adenilato ciclasa. N es el extremo amino terminal, M1 y 
M2 constituyen los dominios transmembranales, C1a y C2a son las regiones de alta 
homología de secuencia aminoacídica entre las distintas isoformas y C1b y C2b el resto de 
la secuencia. 

 

 Estudios con PTX y anticuerpos específicos frente a la Gα sugieren que la Gi2 

media la inhibición de la AC del receptor opioide δ en células NG108-15 (Hsia y col., 

1984; McKenzie y Milligan, 1990) y la Go del µ en la línea celular SHSY5Y y 

membranas del cerebro (Carter y Medzihradsky, 1993). Posteriormente, se demostró 

que los tres tipos de subunidades Gαi (Gαi1, Gαi2, Gαi3) y la Gαz, insensible a PTX, 

inhibían la actividad ciclasa tras la activación del receptor opioide (Wong y col., 1991; 

1992; Chan y col., 1995; Lai y col., 1995; Tsu y col., 1995; Selley y col., 1998). 

 

 Por otro lado, se ha descrito el efecto estimulador de la AC por los opioides en 

membranas de cerebro de rata (Puri y col., 1975), en la línea celular F-11 (Cruciani y 

col., 1993) y bulbo olfatorio de rata (Olianas y Onali, 1995), siendo de particular 

relevancia la capacidad de los complejos βγ para estimular a las isoenzimas tipo II, IV y 

VII en estos sistemas. Muchos de los receptores inhibidores clásicos (por ej., α2-

adrenérgicos y receptores de dopamina D2) estimulan la AC II a través del complejo 

Gβγ liberado tras la activación de las proteínas Gi (Federman y col., 1992; Tsu y col., 

1995), siendo necesaria la presencia en el medio de subunidades Gαs activas (Gαs –

GTP) (Federman y col., 1992; Taussig y col., 1994). Se trata por tanto de un proceso 

sinérgico de activación en el que la AC puede actuar como detector molecular de 

coincidencia temporal de señales. 
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 La complejidad y versatilidad del sistema de la adenilato ciclasa en mamíferos 

permite a los opioides estimular la producción del AMPc por otras rutas. Teniendo en 

cuenta que la AC I y VIII son activadas por Ca2+/calmodulina, y que las actividades 

basales del tipo II, IV y VII son elevadas cuando esta enzima es fosforilada por PKC, 

hay que considerar que, debido a la capacidad de los receptores opioides de estimular la 

PLC y movilizar el Ca2+ intracelular, el aumento que los opioides ejercen sobre los 

niveles basales de AMPc en células SK-N-SH involucra la entrada de Ca2+ y la 

activación de calmodulina (Sarne y col., 1998). 

 

Además, según las condiciones del medio celular, el receptor opioide µ puede 

inhibir la actividad de la ACV y estimular la VII (Yoshimura y col., 1996). La 

administración crónica de opioides va asociada a una marcada regulación a la alta del 

sistema AC/AMPc/PKA, efecto opuesto al de su administración aguda (Nestler y col., 

1996). Los trabajos iniciales de Sharma en la línea celular NG108-15 ponen de 

manifiesto el efecto inhibidor inicial de los opioides sobre la actividad de la AC, 

seguido de un proceso de adaptación durante el cual los niveles de AMPc intracelular 

retornan a valores normales como consecuencia de la sobreactivación de la enzima 

(Sharma y col., 1975). Las consecuencias de la up-regulation del sistema 

AC/AMPc/PKA sobre fosforilación de proteínas y expresión génica parecen ser 

mecanismos claves subyacentes a la tolerancia y dependencia opioides. 

 

 En S.N.C. se han descrito aumentos en la actividad o en los niveles de expresión 

de AC y PKA en locus coeruleus y núcleo acumbens tras tratamiento crónico con 

opiodes, lo que repercute en un incremento de la excitabilidad neuronal (Nestler y col., 

1993; Matsuoka y col., 1994; Self y col., 1995). A la up-regulation del sistema de 

AMPc en núcleo acumbens también podría contribuir la disminución de los niveles de 

proteínas Gαi observada específicamente en esta estructura (Terwilliger y col., 1991). 

 

 El AMPc ejerce sus efectos en las células animales principalmente activando la 

enzima proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA), la cual en su estado inactivo, es 

un complejo formado por dos subunidades catalíticas y dos subunidades reguladoras 

que unen AMPc. La especificidad de la quinasa, se debe, en parte, a su distribución en 
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los distintos compartimentos celulares, a través, de su interacción con unas proteínas de 

anclaje de PKA (AKAPs de A-kinase Anchoring proteins) que se unen a las 

subunidades reguladoras de la quinasa, situándola cerca de sus sustratos (Edwards y 

Scott, 2000). La unión de AMPc altera la conformación de las subunidades reguladoras, 

que se disocian del complejo. De manera que las subunidades catalíticas liberadas, 

resultan activas para fosforilar específicamente determinadas moléculas proteícas, y 

regular así su actividad. 

 

Numerosas evidencias apoyan la participación de PKA en los procesos de 

tolerancia opioide del receptor opioide µ (Chen and Yu, 1994; Mestek y col., 1995; 

Narita y col., 1994, 1995). Sin embargo, la PKA no parece mediar la down-regulation 

de este receptor, inducida por los agonistas (Shen y col., 2000). 

 

 Además, una de las dianas nucleares de la ruta del AMPc es el factor de 

transcripción CREB (de cyclic AMP-responsive element-binding protein), que regula la 

transcripción de algunas proteínas claves en rutas de señalización. La actividad de 

CREB y sus niveles de expresión están sometidos a regulación por administración 

crónica de opioides (Guitart y col., 1992; Widnell y col., 1996). También, se ha 

demostrado la relación de CREB y el síndrome de abstinencia morfínico, al observar 

una atenuación de este síndrome, en ratones que presentan una mutación en el gen que 

codifica las isoformas α y δ de CREB (Maldonado y col., 1996). 

4.3.- Fosfolipasa C. 

Un importante número de receptores acoplados a proteínas G, entre ellos los 

opioides, intervienen en la activación de la PLC en el tejido nervioso, y promueven la 

hidrólisis de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2), lo que da lugar a ionositol 1, 4, 5-

trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Ambos compuestos actúan como segundos 

mensajeros: el primero, movilizando Ca2+ intracelular, y el segundo, activando la proteína 

quinasa C (PKC); a través de estas acciones, regulan diversas funciones celulares 

 

 Se han identificado 10 isoenzimas de la PLC que, por sus características de 

secuencia, se han clasificado en tres familias: PLCβ1-4, PLCγ1-2 y PLCδ1-4 (Exton, 
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1994; Lee y Rhee, 1995). Todos son monómeros y poseen un peso molecular aproximado 

de 85 kDa (PLC-δ) y 150 kDa (PLCβ y PLCγ). 

 

 Presentan dos zonas de alta homología, denominadas X (de unos 170 aminoácidos) 

e Y (de unos 260 aminoácidos), precedidas por un segmento de secuencia variable de unos 

300 aminoácidos en el extremo N terminal (Figura 8). Ambas zonas X e Y, parecen 

constituir el dominio catalítico, y en las PLCγ están separadas por un segmento que 

contiene dominios homólogos de regiones conservadas en tirosina quinasas de la familia 

Src y otras familias. Estos dominios, llamados SH2 y SH3, constituyen lugares de 

reconocimiento de fosfotirosinas y de zonas ricas en prolina de las proteínas del 

citoesqueleto, respectivamente, y permiten el reclutamiento a la membrana de estas 

fosfolipasas, que son proteínas solubles en condiciones basales. 

 

 Además, todas ellas, presentan un dominio de homología a pleckstrina (PH) capaz 

de asociarse a PIP2, un módulo EF flexible que une el dominio PH con el resto del enzima, 

y el dominio C2 que fija el dominio catalítico a la membrana y le permite un contacto 

adecuado con su sustrato. 

 

 

   
 

 
Figura 8. Representación lineal de los dominios identificados en los tres tipos de PLC: X e Y 
(catalítico), PH (de homología a pleckstrina), EF (de unión), SH (SH2 y SH3) y C2. 
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4.3.1.- Inositol trifosfato y movilización de Ca2+. 

 La capacidad de los receptores opioides de regular la PLCβ y movilizar el Ca2+ 

intracelular ha sido demostrada por la estimulación de la formación de mio-ionositol 1, 

4, 5-trifosfato (IP3) inducida por los receptores δ en células NG108-15 (Jin y col., 1992; 

Smart y Lambert, 1996), y células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (Smart y col., 

1994). El mismo efecto se observó con el receptor opioide δ clonado en células Ltk- 

transfectadas (Tsu y col., 1995), y con el receptor opioide µ de rata en células CHO 

transfectadas (Smart y col., 1997). Las proteínas G sensibles a PTX, que median la 

transmisión de señales en estos sistemas, son incapaces de activar la PLCβ (Chan y col., 

1995), lo que sugirió la participación de los dímeros Gβγ. Este hecho es consistente con 

la alta DE50 de los opioides que es requerida para estimular la formación de IP3. 

 

 Además, la participación de los subtipos del receptor opioide δ en la 

estimulación de la formación de los inositol fosfatos, ha sido demostrada en la sustancia 

gris periacueductal de ratón (Rodríguez-Díaz y col., 1998). Por otro lado, la 

participación de otras vías en este efecto, como la entrada de Ca2+ a través de los 

canales tipo L, mediada por agonistas del receptor µ, en células SH-SY5Y (Smart y col., 

1995), o la inhibición de la PLCβ, que ejercen las proteínas Gi1, a través del receptor κ, 

en el cerebelo del cobaya (Misawa y col., 1995), también ha sido descrita. No se conoce 

cual es la relevancia fisiológica de tal inhibición, pero debe considerarse que el receptor 

κ produce otras respuestas atípicas a los opioides en la regulación del Ca2+ (Cemerikic y 

col., 1998) y los canales de K+ (Baraban y col., 1995). 

 

 La capacidad de los diferentes receptores opioides para estimular la PLCβ, está 

determinada, en parte, por las proteínas G a las que se acopla en un determinado tipo de 

célula. Con el uso de oligodeoxinucleótidos antisentido (ODNs) específicos a los 

ARNm de las subunidades Gα, se demostró que la movilización de Ca2+ inducida por 

los opioides en células híbridas de la raíz del ganglio dorsal x neuroblastoma ND8-47 es 

mediada por Gαi2 (Bian y col., 1998), mientras que la Gαi1 parece ser utilizada por los 

opioides µ y κ en ovocitos de Xenopus (Ueda y col., 1995). Además, los tres tipos de 
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receptores activan la PLCβ3 vía Gβγ liberadas de Gi2 o Go en el músculo liso intestinal 

(Murthy y col., 1996). 

 

En contraste, en las células de neuroblastoma, SK-N-BE humanas, el mecanismo 

involucrado en la movilización del Ca2+ de los depósitos intracelulares sensibles a 

rianodina, inducido por los receptores opioides δ, no es dependiente de proteínas 

sensibles a PTX Gi/Go (Allouche y col., 1996). La posibilidad de que este efecto 

estuviera regulado por proteínas G insensibles a PTX se demostró por expresión en la 

misma célula del receptor opioide µ con Gα16 en la línea COS-7 (Offermanns y Simon, 

1995); posteriormente, se describió que los receptores opioides δ y κ son más eficaces 

en estimular la PLCβ vía G16. De hecho, los valores de la DE50 de sus respectivos 

agonistas fue ~50 veces mayor que la observada para la inhibición de la AC mediada 

por Gi (Lee y col., 1998), lo que hace suponer que el acoplamiento de los receptores 

opioides a G16 frente a Gi proporciona un mecanismo que diferencialmente activa los 

dos sistemas por control de la concentración del agonista. 

 

 En cuanto a la relevancia fisiológica de la activación de PLCβ por opioides, 

pocos efectos se han asociado con el aumento del IP3 intracelular. Se sabe que la PLCβ1 

está implicada en la analgesia supraespinal de los agonistas δ, porque en los ratones 

tratados con ODNs específicos de Gαi2, Gαi3, Gαo1, Gαo2 Gαq, Gα11, o PLCβ1 la 

respuesta antinociceptiva de sus agonistas está disminuida (Sánchez-Blázquez y Garzón, 

1998). Además, en células T la activación del receptor opioide δ estimula la 

movilización del Ca2+ (Sharp y col., 1998) y la secreción de interleucina (IL)-2 vía Gα16 

(Hedin y col., 1997, Zhou y col., 1998). 

4.3.2.- Diacilglicerol y activación de PKC y quinasas dependientes de Ca2+. 

Por otro lado, el DAG formado por la hidrólisis del PIP2 permanece en la 

membrana y activa a la PKC, una proteína quinasa dependiente de fosfolípidos que 

fosforila proteínas con restos Ser y Thr, y las quinasas dependientes de Ca2+. 
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Existen 11 isoenzimas de PKC, agrupadas en tres familias: c (clásicas: α, βI, βII, 

γ), n (nuevas: δ, ε, η, θ, µ) y a (atípicas: ξ, λ). Todas son monómeros de una estructura 

lineal, con peso molecular entre 68 y 84 kDa, que presentan dos dominios: uno 

catalíticos, en la región carboxilo terminal y otro regulador, en la amino terminal 

(Figura 9). En su estructura se han identificado cuatro regiones de secuencia constante: 

dos de ellas, C1 y C2, ubicadas en el dominio regulador y las otras dos, C3 y C4, en el 

catalítico. Estas últimas están presentes en todas las isoenzimas y corresponden a los 

lugares de unión del ATP y la proteína sustrato, respectivamente. La región C2 sólo está 

presente en las PKCc y es un dominio de unión de Ca2+ y fosfolípidos implicado en el 

mecanismo de traslocación del enzima. La región C1, presente en las isoenzimas PKCc 

y PKCn, contiene motivos ricos en Cys que constituyen el lugar de unión del DAG y de 

los ésteres de forbol, análogos al DAG, que activan irreversiblemente y desensibilizan 

la PKC. Esta región contiene también una secuencia pseudosustrato que podría bloquear 

el centro catalítico de la PKC en ausencia de estimulación y liberarse cuando el enzima 

se activa. 

 

 
 
Figura 9. Representación lineal de los dominios identificados en las distintas clases de 
PKCs. 

 

Se sabe que las PKCc son activadas por Ca2+, DAG, ácidos grasos insaturados y 

lisofosfolípidos; que las PKCn no requieren Ca2+ (no tienen el dominio C2) y se activan 

por DAG y ácidos grasos, y que las PKCa no se activan por Ca2+ o DAG, pero sí por 

ácidos grasos. De acuerdo con estas características, la activación de las isoformas PKCc 

y PKCn podrá ser consecuencia de  la estimulación de la PLC, que genera DAG y 

promueve la movilización de Ca2+, pero también de la estimulación de otras fosfolipasas 
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que igualmente pueden dar lugar a DAG o producir liberación de ácidos grasos y 

lisofosfolípidos. 
 

La mayoría de las isoenzimas de PKC inactivas se localizan en la fracción 

citosólica o asociadas con estructuras subcelulares como el aparato de Golgi, 

probablemente unidas a proteínas que se denominan RICKs (de Receptor Inactive C-

Kinase) (Mochly-Rosen y col., 1990). Tras su activación, la PKC sufre un cambio 

conformacional que permite su unión a receptores para la quinasa C activa (RACK de 

Receptor Active C-Kinase), que son proteínas del complejo multi-enzimático AKAP79 

(Klauck y col., 1996), las cuales modulan su localización celular (Mochly-Rosen y col., 

1991) y estabilizan la forma activa de PKC facilitando el acceso de sus sustratos (Ron y 

Mochly-Rosen, 1995). La interacción entre las PKCs activas y las RACKs requiere Ca2+ 

y fosfatidilserina, y es aumentada en presencia de diacilglicerol (Mochly-Rosen y col., 

1991). 

 

 La participación de las proteína quinasas activadas por mitógenos (MAPK), en 

las vías de señalización de los GPCR, incluidas las ERKs (de Extracelullar signal 

Regulated protein Kinases) y las JNKs (de Jun protein Kinases), puede ser 

directamente regulada por la concentración de Ca2+ intracelular, y/o la activación de la 

PKC (Van Dijk y col., 1997; Van der Hoeven y col., 2000). 

 

En células NG108-15 se ha demostrado que la fosforilación de PLCβ3 por PKC 

rápidamente atenúa el recambio de fosfoinosítidos inducido por opioides (Strassheim y 

col., 1998). Este mecanismo de retroinhibición (feedback negativo) limita la implicación 

de la PLCβ en las acciones crónicas de los opoides. 

 

En consideración a las quinasas dependientes de Ca2+, la morfina estimula la 

actividad de la proteína quinasa II dependiente de Ca2+/calmodulina (CaMK II) en el 

hipocampo de rata (Lou y col., 1999), de forma que el tratamiento crónico altera la 

velocidad de síntesis y degradación de la CaMK II, disminuyendo el número de 

proteínas y alterando la capacidad de respuesta celular (fenómeno de down-regulation). 
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Mientras que la precipitación del síndrome de abstinencia de morfina con naloxona 

produce un aumento de CaMK II (up-regulation), en particular de la isoforma β. 

 

Por otro lado, la inactivación de PLC bloquea la inhibición, mediada por Gi, de 

la actividad de la AC en células NG108-15 y SK-N-SH (Fan y col., 1998). En este 

sentido, parece ser que la presencia de Ca2+/calmodulina inhibe la actividad de la AC 

tipo I, que es específica de neuronas, vía proteínas Gαo y Gβγ (Tang y Gilman, 1991). 

De manera que la inhibición de la actividad de PLCβ conduce a una disminución en los 

niveles de Ca2+/calmodulina y así atenúa la capacidad de los opioides para inhibir la AC 

por esta vía. 

4.4.- Proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK). 

 Un gran número de procesos celulares de los GPCRs tales como el crecimiento y 

la diferenciación son regulados por estimulación de las cascadas de la quinasa activada 

por mitógenos (MAPK) (Figura 10). Al menos existen tres vías de MAPK, las quinasas 

reguladas por señales extracelulares (ERKs), las quinasas Jun N-terminal (JNKs), y las 

quinasas p38, a través de las cuales se fosforilan numerosos factores de transcripción. 

 

En un principio, se demostró la estimulación de ERK1 y ERK2 por agonistas 

opioides del receptor µ en células CHO (Li y Chang, 1996). Esta estimulación es 

selectiva del ligando, dependiente de su dosis, y sensible a PTX, lo que determina la 

participación de las proteínas Gi/o en esta vía. También se ha descrito una estimulación, 

a través de las subunidades α de las proteínas Gi/o y Gq/11, tras la activación del receptor 

opioide δ (Shahabi y col., 1999; Zhang y col., 1999), y κ en células C6 glioma (Bohn y 

col., 2000), que implican a la PLC, PKC y Ca2+ intracelular. 

 

Además, en sistemas de expresión heterólogos se ha demostrado que los tres 

tipos de receptores opioides son capaces de estimular la fosforilación y activación de 

ERK1/2, a través del complejo Gβγ en una manera dependiente de Ras (Fukuda y col., 

1996). De esta forma, en la compleja red de señalización de las MAPKs, los opioides 

pueden modular distintas vías a través de las acciones de Gβγ que se liberan de las 



Introducción 

 46

proteínas Gi/o. Una de sus mayores posibilidades es la estimulación de la isoforma γ de 

la fosfoinositido 3-quinasa (PI3K) (Hawes y col., 1996). Así, agonistas del receptor 

opioide µ, tales como el DAMGO, activan tres efectores distintos en células CHO 

(Polakiewicz y col., 1998): la Akt (también conocida como proteína quinasa B), una 

serina-treonina quinasa de la vía de PI3K (que inhibe la apoptosis en neuronas), la 

p70S6 quinasa y los represores de la translación del ARNm, 4E-BP1 y 4E-BP2, 

modulando con ello, el desarrollo neuronal y la plasticidad sináptica por regular la 

supervivencia de la célula y el control transcripcional. 

 

 
 

Figura 10. Regulación por GPCRs de la proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK). 
Las rutas bioquímicas que se inician con βγ activan tirosina quinasas o receptores de 
tirosina quinasas, las cuales reclutan en la membrana complejos que contiene la proteína 
Sos, con función GEF, al promover en Ras el intercambio de GDP por GTP. Por otro lado, 
la Gαq puede estimular la Ser/Thr quinasa Raf1, a través de: la PKC; la activación 
dependiente de Ca2+ de Ras por RasGRF; o la estimulación de las tirosinas quinasas vía 
Sos. Asimismo, las Gαi, Gαo y Gαs, a través de rutas específicas de cada tejido, regulan 
Rap1, la cual puede estimular B-Raf y, en último término, la MAPK (ERK). La MAPK se 
transloca al núcleo y fosforila proteínas nucleares y factores de transcripción, regulando así 
la expresión génica. Las flechas indican estimulación y las líneas discontinuas inhibición. 
EPAC: proteína GEF activada por AMPc; ERK: quinasas reguladas por señales 
extracelulares; GAP: proteína activadora de GTPasa; GEF: factor de intercambio de 
nucleótidos de guanina; GRF: factor liberador de nucleótidos de guanina, equivalente a 
función GEF; MEK: MAPK quinasa; PI3K: fosfoinosítido-3-quinasa; PKA: proteína 
quinasa A; PKC: proteína quinasa C; PLC: fosfolipasa C; RTK: receptor de tirosina 
quinasa. 
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Los receptores opioides también modulan las señales generadas por los factores 

de crecimiento. Por ejemplo, la activación crónica de los receptores opioides µ o κ 

atenúa la estimulación del factor de crecimiento epidérmico sobre las ERKs (Belcheva y 

col., 1998). Además, la actividad de la tirosina quinasa parece ser inducida por el 

receptor opioide en células SK-N-SH (Nakano y col., 1994), donde una proteína de 58 

kDa es fosforilada en los residuos de Tyr, seguida del tratamiento con morfina. Esta 

fosforilación puede ser bloqueada por tratamiento con la PTX. En fibroblastos Rat-1 

que expresan el receptor opioide δ, la [D-Ala2, D-Leu5] encefalina (DADLE) es capaz 

de estimular la fosforilación en Tyr de la proteína adaptadora p52 Shc, también en una 

manera sensible a PTX (Mullaney y col., 1997), y en función de su concentración, 

puede activar además las quinasas p70 y p85 S6 (Wilson y col., 1997). 

 

En conjunto, la activación de la MAPK, S6 quinasa, PI3K, y proteínas Shc por 

los opioides supone una fuerte señal mitogénica que regula el crecimiento celular. Los 

receptores opioides µ y δ poseen diferentes capacidades para potenciar la proliferación 

celular inducida por el factor de crecimiento en varios tipos de células (Law y col., 

1997), que se relacionan con señales mitogénicas específicas. 

 

Aparte, la estimulación de la cascada de la MAPK por morfina, tiene efectos 

inmunomoduladores e inmunosupresores sobre los linfocitos humanos (Chuang y col., 

1997), y además, está implicada en la desensibilización e internalización del receptor 

opioide µ (Polakiewicz y col., 1998). En este sentido, el tratamiento crónico con morfina 

disminuye su actividad en neuronas corticales (de las capas II/III), eminencia media, y 

núcleos hipotalámico y amigdaloide de rata (Schultz y Hollt, 1998). Sin embargo, en 

estas regiones del cerebro, el tratamiento agudo de morfina no tiene efectos sobre la 

actividad de las ERKs. 

 

Recientemente se ha descrito que los GPCRs pueden estimular las ERKs a partir 

de complejos de adhesión focal y de procesos de desensibilización y secuestro de 

GPCRs (Luttrell y col., 1999). Así, los agonistas opioides µ activan la quinasa de 

adhesión focal en neuronas corticales de embrión de pollo (Mangoura, 1997), y aunque 

se ha descrito que la internalización del receptor opioide δ es requerida para la 
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estimulación de la MAPK (Ignatova y col., 1999), la internalización del receptor κ no 

parece ser necesaria (Li y col., 1999; Jordan y col., 2000). 

 

En el caso del receptor opioide µ, la inhibición de la MEK1/2 o IP3K, en células 

COS-7, previene su internalización mediada por el DAMGO (Polakiewicz y col., 1998). 

En células HEK293 esta inhibición también previene la desensibilización homóloga del 

receptor opioide µ (fosforilación e internalización) causada por el DAMGO (Schmidt y 

col., 2000).Por otro lado, se sabe que la morfina no es capaz de inducir la 

internalización del receptor opioide µ, pero sin embargo, estimula la MAPK, incluso a 

concentraciones a las que inhibe la actividad de la AC (Keith y col., 1996). 

 

 En cuanto al receptor opioide κ, Jordan y colaboradores (2000), han descrito que 

los agonistas de este receptor (tanto peptídicos como no peptídicos) activan la MAPK 

en células CHO, pero sólo los agonistas peptídicos inducen la internalización del 

receptor. Por tanto, estos resultados apoyan la hipótesis de que la internalización del κ, 

no es requerida para la activación de la MAPK a través de este receptor. 

 

La participación de JNK o p38 quinasa en la señalización opioide, también ha 

sido descrita en varias líneas celulares. Si consideramos que los receptores opioides se 

acoplan a G16 (Lee y col., 1996), la cual activa a JNK (Higashita y col., 1997), la 

estimulación de esta vía es posible. Gutstein y colaboradores (1997) describieron la 

regulación de SAPK (JNK) en células COS-7. Por otro lado, la capacidad de la [D-Ala2] 

deltorfina II para aumentar la actividad del factor de transcripción NF-AT/AP-1, en 

células Jurkat T, sugiere que al menos el receptor opioide δ es capaz de regular JNK 

(Hedin y col., 1997). 

 

Por último, una activación de la quinasa p38, mediada por receptores opioides δ 

y sensible a PKC, también ha sido descrita, hasta la fecha, en células NG 108-15 (Zhang 

y col., 1999). 
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5.- Mecanismos de regulación del receptor opioide. 

 La capacidad de regulación es algo consustancial a los sistemas de señalización, 

y permite a la célula adaptarse rápidamente a los cambios en su entorno y responder en 

cada momento a las necesidades del organismo. En este sentido, la estimulación 

prolongada de una célula conduce, a menudo, a una disminución en la capacidad de 

respuesta de dicha célula a posteriores estímulos; se trata de un fenómeno biológico 

general que recibe el nombre de desensibilización o tolerancia. 

 

La actividad de los GPCRs, entre ellos los receptores opioides, es regulada de 

forma similar. Un modelo ampliamente utilizado para el estudio de los mecanismos de 

regulación de esta superfamilia de proteínas son los receptores β-adrenérgicos, que se 

acoplan preferentemente a proteínas G transductoras tipo Gs para activar efectores de 

membrana plasmática, de los que la enzima adenilato ciclasa (AC) es la más conocida. 

En este modelo la presencia del agonista promueve una rápida desensibilización del 

sistema, o pérdida de respuesta, mediante el desacoplamiento de los receptores de las 

proteínas G y su desaparición transitoria de la membrana plasmática (taquifilaxia o 

tolerancia aguda). A más largo plazo, la presencia continuada del agonista da lugar a 

cambios en velocidades de síntesis y degradación, alterándose el número de proteínas 

receptoras y la capacidad de respuesta celular (tolerancia a largo plazo). 

5.1.- Fosforilación del receptor y desensibilización. 

La fosforilación de los receptores β-adrenérgicos parece jugar un papel 

determinante en la rápida desensibilización y desacoplamiento funcional de estos 

receptores, promovida por sus propios agonistas. Las proteína quinasas, incluyendo las 

quinasas de receptores acoplados a proteínas G (GRKs), fosforilan específicamente sólo 

la forma activa de los receptores (Pei y col., 1995; Zhang y col., 1998; Lefkowitz, 1998). 

La fosforilación por GRKs, impide la interacción del receptor con la proteína G 

(receptor desensibilizado), y permite su interacción con una proteína reguladora 

adicional, la arrestina, que se sigue de una internalización del receptor en vesículas de 

clatrina (von Zastrow y Kobilka, 1992). Además, la arrestina es una molécula 

adaptadora, en la señalización del receptor β2-adrenérgico, que permite la formación del 



Introducción 

 50

complejo receptor-quinasa Src, a través del cuál, se activan las MAP quinasas ERK1/2 

(Luttrelly col., 1999). 

 

 Recientemente, cambios en la expresión de diferentes GRKs y β-arrestina 2, han 

sido descritos en el S.N.C. de ratas sometidas a un tratamiento agudo o crónico con el 

agonista opioide sufentanilo (Hurle, 2001), lo que sugiere su implicación en los 

fenómenos de desensibilización del receptor opioide µ. 

 

 De acuerdo a este modelo, la fosforilación de los tres tipos de receptor opioide µ, 

δ y κ ha sido demostrada (Pei y col., 1995; Arden y col., 1995; Appleyard y col., 1997). 

Diversos estudios bioquímicos ponen de manifiesto que esta fosforilación es 

dependiente del agonista y se correlaciona con su eficacia (Yu y col., 1997). En este 

sentido, la subunidad catalítica de la PKA es capaz de fosforilar in vitro el receptor 

activado por morfina pero no el complejo DAMGO-receptor (Chakrabarti y col., 1998). 

 

Además, los receptores opioides δ (Pei y col., 1995) y µ (Zhang y col., 1996; El 

Kouhen y col., 1999) son fosforilados por GRKs. Agonistas tales como DAMGO o 

etorfina inducen la fosforilación del receptor opioide µ. Sin embargo, los trabajos 

llevados a cabo con la morfina y este receptor ponen de manifiesto que la fosforilación 

es dependiente de la línea celular y del nivel de expresión de las diversas quinasas. De 

esta manera, se ha descrito su fosforilación en células CHO (Yu y col., 1997), pero no en 

HEK293 (Arden y col., 1995; Zhang y col., 1998). El contenido de GRK2 en las células 

CHO es mayor que en las HEK293, donde para obtener el mismo efecto fue necesario 

sobreexpresar esta quinasa. Tal observación sugiere que el complejo morfina-receptor 

no es un buen sustrato de GRKs (Zhang y col., 1998). 

 

. Por el momento, se desconocen los residuos de los receptores opioides que son 

fosforilados, aunque se sabe que están en el extremo carboxilo terminal (Zhao y col., 

1997; Murria y col., 1998; Law y col., 2000). La mayoría de las proteína quinasas 

implicadas en la fosforilación del receptor inducida por el agonista son GRKs (Pei y 

col., 1995; Zhang y col., 1998), aunque también, participan la CaMK II (Koch y col., 

1997). 
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 El receptor opioide µ presenta una fosforilación basal en la que interviene la 

CaMK II (Wang y col., 1996; Koch y col., 1997), la cual es reclutada a la membrana por 

la GRK5 que se une a la calmodulina a través de su extremo amino terminal, y a la Gβγ 

por el extremo carboxílico (Pronin y col., 1997). 

 

 A pesar de que no se ha descrito la fosforilación directa por MAP quinasa del 

receptor opioide, si se ha hecho de otros GPCRs tales como el receptor AT1 de 

angiotensina (Yang y col., 1997), y se relaciona a la ERK1/2 con los procesos de 

desensibilización del receptor µ, porque inhibidores de la MEK (MAP quinasa quinasa) 

o de la PI3K evitan este proceso en células CHO tratadas con DAMGO (Polakiewicz y 

col., 1998). Tampoco se han descrito las secuencias consenso de fosforilación por MAP 

quinasas en los extremos carboxilo terminales de los receptores opioides µ o κ. Sin 

embargo, el residuo Thr361 del receptor opioide δ es un sitio potencial de fosforilación, 

probablemente por ERK1/2, inducida por el agonista. 

 

 Para el receptor δ se ha descrito una correlación directa entre fosforilación y 

desensibilización (Hasbi y col., 1998). El inhibidor de PKA/PKC, H7 no es capaz de 

bloquear la desensibilización, a diferencia de los inhibidores de las GRKs, heparina y 

Zn2+. Por el contrario, no se ha demostrado esta relación con el receptor opioide µ y en 

el proceso de desensibilización se observa que tras su fosforilación, la arrestina no 

promueve su internalización (Cheng y col., 1998). 

5.2.- Internalización del receptor opioide. 

 La internalización del receptor opioide inducida por un agonista y la 

disminución en el número de proteínas receptoras y, por tanto, de la capacidad de 

respuesta celular (down-regulation) fueron inicialmente demostrados en líneas celulares 

que expresan el receptor opioide δ (Chang y col., 1982; Cvejic y col., 1996; Law y col., 

1994; Malatynska y col., 1996). Únicamente, los agonistas inducen la down-regulation 

del receptor, los agonistas parciales y los antagonistas no (Keith y col., 1996; Remmers 

y col., 1998). En este sentido, se ha descrito que la morfina sólo induce down-regulation 

del receptor opioide δ en presencia del µ (Baumhaker y col., 1993; Zadina y col., 1994). 
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La internalización del receptor opioide es dependiente del agonista y es mediada 

por vesículas cubiertas de clatrina. (Keith y col., 1996; Segredo y col., 1997; Ko y col., 

1999). En este sentido, DAMGO y sufentanilo, pero no morfina, inducen la 

internalización del receptor opioide µ (Arden y col., 1995; Zhang y col., 1998; Whistler 

y von Zastrow, 1998; Keith y col., 1996; Díaz y col., 2000), y sólo en sistemas en los 

que se sobreexpresa la GRK2 (Zhang y col., 1998) o β-arrestina (Whistler y Zastrow, 

1998) la morfina induce la internalización de este receptor, lo que sugiere que el 

complejo morfina-receptor promueve su endocitosis al aumentar la unión de la arrestina 

al complejo, bien por el aumento de la fosforilación del receptor o por el aumento de la 

concentración de la arrestina. 

 

También, se ha descrito la down-regulation del receptor opioide κ tras el 

tratamiento con el agonista, en distintas líneas celulares (Joseph y Bidlack, 1995; 

Shapira y col., 1997; Zhu y col., 1998). Sin embargo, no ha podido ser demostrada la 

internalización del receptor opioide δ inducida por morfina (Zhang y col., 1999). 

 

Además, existen diferencias en la regulación celular de los receptores opioides, 

así, la internalización inducida por el agonista es mayor para el δ>κ>µ. En este sentido, 

la etorfina induce una rápida internalización y down-regulation del receptor opioide δ, 

mientras que la internalización del receptor opioide κ expresado en la misma célula 

(Chu y col., 1997) o la down-regulation del µ (Afify y col., 1998) es más lenta. En este 

proceso, el extremo carboxilo terminal de estos receptores parece estar involucrado, 

porque quimeras de receptores µ, que contienen el extremo carboxilo terminal del 

receptor δ, muestran un incremento en la internalización y down-regulation. 
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6.- Antecedentes y objetivos del estudio. 

 Los receptores acoplados a proteínas G intervienen en las acciones de numerosas 

y diversas sustancias mensajeras, así como de una gran variedad de estímulos 

sensoriales. Estos receptores comparten un mismo modelo estructural (siete dominios 

transmembranales) y la capacidad de activar distintas proteínas G heterotriméricas, que 

se disocian en subunidades α y βγ; que a su vez modulan diversos efectores 

intracelulares, como adenilato ciclasas, fosfolipasas C tipo β, canales iónicos o el estado 

de activación de Ras y las vías de las quinasas mitogénicas. 

 

 La amplia participación de los receptores acoplados a proteínas G en procesos 

fisiológicos evidencia el interés del estudio de sus mecanismos de activación y 

desactivación. Una característica general de estos receptores es la existencia de complejos 

mecanismos que regulan su capacidad de respuesta, y que son la base de fenómenos 

fisiológicos muy importantes, como la integración de señales o los procesos de 

desensibilización o tolerancia. 

 

 En este sentido, los receptores opioides, incluidos en la familia de receptores G, 

median los efectos beneficiosos, en concreto la potente analgesia, e indeseables de los 

opioides, ya que su administración crónica produce una serie de modificaciones en el 

organismo que origina el desarrollo de fenómenos de dependencia y de tolerancia a la 

mayor parte de sus respuestas farmacológicas. Estos procesos se desarrollan como 

consecuencia de los cambios adaptativos a nivel celular y molecular que se producen en el 

sistema nerviosos central por la presencia continuada del opiáceo, y que persisten durante 

un largo período de tiempo incluso después de la interrupción del tratamiento. 

 

 El protagonismo del receptor opioide tipo µ en la analgesia y el desarrollo de 

tolerancia y dependencia a morfina surge de diversos estudios in vivo. Resultados previos 

del Laboratorio de Neurofarmacología del Instituto de Neurobiología Santiago Ramón y 

Cajal ponen de manifiesto que la administración de anticuerpos generados frente a 

secuencias extracelulares del receptor µ (Garzón y col., 1994) o de oligodeoxinucleótidos 

antisentido que bloquean la síntesis de este receptor (Rossi y col., 1994; Chen y col., 1995; 
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Sánchez-Blázquez y col., 1997) disminuye la analgesia inducida por los agonistas morfina 

y DAMGO en roedores. Además, la administración de estos anticuerpos y/o ODNs, previa 

a un tratamiento crónico con morfina, disminuye el rigor del síndrome de abstinencia 

precipitado en animales tolerantes (Sánchez-Blázquez y col., 1996, 1997). Estos estudios 

fueron confirmados con la utilización de ratones mutantes deficientes en los genes 

responsables de la expresión de cada uno de los receptores opioides µ, δ y κ, que asignan 

un papel clave en la analgesia y dependencia morfínica al receptor µ (Matthes y col., 

1996). 

 

El proceso de desensibilización se ha caracterizado principalmente a nivel del 

receptor, su fosforilación mediante quinasas específicas y su interacción con proteínas 

adaptadoras denominadas arrestinas, bloquea la transducción de la señal, y facilita la 

internalización del receptor (Krupnick y col., 1998). En los últimos años son cada vez 

más frecuentes los datos que indican que la pérdida de señalización de receptores G (en 

este caso particular los opioides) puede también producirse sin el concurso de 

fosforilación, internalización y reactivación (Law y col., 2000). Por consiguiente, el 

receptor constituye la puerta de entrada de las señales de los agonistas, sin embargo, los 

mecanismos responsables de su pérdida de eficacia y del desarrollo de taquifilaxia o 

tolerancia pueden implicar también mecanismos postreceptor en el entorno de las 

proteínas G. 

 

 A nivel del receptor opioide, numerosas evidencias revelan que su fosforilación por 

proteína quinasas, entre ellas las GRKs (de G protein-coupled receptor kinases), que 

fosforilan el receptor de forma dependiente de agonista (Pei y col., 1995; Zhang y col., 

1998), y la proteína quinasa C (PKC) (Gucker y Bidlack, 1992; Ueda y col., 1995; L. 

Zhang y col., 1996), son claves en los mecanismos de desensibilización e internalización 

de este receptor. Así, en sistemas de células en cultivo en los que se co-expresan los 

diferentes componentes de la maquinaria de transducción, se ha observado que la 

estimulación de la enzima quinasa proteíca C por distintos agentes, aumenta la 

desensibilización del receptor µ, que se revierte al elevar los niveles intracelulares de 

AMPc, a través de la proteína quinasa A (Zhang y col., 1996). Por el contrario, a nivel del 

sistema nervioso central la información es considerablemente más escasa, aunque se sabe 
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que el inhibidor de PKC -H7-, reduce el síndrome d abstinencia en ratones tolerantes-

dependientes a una dosis única de morfina (Bilsky y col., 1996). 

 

En esta misma línea la administración in vivo de anticuerpos generados frente a 

secuencias específicas de las subunidades α (αi1, αi2, αi3, αx/z) a ratones tolerante-

dependientes a la morfina es capaz de reducir de forma significativa la severidad del 

síndrome de abstinencia (Sánchez-Blázquez y Garzón, 1994), reforzando la propuesta de 

participación de las proteínas G en los mecanismos responsables de la pérdida de 

eficacia de los agonistas opioides en los procesos de desensibilización del receptor. 

Además, el bloqueo de su función por la fosforilación de Gz y la acetilación de Gs es un 

mecanismo de regulación del receptor (Wedegaertner y Bourne, 1994; Fields y Casey, 

1995). La misristoilación y/o palmitoilación reversible de las subunidades Gα 

condiciona su interacción con la membrana plasmática y con otras proteínas, bien sean 

receptores o efectores (Mumby, 1997; Wedegaertner, 1998). 

 

Los estudios realizados sobre cerebros de ratas tolerantes a la morfina han 

puesto de manifiesto cambios en los niveles de algunos subtipos de proteínas G, sin 

embargo, estos cambios no se corresponden con modificaciones similares de los ARN 

mensajeros que codifican estas proteínas (Basheer y Tempel, 1993), las cuales son 

moléculas muy estables con una vida media larga. Por consiguiente, ninguno de los 

mecanismos reguladores descritos anteriormente explican la rápida recuperación de la 

señalización mediada por las proteínas G. Probablemente, esta recuperación se deba a 

un aumento en la velocidad de hidrólisis del GTP, que devuelve a la Gα a su estado de 

unión con Gβγ y acoplamiento a receptores. Este mecanismo es una de las funciones de 

la familia de proteínas conocidas como reguladores de la señalización de las proteínas G 

(RGS de Regulators of G-protein Signalling) (Gold y col., 1997). Sin embargo, las 

proteínas RGS al unirse a las subunidades α activas (Gα-GTP) inhiben la interacción 

efectiva entre estas y los correspondientes sistemas efectores. Así, ciertas RGS han sido 

propuestas como reguladores negativos en la señalización de los receptores acoplados a 

proteínas G (Hepler, 1999). 
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Otra proteína como la fosducina participa también en este complejo entramado 

regulatorio, que es parte integral de los sistemas de transducción. La fosducina es una 

proteína citosólica (presente en altas cantidades en la retina) y que tras unirse con gran 

afinidad al complejo Gβγ, que se libera tras la disociación de las Gα-GTP activadas por 

agonista-receptor, bloquea la activación de efectores inducida por la estimulación de las 

proteínas G (Gaudet y col., 1999). Se ha propuesto la existencia de unas proteínas de 

estructura y función homólogas (Schröeder y Lohse, 1996), conocidas como tipo 

fosducina (PhLP), que se expresarían en cerebro y otros tejidos (Miles y col., 1993). El 

papel de todas estas proteínas reguladoras en la modulación de los receptores G está 

orientado a limitar la duración e intensidad de la señal inducida por las proteínas G, y 

sugiere que cambios en su expresión o función alteren la eficacia de la señalización 

intercelular y tengan consecuencias fisiopatológicas. 

 

 Por otro lado, la investigación más reciente llevada a cabo en nuestro laboratorio, 

demuestra que tras su administración in vivo, las proteínas Gα misristoiladas son capaces 

de incorporarse funcionalmente a la regulación de receptores (Garzón y col., 1999). En 

este sentido, la administración de Gαi2 tras la reducción de la analgesia opioide por 

tratamiento con toxina pertúsica, que inactiva proteínas Gi/Go, produce una recuperación 

del efecto. También demuestran que la administración de subunidades α de las proteínas 

Gi2 previene o revierte en su caso la aparición de taquifilaxia o tolerancia aguda opioide 

(Garzón y Sánchez-Blázquez, 2001), por lo que suponen una nueva herramienta, que sirve 

para discriminar disfunciones causadas por alteraciones en la transducción, de aquellas 

debidas a perturbaciones a nivel del receptor de membrana. 

 

 De esta forma se plantea la posibilidad de restaurar farmacológicamente la calidad 

de los efectos mediados por receptores G, cuando la transducción asociada sufre ciertas 

alteraciones funcionales y se propone que en la génesis de la taquifilaxia, 

tolerancia/dependencia opioide y posiblemente de las alteraciones morfológicas 

observadas tras el uso crónico de opioides se encuentran alteraciones en la transducción 

receptorial. 

 

En base a lo mencionado, en este estudio se plantearon los siguientes objetivos: 
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1. Determinación del efecto de la administración crónica de morfina sobre los 

niveles de diferentes PKCs y de un tipo de proteína de anclaje específica de las 

mismas, la RACK-1, en la corteza cerebral del ratón, así como la evaluación de 

los posibles cambios durante la abstinencia hasta la recuperación de la 

respuesta normal a los opiáceos. 

 
2. Establecer la importancia de las proteínas reguladoras de las proteínas G (RGS) 

en la respuesta analgésica mediada por un receptor G, el receptor opioide mu. 

Se procederá a reducir la expresión de diferentes subtipos de RGS que se 

expresan en S.N.C. de ratón (RGS2, RGS3, RGS4, RGS7, RGS9, RGS12, 

RGS14 y RGS16), mediante la administración subcrónica de oligodeoxi-

nucleótidos antisentido (ODNs). Tras comprobar la eficacia del tratamiento con 

los ODNs para reducir los niveles de la proteína diana, determinaremos el papel 

de ciertas RGS (RGS2 y RGS9-2) en los mecanismos moleculares que originan 

la pérdida de eficacia analgésica del opioide morfina (taquifilaxia y tolerancia a 

largo plazo). 

 
3. Determinación de la presencia y distribución de las proteínas tipo fosducina 

isoforma larga (PhLPL), en el cerebro de ratón. Después de evaluar su papel 

funcional en el efecto antinociceptivo mediado por el receptor opioide mu en el 

ratón, con la administración de ODN, se estudiaran los posibles mecanismos 

que regulan su función y se analizara su participación en los efectos agudos y 

crónicos de la morfina sobre este receptor. 

  
4. Realizar ensayos in vitro de la funcionalidad, a nivel molecular, de la actividad 

GTPása de las proteínas G que tras ser administradas in vivo son capaces de 

incorporarse funcionalmente a la cascada de señalización iniciada por el 

receptor. 

  
5. Análisis del mecanismo y/o el lugar preciso de la superficie de la membrana 

celular, implicados en el reconocimiento e internalización de las proteínas Gα 

tras ser administradas in vivo, empleando para ello el modelo de astrocitos en 

cultivo.
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1.- Materiales 

1.1.- Animales. 

Se utilizaron ratones macho, variedad albina, cepa CD-1 (Charles River, 

Barcelona), de 22-27 g de peso y ratas variedad albina, raza Wistar, procedentes del 

animalario del Instituto Cajal. Para generar anticuerpos policlonales se utilizaron conejos, 

raza New Zealand White (Biocentre, Barcelona). Todos los animales se mantuvieron en el 

estabulario en condiciones de agua y comida ad libitum, periodos de luz y oscuridad de 12 

horas y temperatura ambiente de 22ºC. 

 

En la estabulación y utilización de los animales se siguió la normativa vigente de la 

Unión Europea sobre uso y experimentación con animales de laboratorio. 

1.2.-Cultivos celulares. 

Los cultivos primarios de astrocitos empleados en parte de los estudios fueron 

preparados directamente a partir de la corteza cerebral de rata, mostrando propiedades 

diferenciadas típicas de sus orígenes, que les hacen accesibles al estudio a través de 

sistemas y técnicas que no se pueden aplicar en los tejidos intactos. El primer paso del 

aislamiento de los astrocitos a partir del tejido neonatal consiste en romper la matriz 

extracelular y las uniones intercelulares que mantienen unidas entre sí las células. Los 

cerebros de rata neonatal (P0-P1) se obtuvieron por decapitación y disección, 

separándose las meninges de los hemisferios cerebrales. Las cortezas libres de meninges 

se lavan con BME (EAGLE) suplementado con Glutamax, penicilina (20 IU/mL), 

estreptomicina (20 µg/mL), 33 mM de glucosa y suero fetal bovino al 10% (BME/F-

10S) que contiene moléculas proteícas extracelulares esenciales para la supervivencia, 

desarrollo y proliferación celular; disgregándose el tejido por acción mecánica con una 

pipeta y su paso a través de un filtro estéril de 135 µm. Tras su centrifugación a 700 xg, 

se recoge el sedimento que se resuspende en BME/F-10S, realizándose un segundo 

filtrado a través de un poro de 20 µm, separándose así vasos sanguíneos y agregados 

celulares que interfieren en la obtención de un cultivo puro. La suspensión celular de 
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corteza se sembró en frascos de cultivo creciéndose en un incubador a 37ºC, en 

atmósfera de 5% C02 saturada de vapor de agua. La multiplicación de estas células es 

inhibida cuando establecen contacto entre sí, lo que permite la formación de una 

monocapa confluente a los 8-10 días, en la cual cada célula se adhiere a la superficie de 

crecimiento y contacta con las células vecinas a todo su alrededor. Adicionalmente, los 

astrocitos se purifican según la tendencia de las células a adherirse fuertemente a esta 

superficie. Así, mediante agitación orbital durante 12 horas a 37ºC se separan las células 

de precursores 0-2A y, parcialmente la microglia que se adhieren menos fuerte. 

 

 El desprendimiento de los astrocitos para transferirlos a otras superficies se 

realizó con el agente proteolítico tripsina y con el EDTA (etilendiamín tetraacético) que 

une el Ca2+ del que depende la adhesión célula-célula, pudiendo formar cultivos 

secundarios sobre cubres redondos de cristal o placas de plástico previamente tratados 

con poli-L lisina (2,5µg/mL) que les confiere carga positiva necesaria para la adhesión 

de los astrocitos. 

1.3.- Anticuerpos y proteínas recombinantes empleados en este estudio. 

 En los estudios bioquímicos se emplearon anticuerpos generados y 

caracterizados en el laboratorio de Neurofarmacología del Instituto Cajal, dirigidos a la 

secuencia peptídica específica EEQGMLPEDLS, fragmento 115-125 de la proteína 

Gαi2 (Sánchez-Blázquez y col., 1993; Garzón y col., 1994; 1997) y frente a una 

secuencia común a la fosducina (Phd, fragmento 21-34) y proteína tipo fosducina 

isoforma larga (PhLPL, fragmento 58-70), GPKGVINDWRKFK (presente trabajo). Los 

anticuerpos específicos de RGS9 y RGS2 fueron adquiridos a Santa Cruz, y los 

anticuerpos policlonales de caveolina y Gβ5 a Transduction Laboratory y Chemicon, 

respectivamente. 

 

 La Gαi2 recombinante empleada en el estudio fue obtenida de Calbiochem, o 

generada en el laboratorio con el sistema de expresión pPROEX TM de Life Technologie, 

y la PhLPL con el vector pGEX-2T de Amhersam Pharmacia, tal y como se describe 

posteriormente. La Phd recombinante fue cedida por el Prof. Dr. R. Schulz (Instituto de 

Farmacología, Facultad de Veterinaria, Munich), o adquirida de Calbiochem. 
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1.4.-  Obtención y caracterización de anticuerpos anti-Phd/PhLPL.. 

 Como se ha mencionado anteriormente, se generó un anticuerpo policlonal 

frente a una secuencia aminoacídica, seleccionada como péptido antigénico, común a la 

fosducina (Phd) y PhLPL: H-GPKGVINDWRKFK-OH; tras realizar un análisis 

comparativo de la secuencia de aminoácidos de ambas proteínas deducida a partir del 

ADNc de ratón (Groshan y col., 1993; Abe y col., 1993), y que corresponde a los 

aminoácidos del 21 al 34 de la Phd o 58 al 70 de la PhLPL (Craft y col., 1998). 

1.4.1.- Acoplamiento del péptido antigénico al toxoide diftérico. 

El sistema inmune reacciona más vigorosamente si la molécula tiene un alto peso 

molecular. Para aumentarlo, se conjugó o unió químicamente el péptido antigénico, que se 

sintetizó con un residuo adicional de cisteína en el extremo amino terminal, a una molécula 

de mayor tamaño que hace las veces de un presentador o transportador, en nuestro caso el 

toxoide diftérico, acoplándose mediante el éster Maleimidocaproil-N-Hidroxisuccinimida 

(MCS) que une el grupo SH- de la cisteína y grupos amino libres (Chiron Technologies). 

 

Se forma, de este modo, un complejo covalente péptido/transportador que puede 

contener varias moléculas de péptido por molécula de presentador, con la consecuente 

posibilidad de estimular repetidamente al sistema inmune con una cantidad pequeña del 

complejo antigénico. 

1.4.2.- Inmunización de los animales. 

 Se emplearon conejos, a los que se les puede sangrar varias veces, con una 

obtención de alrededor de 15-20 mL de suero y la sangría final puede proporcionar 

entre 30-40 mL de suero de alto título. 

 

En nuestro caso, el péptido acoplado al toxoide diftérico se inyectó a los conejos 

junto con un adyuvante para incrementar aún más la respuesta inmunológica. Se utilizó 

el adyuvante completo de Freund, constituido por un aceite mineral que contiene una 

pequeña cantidad de bacterias Mycobacterium butyricum inactivadas, o incompleto (sin 

micobacterias) según la fase del proceso de inmunización. 
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El antígeno a una concentración de 0,5 mg/mL en un tampón acuoso, se mezcló 

vigorosamente a una relación 1:1 con el adyuvante completo de Freund, formando una 

emulsión estable. Aproximadamente, 0,5 mL fueron inyectados por vía intramuscular, en 

cada una de las extremidades posteriores del conejo. A las dos semanas se realizó la 

primera inyección de refuerzo por vía subcutánea, empleándose el péptido, esta vez con el 

adyuvante incompleto. 

 

A partir de este momento fue necesario seguir el curso de la aparición del 

anticuerpo en la circulación sanguínea. Para ello esperamos tres semanas para realizar 

una sangría de control en el animal. Repitiéndose (aproximadamente una cada mes) 

hasta que se observó una pérdida de titulación de los sueros. 

1.4.3.- Obtención y preservación del suero. 

 La sangre extraída se dejó coagular a temperatura ambiente durante 3-4 horas, 

tras lo que se centrífugo a 1000 xg 10 minutos, para eliminar células sanguíneas y se 

decantó el suero, que se almacenó hasta el momento de su utilización. 

1.4.4.- Caracterización y titulación de los sueros. 

La caracterización de la reacción antígeno/anticuerpo se hizo por inmunodetección 

(Western blotting) que permitió visualizar la especificidad sobre membranas P2 de distintas 

áreas cerebrales de ratón, al transferir eléctricamente las proteínas de la muestra, 

previamente sometida a electroforesis en geles de poliacrilamida/dodecilsulfato sódico 

(SDS/PAGE), a membranas capaces de retener proteínas. Estas se hicieron reaccionar con 

el anticuerpo primario (suero), visualizándose una banda proteíca en el peso molecular 

esperado. 

 Para obtener un título alto del suero purificamos las IgG y realizamos las diluciones 

necesarias, intentando alcanzar con ellas una dilución compatible con una buena reacción 

del anticuerpo primario específico. 
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1.4.5.- Purificación de la IgG específica. 

Para purificar las IgGs que se emplearon en la mayoría de los experimentos, a 

partir de sueros inmunes, se prepararon columnas de afinidad que contenían el péptido 

antigénico, que se empleó para inmunizar, acoplado químicamente a una matriz de 

sefarosa 4B activada con bromuro de cianógeno (CNBr) que se une covalentemente a pH 

8-9 con grupos amino libres de la proteína (AmershamPharmacia). El suero completo se 

pasó por la columna de antígeno, el cual capta todos los anticuerpos presentes contra ese 

antígeno. La columna se lava extensivamente y se procede a eluir el anticuerpo disociando 

el complejo antígeno-anticuerpo con una solución de pH ácido (glicina 200 mM, pH 2,5). 

El eluído de IgGs fue sometido a diálisis/concentración en un sistema Micro-ProDiCom 

(Spectrum), para retención de moléculas con pesos moleculares superiores a 15,000 Da. La 

concentración final de proteína osciló entre 1,5 y 2,5 µg/µl. 

 

 

  
 

 
Figura 11. Comparación de la inmunoseñal obtenida con el antisuero (1:1000) y la IgG 
purificada (1:3000) de la Phd recombinante adquirida a Calbiochem (Phd®), de la Phd 
recombinante cedida por el Dr Schulz (Phd), y la PhLPL presente en la corteza cerebral de 
ratón (S=citosol, P2=membranas plasmáticas). 

 

1.4.6.- Caracterización y titulación de la IgG. 

 Se procedió a la caracterización y titulación de la IgG de la misma manera que 

se hizo para el suero, pudiendo comprobarse por inmunodetección de muestras de 
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membranas P2 de distintas áreas cerebrales de ratón, que se eliminaron las reacciones de 

fondo debidas a contaminantes. 

 

 Posteriormente, para descartar una reactividad cruzada, y asegurar que el 

anticuerpo a usar sólo reconoce específicamente el antígeno deseado, realizamos un 

control de preabsorción. Para ello, se tuvo en cuenta la dilución óptima del anticuerpo 

(1:3000) que se estableció previamente, y se incubó 3 horas a temperatura ambiente y 

en agitación con el péptido antigénico en una cantidad lo suficientemente alta que 

aseguró una preabsorción completa cuando esta IgG se utilizó para inmunodetectar la 

PhLPL, que se sabe, está presente en membranas P2 de la corteza cerebral de ratón 

(Figura 12). 

 

Figura 12. Preabsorción del péptido antigénico. Inmunodetección, con la IgG purificada 
anti-Phd/PhLPL, de (-) 45 µg de membranas P2 de corteza cerebral de ratón, previamente 
incubada sin el péptido antigénico, o de (+) 45 µg de membranas P2 de corteza cerebral 
de ratón, incubada en las mismas condiciones que el control (-) en presencia de 0,4 mg del 
péptido antigénico. 

1.5.- Purificación de PhLPL a partir de cerebro de ratón. 

 En la obtención de la proteína a partir de cerebro de ratón se han conjugado 

varios procesos cromatográficos para enriquecer en la muestra la PhLPL a base de que, 

tras cada paso de purificación, disminuíamos drásticamente la concentración de otras 

moléculas y sin afectar a la proteína a purificar. 

 

De esta manera, tras comprobar que la PhLPL es una proteína glicosilada 

(apartado X de Resultados), se enriqueció la muestra, membranas P2 de corteza cerebral 
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de ratón, en proteínas glicosiladas por cromatografía de afinidad en columna de lectina 

de germen de trigo (wheat germ lectin, WGL), para posteriormente purificar la PhLPL 

por inmunodeteción con el anticuerpo específico acoplado a una matriz inerte (Affi-Gel® 

Hz Hydrazide, BioRad). La IgG purificada se obtuvo como se ha descrito anteriormente. 

 1.5.1.- Cromatografía de afinidad en columna de germen de trigo. 

La columna de lectina de germen de trigo (wheat germ lectin, WGL) sobre matriz 

de agarosa (Sepharose 4B, AmershamPharmacia) es capaz de retener glicoproteínas, 

previamente solubilizadas con detergentes, conteniendo residuos α-D-glucosapiranosilo, 

α-D-mannopiranosilo u otros estéricamente semejantes. 

 

 La resina se empaquetó en una columna (Flex-column, Kontes) que fue 

preequilibrada con tampón TEL (Tris-HCl 25 mM, pH 7,5, EGTA 1 mM, leupeptina 10 

µM), conteniendo NaCl 150 mM, CaCl2 1 mM, MnCl2 1 mM, Triton X-100 1% a 4ºC. 

 

Se trabajó con tejido obtenido a partir de cerebro de ratón y se prepararon las 

membranas P2 como se describe posteriormente en el apartado X de métodos, que 

fueron solubilizadas en tampón TEL, conteniendo NaCl 150 mM, PMSF 10 µM, 

inhibidor de tripsina de soja 19 µg/mL, bacitracina 50 µg/mL y Triton X-100 2%, 16 

horas en agitación, a 4°C. Tras una centrifugación a 100,000 x g durante 1 hora, 

obtuvimos el material solubilizado (el sobrenadante) que se filtró (SterivexTM-GV 0.22 

µm, Millipore), antes de pasarlo, durante 10 ciclos, por la columna de afinidad de 

lectina de germen de trigo. 

 

 Las proteínas no unidas a la columna se eliminaron mediante lavado con tampón de 

equilibrado. La elución se realizó con N-acetil-D-glucosamina 0,25 M, que compite con la 

proteína ligada por los sitios de unión de la lectina. El contenido en proteína del eluido se 

determinó por el método de Lowry (Lowry y col., 1951), previa precipitación de la proteína 

con ácido tricloracético, y se congeló a -70°C hasta el momento de ser empleado en 

ensayos posteriores. 
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Finalizada la elución, la columna se regeneró haciendo pasar alternativamente 2-3 

volúmenes de un tampón básico (Tris-HCl 0,1 M, pH 8,5, NaCl 0,5 M) y un tampón ácido 

(acetato sódico 0,1 M, pH 5,0, NaCl 0,5 M), ciclo que se repitió tres veces. La columna se 

conservó a 4°C en tampón acetato 0,1 M, pH 6,0, NaCl 0,9%, CaCl2 1 mM, MnCl2 1 mM. 

1.5.2.- Cromatografía de afinidad mediante anticuerpo acoplado a agarosa. 

En un segundo paso la muestra enriquecida en proteínas glicosiladas se hizo pasar 

por una columna de IgGs purificadas acopladas a un soporte de agarosa (Affi-Gel® Hz 

Hydrazide, BioRad), que reacciona con los grupos aldehidos de los carbohidratos oxidados 

de los anticuerpos, para formar un enlace covalente. Esta técnica permite una orientación 

uniforme y óptima de las IgGs acopladas, que facilita la exposición al antígeno de los sitios 

de unión al anticuerpo. 

 

 La PhLPL glicosilada permaneció unida a la columna, y las proteínas que no se 

unieron fueron eliminadas mediante lavado. La elución se hizo con un tampón glicina 200 

mM, pH 2,5 capaz de disociar la unión antígeno-anticuerpo. 

 

 Así, la PhLPL obtenida a partir del cerebro de ratón, se concentró con el sistema 

Ultrafree-MC 10,000 NMWL (Millipore) que retine las proteínas de peso molecular 

inferior a 10 kDa, permitiendo el intercambio del medio por un tampón Tris-HCl 50 mM, 

pH 8,0. 

 

 El posterior análisis por SDS/PAGE, confirmó mediante una tinción de plata 

(Silver Stain Plus, BioRad) la existencia de una banda de 43 kDa correspondiente a la 

PhLPL purificada, que fue electroeluida para eliminar otras proteínas que acompañaban a la 

PhLPL. 

1.6.- Obtención de proteínas recombinantes. 

 El vector de expresión de procariotas pGEX-2T (AmershamPharmacia) con el 

ADNc de la PhLPL de rata clonado entre los sitios BamHI y EcoRI, y el vector para 

eucariotas pcDNA3.1/Zeo (-) (Invitrogen) con el ADNc de la Gαi2 de rata entre HindIII 
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y NotI, fueron cedidos por el Dr A. García-España (Departamento de Patología de la 

Universidad de Medicina, Nueva York). Estos vectores son sistemas que ayudan en el 

proceso de transferencia de un gen exógeno a una célula, facilitando su entrada y 

biodisponibilidad intracelular, de tal modo que este pueda funcionar correctamente. 

 

El sistema de expresión utilizado para la obtención de ambas proteínas fue E. 

coli, de forma, que fue necesario subclonar el ADNc de la Gαi2 en un vector de 

expresión bacteriano, como el pPROEX TM (Life Technologie), que incorpora una cola de 

6 histidinas en el extremo amino terminal de la proteína que presenta afinidad por los 

iones Ni2+, los cuales son inmovilizados por moléculas de ácido nitrilotriacético 

anclados a una matriz de sefarosa CL-6B (Ni2+-NTA; QIAGEN), facilitando su 

detección y/o purificación por cromatografía de afinidad. 

 

 De la misma forma, el vector pGEX-2T incorpora una proteína marcadora en el 

extremo amino terminal de la proteína PhLPL, la glutation-S-transferasa (GST), con alta 

afinidad por la glutation, que facilita su detección y/o purificación.. 

1.6.1.- Clonaje. 

 El subclonaje de la Gαi2 consistió en extraer la secuencia de ADNc que la 

codifica del pcDNA3.1/Zeo (-), y su fusión en el MCS (multiple cloning site) del 

pPROEX TM, para lo que fue necesario: 

• La preparación del inserto: obtención del ADNc de la Gαi2 usando 

sitios de restricción nuevos. 

Diseñamos unos oligonucleótidos + y – (primers + y -) que flanqueaban la zona 

de nuestra proteína, y que poseían los sitios de restricción adecuados (EcoRI y KpnI) en 

sus extremos 5’ y 3’, para su posterior clonaje en el pPROEXTM. A estos 

oligonucleótidos se añadieron tres bases en los extremos de los sitios de restricción para 

facilitar la digestión posterior, de forma que el oligonucleótido + mantuvo la pauta de 

lectura con el gen de fusión que codifica la cola de 6 histidinas: 
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          EcoRI 

Primer +: 5’-GAT G
↓

AA TTC ATG GGC TGC ACC GTG AGC-3’ 
     KpnI 

Primer -: 5’-CGG GGT
↓

ACC TCA GAA GAG GCC ACA GTC-3’ 
 

Con una reacción de PCR (polimerasa chain reaction) utilizando los primers (+ 

y -) y una muestra del pcDNA3.1/Zeo (-) que contenía el ADNc de la secuencia de 

nuestra proteína, amplificamos el gen de interés. La polimerasa empleada fue la 

PLATINUM7 Pfx (Life Technologie), con actividad exonucleasa 3’→5’ correctora. Esta 

enzima genera fragmentos de PCR con extremos romos, de manera que el ADNc 

amplificado se analizó por electroforesis en un gel de 1% de agarosa con bromuro de 

etidio (colorante que se fija al ADN y es fluorescente al iluminarlo con radiación 

ultravioleta). 

 

La electroforesis se llevo a cabo en tampón TAE 1X (Tris-Acetato 40 mM, 1mM 

EDTA pH 7,6), para comprobar con fragmentos de ADN de tamaño conocido (1 kb 

Plus DNA Ladder; Life Technologie), que el tamaño de la banda era el esperado (1700 

bp). 

 

Posteriormente, se procedió a cortar la banda y purificar el ADNc con un 

sistema de extracción QIAquickTM Gel Extraction (QIAGEN) basado en una resina de 

intercambio iónico. 

 

El ADNc, así purificado, se digirió secuencialmente con las enzimas de 

restricción KpnI y EcoRI, para obtener extremos cohesivos. De nuevo, el producto de la 

digestión se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 1%, procediéndose a purificar 

la banda del inserto que pudo ser directamente ligado al vector. 

• La preparación del vector. 

Considerando que todos los fragmentos de ADN que corte la misma enzima de 

restricción tendrán los mismos extremos complementarios, que permiten unirlos entre 
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sí, hemos linearizado el pPROEXTM (1 µg) con KpnI y EcoRI, siendo purificado tras 

electroforesis en gel de agarosa al 1% con el QIAquickTM Gel Extraction (QIAGEN), 

para asegurar una transformación eficiente. 

• Ligación. 

La mezcla del inserto de ADNc que codifica la Gαi2  y el pPROEXTM linearizado, 

ambos digeridos con las mismas enzimas de restricción, tienden a unirse porque los 

extremos cohesivos tienen secuencias complementarias y pueden aparear sus bases. Así, 

se crearon moléculas de plásmido que contenían el ADNc de la Gαi2, cuando se 

incubaron en la misma mezcla de reacción 24 horas a 14ºC en presencia de la T4 ADN 

ligasa (Fermentas), que cataliza la formación de enlaces fosfodiester entre ambas 

moléculas. 

1.6.2.- Expresión. 

Debido a la facilidad que presenta, así como a su alto rendimiento, hemos 

empleado el sistema de expresión en E. coli. La expresión de la PhLPL a partir del 

plásmido pGEX y la de la Gαi2 del plásmido pPROEXTM están bajo el control de un 

promotor tac o pTrc, respectivamente, y un operador lac Iq que proporcionan altos 

niveles de expresión químicamente inducibles por un análogo no metabolizable de la 

lactosa, el IPTG (isopropil β-D-tiogalactosido). 

 

 La construcción pGEX-2T-PhLPL o la mezcla completa de ligación, con los 

plásmidos que contenían el fragmento de ADNc que codifica la síntesis de la Gαi2 

fueron transformados en una cepa de bacterias competentes BL21/(DE3) (Invitrogen), 

que crecen en colonias bacterianas. Estas bacterias no existen competentes de forma 

natural, de manera que fueron obtenidas por tratamiento con soluciones de CaCl2 en 

frío. Después, fueron mezcladas con el ADN plasmídico, sometiéndolas a un ligero 

choque térmico y permitiendo su recuperación. 

 

Los vectores pGEX-2T y pPROEXTM contienen un gen ampr, que confiere 

resistencia a ampicilina, por lo que sólo las bacterias que lo portan pueden crecer en 



Materiales y Métodos 

 72

presencia de este antibiótico. Así, su siembra en placas de agar con ampicilina (100 

µg/mL) permitió su selección directa. 

 

Para identificar las colonias capaces de producir la proteína de interés, 

colocamos sobre las colonias un filtro de nitrocelulosa de 0,2 µm que se ajustaba al 

interior de la placa; tanto el filtro como la placa se marcaron apropiadamente para 

permitir la comparación posterior y se retiró el filtro, de forma que quedaron adheridos 

algunos miembros de cada colonia bacteriana. En estas colonias adheridas, conocidas 

como replicas se indujo la expresión con IPTG 30 µM (AmershamPharmacia) durante 

3 horas. Las bacterias fueron lisadas con un detergente fuerte, el SDS (sodium dodecyl 

sulfato), que liberó las proteínas, las cuales permanecieron adsorbidas al filtro de 

nitrocelulosa. A continuación, las proteínas se desnaturalizaron con una solución 

alcalina. En seguida, se lavó el filtro con una solución de neutralización, para 

posteriormente, tratarla con un amortiguador que contenía el anticuerpo específico (anti-

Phd/PhLPL o anti-Gαi2) capaz de reconocer a la proteína de interés. La detección se hizo 

con un anticuerpo secundario de cabra tipo anti-inmunoglobulina de conejo, acoplado al 

enzima peroxidasa y el revelado con el sustrato 3,3’-diaminobencidina, tal y como se 

describe posteriormente en el apartado 2.2.2 de esta sección. 

 

El filtro se secó, pudiendo compararse la imagen con la placa original. De 

manera que seleccionamos las colonias que expresaban la proteína de interés, las cuales 

se hicieron crecer más en medio líquido. 

 

Su expresión se indujo con IPTG, poco antes de recolectar las bacterias, para su 

purificación, con el fin de evitar que la elevada síntesis de la proteína extraña interfiriera 

con el crecimiento de la bacteria transformada. 

1.6.3.- Purificación. 

 Debido a que la proteína deseada se produce en el interior de la bacteria, ha de 

purificarse del resto de las proteínas de la misma mediante cromatografía, tras su lisis 

con lisozima a una concentración final de 0,2 mg/mL y sonicación. El material insoluble 

se elimina por centrifugación a 100,000 x g en un rotor vTi45 Beckman a 4ºC. 



Materiales y Métodos 

 73

1.6.3.1.- Purificación de la proteína de fusión GST-PhLPL. 

 La transformación de bacterias con el vector de expresión pGEX-2T-PhLPL 

permitió producir la proteína de fusión GST-PhLPL, en cantidad suficiente. La 

incorporación de la GST (glutation S-transferasa) como marca facilitó su detección y/o 

purificación. Tras la inducción con 0,1 mM de IPTG durante 3 horas a 37ºC, las 

bacterias fueron solubilizadas por el método del sarkosil (Frangioni y Neel, 1993). 

 

La GST es una proteína de 26 kDa y un pI 5,0, aislada y clonada del nematodo 

Schistosoma japonicum, con una afinidad alta por el glutation reducido, lo que permitió 

su purificación mediante cromatografía de afinidad con glutation-sefarosa 

(AmhersamPharmacia). Las proteínas así purificadas fueron en algunos casos eluídas en 

condiciones suaves (10 mM glutation), lo que preservó su estructura nativa y su 

actividad biológica. 

 

 Para eliminar otras proteínas que acompañaban a la GST-PhLPL eluída de la 

columna, se sometió a este material a una electroforesis SDS/PAGE, en condiciones no 

desnaturalizantes, y posterior electroelución de la banda correspondiente a la GST-

PhLPL, identificada tras teñir el gel con cobre (BioRad). 

• Digestión de GST-PhLPL con trombina. 

La incorporación en el vector de expresión, a continuación del GST, de una 

secuencia sustrato de la trombina, permitió, tras una incubación de 16 horas a 

temperatura ambiente de la GST-PhLPL, anclada a la glutation-sefarosa, con esta 

proteasa biotinilada (Novagen), obtener la PhLPL sin GST. Se siguió de una 

centrifugación para eliminar la GST-glutation-sefarosa y una purificación con 

streptavidina-agarosa para eliminar la trombina. La detección de la proteína de fusión se 

hizo mediante electroforésis SDS/PAGE y tinción con nitrato de plata (BioRad). 
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Figura 13. Tinción con plata de la PhLPL recombinante obtenida a partir de E. Coli, 
sometida a cromatografía en columna de glutation-sefarosa y digestión con trombina. En la 
segunda calle se muestran las proteínas estándar de peso molecular conocido (BioRad). 

1.6.3.2.- Purificación de la proteína de fusión 6XHis-Gαi2. 

 De forma similar, a partir del vector de expresión pPROEXTM -Gαi2, se incorporó 

una marca de 6 histidinas al extremo N-terminal de la Gαi2, con alta afinidad por iones 

Ni2+. Las ventajas de este sistema de purificación son varias, entre ellas, que la cola de 

histidinas es una marca pequeña, de manera que no fue necesaria su eliminación por 

proteasas al no interferir con la estructura y función de la proteína. 

 

Las histidinas de la marca interaccionaron con el Ni2+ anclado a una matriz de 

agarosa a partir del NTA (nitrilotriacetic acid) lo que retuvo a las proteínas, que se 

eluyeron en condiciones suave (100 mM imidazol) sin afectar a la estructura de la Gαi2. 

 
 Para prevenir la purificación con otras proteínas que podían formar puentes 

disulfuro con la proteína de interés se incluyó en los medios de lisis y de lavado β-

mercaptoetanol (5 mM). 

 

 Además, el material eluido de la columna de Ni2+-NTA se sometió a 

electroforesis SDS/PAGE en condiciones no desnaturalizantes con el fin de preservar la 

estructura proteica que asegure la funcionalidad de la proteína, para posteriormente 

electroeluir la banda correspondiente a la 6XHis-Gαi2, identificada tras teñir el gel con 

cobre (BioRad). 
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1.7.- Marcaje con fluorescencia de proteínas Gαi2 recombinantes. 

 Las proteínas Gαi2 miristoiladas, previamente purificadas, fueron unidas a una 

molécula fluorescente fotoactivable, que nos permitió su localización en la célula 

mediante microscopía confocal. De esta manera, los grupos amino libres de las 

proteínas se hicieron reaccionar con el grupo N-succinimida de la 5(6)-

carboxifluoresceína, capaz de emitir fluorescencia, (FLUOS, Boehringer Mannheim), 

formando enlaces amida altamente estables. 

 

El protocolo de marcaje se inició con la incubación en solución salina de la 

proteína Gαi2 y las moléculas de FLUOS, en proporción 1:10, durante 2 horas a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente, las proteínas marcadas fueron 

separadas del FLUOS no unido, mediante cromatografía de filtración en gel con 

columnas de SephadexTM G-25M (AmershamPharmacia) que separan proteínas en 

función de su tamaño. La matriz de estas columnas es inerte pero porosa, de modo que 

las moléculas suficientemente pequeñas para penetrar en el interior de la matriz se 

retrasan y fluyen más lentamente a través de la columna, mientras que las moléculas 

más grandes eluyen más rápidamente y salen primero. 

1.8. Diseño y síntesis de oligodeoxinucleótidos antisentido. 

 La administración in vivo de oligodeoxinucleótidos antisentido (ODNs) ha 

demostrado ser eficaz para reducir la síntesis de determinadas proteínas. En la 

actualidad no se conoce de forma precisa el mecanismo por el cual los ODNs penetran 

en las células, aunque parece intervenir un proceso de endocitosis de fase fluida, la 

pinocitosis, dependiente de la proteína quinasa C (Wahlestedt, 1994). Una vez en el 

interior celular, los ODNs inducen sus efectos interfiriendo en la traducción o 

desestabilizando el ARNm. 

 

Los oligodeoxinucleótidos utilizados en nuestro estudio fueron diseñados con el 

programa de ordenador PrimerSelect (DNASTAR Inc, Madison, WI, USA) y 

sintetizados en el Servicio de Macromoléculas del Instituto Cajal. 
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En la siguiente tabla, se muestran los ODNs empleados en el estudio donde en la 

primera columna se indica la proteína y el orden de la secuencia del ARNm de rata o 

ratón frente a la que van dirigidos, y en la segunda los nucleótidos que la constituyen. 

 

ODN175-191-PhLPL  5’-T*C*TGTCTTTGTCTT*C*A-3’ 

ODN278-292-PhLPL 5’-C*C*AGTCATTGATC*A*C-3’ 

  

ODN523-556-Gαi2  5’-A*T*GGTCAGCCCAGAGCCTCCGGATGACGCCC*G*A-3’
  
ODN428-443-RGS2 

ODN743-758-RGS2 

ODN1211-1227-RGS2 

5’-C*T*CTATGAAGTCGG*T*A-3’ 

5’-G*C*TGAATTCAAGGT*C*A-3’ 

5’-C*A*CAGCATTCGGTC*C*A-3’ 

ODN105-120-RGS3 5’-C*T*TCATGTCCTTGG*C*T-3’ 

ODN310-326-RGS4 5’-G*G*ACTTAGTTTAGAA*G*G-3’ 

ODN389-404-RGS5 5’-C*T*GTCTGGATGAAT*T*C-3’ 

ODN1381-1397-RGS7 5’-G*G*TCTTGTCATAACT*C*T-3’ 

ODN532-547-RGS9-2 

ODN973-978-RGS9-2 

ODN1234-1249-RGS9-2

5’-T*G*GATCAACATAGA*C*G-3’ 

5’-C*T*CGAATACAGTTCG*C*T-3’ 

5’-C*G*CAGACCCACATT*T*A-3’ 

ODN165-180-RGS12 5’-C*T*ACAGGCCTCTGA*C*A-3’ 

ODN431-446-RGS14 5’-G*T*AGTGGCAGCTTG*T*A-3’ 

ODN832-850-RGS16 5’-A*T*GTCCGTCTGTCCTT*C*C-3’ 

  

ODN293-309Gβ5 5’-C*A*TGGTGACCGCGTG*C*T-3’ 

 

 En ocasiones se utilizó como control un ODN aleatorio o random diseñado en el 

laboratorio (Garzón y col., 2001) para evaluar los posibles efectos tóxicos y/o 

variaciones de la analgesia producidas por la administración de nucleótidos 

sulfotionados. 

 

 

ODN-RD 5’-C*C*CTTATTTACTACTTTC*G*C-3’ 
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Y para algunos de estos ODNs se generó su correspondiente control que consiste 

en variar algunos de los nucleótidos de su secuencia (que son los que aparecen en 

negrilla) refiriéndonos a ellos según la terminología inglesa como ODNs-mismatch, y 

que se sabe que no hibridan con ARNm de otras proteínas: 

 
ODN175-191-PhLPL-mismatch 5’-T*C*TTGCTTGTTCTC*T*A-3’ 

ODN278-292-PhLPL-mismatch 5’-C*C*GATCTATGACTC*A*C-3’ 

  

ODN428-443-RGS2-mismatch 

ODN743-758-RGS2-mismatch 

ODN1211-1227-RGS2-mismatch 

5’-C*A*CTAAGATGTCCG*A*A-3’ 

5’-G*C*AGAATACATGGA*C*A-3’ 

5’-C*A*CTCCATACGCTG*C*A-3’ 

ODN532-547-RGS9-2-mismatch 

ODN973-978-RGS9-2-mismatch 

ODN1234-1249-RGS9-2-mismatch 

5’-T*C*GATGAACTAAGT*C*G-3’ 

5’-C*T*GCAATGCAGTTGC*C*T-3’ 

5’-C*G*TACACGCACTTA*T*A-3’ 
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2.- Métodos 

2.1.- Administración intracerebroventricular. 

 La estabulación y utilización de los animales se realizó siguiendo estrictamente 

la normativa vigente en la Unión Europea sobre el uso y experimentación con animales 

de laboratorio (Council Directive 86/609/EEC). 

 

 Las administraciones intracerebroventriculares (i.c.v.) fueron con inyecciones 

que se realizaron con una jeringa Hamilton de 10 µl en el ventrículo lateral derecho en 

un punto que dista 2 mm hacia la zona caudal y 2 mm hacia la zona lateral de la bregma, 

con una profundidad de 3 mm. Todas las administraciones se realizaron en un volumen 

final de 4 µl de solución que fue infundido a una velocidad de 1 µl cada 5 segundos, en 

animales ligeramente anestesiados con éter. 

2.1.1.- Administración i.c.v. de oligodeoxinucleótidos antisentido. 

Con el fin de analizar los posibles cambios que sobre el efecto opioide ejercen 

distintas proteínas conocidas por modular la función de las proteínas G hemos 

administrado in vivo oligodeoxinucleótidos antisentido (ODNs) dirigidos al ARNm que 

codifica la síntesis de dichas proteínas. 

 

 Para verificar la especificidad del tratamiento con ODNs se trabajó con tres 

grupos de ratones control que fueron incluidos en todos los experimentos: un grupo de 

animales no inyectados, otro al que se administró i.c.v. el vehículo (suero salino), y 

ratones inyectados i.c.v. con un oligodeoxinucleótido mismatch frente a la misma 

proteína o un ODN que contenía una secuencia no homóloga (random). El resto de los 

animales recibieron el tratamiento con uno de los ODNs frente a cada una de las 

proteínas objeto de estudio. 

 

 Los ODNs liofilizados fueron reconstituidos en un volumen apropiado de agua 

estéril inmediatamente antes de su inyección, que se realizó como se ha descrito en el 
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apartado anterior en el ventrículo lateral derecho, y para minimizar la posibilidad de que 

repetidas inyecciones i.c.v. originen neurotoxicidad, las administraciones de los ODNs 

fueron hechas en un intervalo de 24 horas (Chiasson y col., 1994). 

 

El tratamiento con cada oligodeoxinucleótido fue hecho en un grupo distinto de 

15-20 ratones usando el siguiente patrón: el 1er y 2º día con 1 nmol, los días 3 y 4 con 2 

nmol y el 5º día con 3 nmol, siendo efectivo al cabo de 24 horas y se pierde a los 3-5 

días. 

 

Al 6o día fueron inyectados i.c.v. los opioides agonistas y sus actividades 

antinociceptivas evaluadas por el test del tail-flick. Para los ensayos de inmunodetección 

y de unión de radioligandos se extrajeron las estructuras cerebrales deseadas y se 

procedió a su estudio siguiendo el protocolo que se detalla en cada uno de los apartados 

correspondientes. 

2.1.2.- Administración i.c.v. de Gαi2-miristoiladas. 

 Las inyecciones intracerebroventriculares se realizaron en un volumen final de 4 

µl, en el ventrículo lateral derecho, en las mismas condiciones que las descritas 

anteriormente. Se inyectó a los animales una única dosis de Gαi2-miristoiladas de 12 

pmol (Garzón y col., 1999), al tiempo establecido en cada experimento, evaluándose el 

efecto antinociceptivo de la morfina. 

2.2.- Administración de Gαi2-miristoiladas a cultivos de astrocitos. 

 Los cultivos de astrocitos obtenidos de corteza de rata postnatal fueron 

preparados como se indica en el apartado 1.2 de Materiales, siguiendo el protocolo 

establecido por McCarthy y Vellis (1980). En una parte de nuestro estudio, y con el fin 

de analizar la implicación de las caveolas en los procesos de reconocimiento e 

internalización de las Gαi2 miristoilada exógena en células neurales, los astrocitos 

fueron incubados con la Gαi2 recombinante marcada con una sonda fluorescente 

(FLUOS) durante 12 horas a 37ºC y 5% C02. Transcurrido este tiempo se procedió a 

lavar las células con tampón fosfato 0,1 M pH 7,5, para retirar los restos del medio de 
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cultivo y del tratamiento, para posteriormente proceder a la solubilización del astrocito 

y la purificación de las caveolas, que tras su fijación en paraformaldehido al 4% fueron 

observadas con microscopía confocal. 

 

Por otro lado, en el estudio diseñado para caracterizar el mecanismo de entrada, 

los astrocitos tras alcanzar la confluencia, fueron tripsinizados y cultivados en cubres de 

10 mm de diámetro tratados con poli-L-lisina (1,5 µg/mL). Al cabo de 24 horas se 

disminuyó el contenido de suero en el medio hasta 0,1% durante 12 horas para 

conseguir que todas las células estuviesen sincronizadas antes de comenzar el 

tratamiento. Los cubres fueron introducidos en placas de 12 pocillo (2 cubres por 

pocillo), e incubados in vivo, en presencia de 1 µl (0,1 µg/µl) de Gαi2 miristoilada 

exógena, en 600 µl de BME/F-0,1% durante 30 minutos, 2, 6 ó 12 horas a 37ºC. Tras 

sucesivos lavados con el medio de cultivo, las células fueron tratadas 16 horas con Gαi2 

miristoiladas previamente ligadas a un fluoróforo (FLUOS). Después de la incubación 

se lavaron los astrocitos con tampón fosfato 0,1 M pH 7,5, y se fijaron con 4% 

paraformaldehido para proceder a cuantificar la fluorescencia incorporada con el 

CYTOFLUOR (2300 System, Millipore) y a su observación con el microscopio 

confocal, que nos permitió la localización subcelular de esta proteína. 

2.3.- Medida del efecto analgésico evocado por diversos agonistas. 

Para medir el efecto analgésico producido por distintos agonistas de receptores 

acoplados a proteínas G empleados en nuestro estudio se utilizó el test del tail-flick (test de 

la retirada de la cola) que consiste en la aplicación de un estímulo de tipo térmico en la 

cola del animal, para lo cual se introducen más de dos tercios de la misma en una cubeta 

con agua termostatizada a 52ºC (Nott, 1968). La evaluación de la respuesta al dolor se 

realiza midiendo el tiempo (en segundos) que transcurre hasta que el animal reacciona al 

estímulo doloroso con un enérgico coletazo o sacudida corporal. 

 

 Los agonistas se disolvieron en suero salino y fueron administrados 

intracerebroventricular (i.c.v.) en un volúmen final de 4µl a distintos grupos de animales. 

Las soluciones fueron hechas inmediatamente antes de su uso. La latencia del test se midió 
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a diferentes intervalos después de la administración de la sustancia objeto de estudio: 30 

minutos (morfina, β-endorfina-(1-31), clonidina), 15 minutos (DAMGO, DPDPE) o 10 

minutos ([D-Ala2] deltorfina II). Las latencias basales están comprendidas dentro de un 

rango de 1,3 a 2,2 segundos y no se afectaron tras la administración de un posible 

tratamiento con ODNs. 

 

Con el fin de no producir daño tisular al animal se estableció un tiempo de corte de 

10 segundos. Los resultados se expresan como la media ± E.S.M. del porcentaje del 

máximo efecto posible (%MEP), de acuerdo con la siguiente fórmula: 

 

  % MEP= 100 x (latencia del test − latencia basal) 

     (10 − latencia basal) 

 

La significación estadística fue determinada por el análisis de la varianza seguido 

por el test de Student-Newman-Keuls. El nivel de significación fue de P < 0,05. 

2.4.- Inducción de la tolerancia y la dependencia a morfina. 

2.4.1.- Administración crónica de morfina y desarrollo de tolerancia. 

 La tolerancia a la morfina en el ratón se indujo por la administración subcutánea 

(s.c.) de una suspensión consistente en 50% de solución salina (NaCl al 0,9% en agua 

destilada), 42,5% de aceite mineral, 7,5% de arlacel A y 0,1g/mL de morfina base, que 

se administró en un volumen de 10 mL/kg de peso, lo que representa una dosis de 

morfina de 1g/kg, idéntica a la empleada por Christie y col. (1984). 

 

Esta suspensión constituye una preparación de cesión lenta de morfina que 

proporciona unos niveles muy constantes del opiáceo en plasma durante al menos 3 días 

(Blasig y col., 1973; Garzón y Sánchez-Blázquez, 2001). 

 
 El desarrollo de la tolerancia a la morfina crónica se determinó mediante la 

pérdida de efectividad analgésica en el test de tail-flick con estímulo térmico a distintos 
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tiempos tras la implantación de la suspensión oleosa. Se incluyó siempre en paralelo un 

grupo de animales control a los que se les implantó placebo (suspensión oleosa sin 

morfina) y que sirvieron para determinar la latencia basal. 

2.4.2.- Administración de naloxona y desarrollo de la dependencia física. 

 La interrupción de la administración de un opioide en animales tolerantes da 

lugar a la expresión de la dependencia física, que se manifiesta con una serie de signos 

característicos que constituyen lo que se denomina síndrome de abstinencia (Blasig y 

col., 1973; Francis y Coller, 1975). 

 

Para determinar el desarrollo de la dependencia física a la morfina se administró 

siempre a un grupo de animales tolerantes paralelo a los experimentales, el antagonista 

opioide naloxona, 5 mg/kg de peso corporal en el ratón por vía intraperitoneal (i.p.) 

(Sánchez-Blázquez y Garzón; 1991), 1, 3 ó 7 días después de la implantación de la 

morfina y se procedió a evaluar la aparición de algunos signos característicos del 

síndrome de abstinencia, de los cuales el más estudiado es, sin duda, la ejecución 

repetitiva de saltos (jumping). 

 
Para cuantificar este parámetro, y por tanto el grado de dependencia a la morfina 

los animales se colocaron en un contenedor de metacrilato transparente de 28x28x40 cm 

de altura y se registró el número de ratones que presentaban esta conducta durante 30 

minutos. Debido a que la mayor o menor incidencia de este signo se asocia con la 

intensidad del síndrome, también cuantificamos el número de saltos de cada animal 

durante los primeros 10 minutos, período en el que se producen más del 90% de los 

saltos que pueden llegar a contabilizarse en los 30 minutos. 

 

 Además, otros signos característicos del síndrome de abstinencia, entre los que 

se encuentran la diarrea y la pérdida de peso corporal, fueron observados en nuestro 

estudio. 
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2.5.- Radioinmunoensayo (RIA). 

 Con el fin de determinar los niveles de morfina presentes en suero y cerebro que 

son liberados de la suspensión oleosa del opioide a lo largo del tiempo, se aplicó la 

técnica del radioinmunoensayo, que se basa en una reacción antígeno-anticuerpo de 

unión competitiva. Grupos de seis animales que recibieron la suspensión oleosa fueron 

sacrificados por decapitación a los mismos intervalos en los que se midieron las 

respuestas analgésicas con el test de la retirada de la cola. 

2.5.1.- Determinación de los niveles de morfina en suero. 

 Para medir la concentración del opioide circulante presente en el suero, se 

extrajo la sangre de los animales que se dejó coagular a temperatura ambiente durante 3-

4 horas. Pasado este tiempo se centrífugo a 1,000 xg 10 minutos, para eliminar las 

células sanguíneas, decantándose el suero que se fraccionó y se conservó a –80ºC hasta 

el momento de su utilización. 

 

 Se aplicó el sistema Coat-A-Count (Diagnostic Products Corporation) que 

utiliza un anticuerpo de alta afinidad por la morfina (antígeno) adsorbido en un tubo de 

plástico, haciendo muy difícil su disociación. El antígeno del suero en 750 µl de 

solución salina, se incubó en el tubo junto con 250 µl de la morfina marcada (125I-

morfina) durante 1 hora a temperatura ambiente, ambos compitieron por su unión al 

anticuerpo, de manera que se formaron dos tipos de complejos, el marcado y el 

complejo sin marcar. Por tanto, cuanto mayor cantidad de antígeno contenía la muestra, 

menos cantidad de complejo marcado se formó en el equilibrio, ya que en el ensayo la 

concentración del anticuerpo y el antígeno marcado son constante. 

 

Transcurrida la incubación, las proteínas no unidas se eliminaron por decantación 

de la mezcla anterior y lavado con 1 mL de tampón fosfato salino pH 7,4 y la morfina del 

suero se detectó extrapolando la radiactividad del tubo, medida en un contador de 

radiación gamma (LKB Compugamma CS counter), con las medidas que se obtuvieron a 

partir de una curva de calibración realizada en paralelo en la que la muestra problema se 

sustituyó por cantidades conocidas de antígeno frío. 
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 Cada muestra problema o punto de la curva de calibrado se realizó por 

duplicado. La curva estandar se construyó con las siguientes cantidades de morfina fría 

25 y 75 pg y 0,25, 0,75, 2,5, 7,5, 25 y 75 ng. Además se incluyó: 

 

► un tubo que nos indicó la radiactividad total presente en el ensayo que llevaba 

sólo la 125I-morfina en el tampón de incubación, y no se procedió a su lavado. 

► el blanco que llevaba una cantidad muy alta de morfina sin marcar (1 

nmol/tubo) y se procesó de la misma manera que la muestra problema. Así, la 
125I-morfina quedó completamente desplazada y nos indicó la radiactividad 

residual del ensayo. 

► otro tubo sólo con la 125I-morfina que se procesó igual que la muestra 

problema, y nos permitió conocer el % de unión del antígeno-anticuerpo. 

 

La sensibilidad de la técnica fue de 0,8 ng/mL de suero y mostró una reactividad 

cruzada inferior a 0,03% con la morfina-3-glucorónido y 0,1% para la morfina-6-

glucurónido. 

2.5.2.- Determinación de los niveles de morfina en cerebro. 

Los cerebros fueron rápidamente extraidos y lavados en un tampón fosfato 

sódico (pH 7,4). Posteriormente se procedió a extraer la morfina del tejido, 

homogeneizándolo en 2 mL de agua destilada. Tras centrifugación a 40,000 x rpm en un 

rotor TLA-100.1 se obtuvo un precipitado y un sobrenadante que se liofilizó y se 

almacenó a –80ºC. 

 

En el momento de su uso, los liofilizados se resuspendieron en 150 µl de tampón 

fosfato salino 50 mM (pH 7,4), midiéndose los niveles de morfina de estos extractos por 

radioinmunoensayo, de la misma manera que en los sueros; los puntos de morfina fría 

incluidos en la curva de calibrado fueron: 0,3, 1, 3, 10 y 30 ng, además de un blanco. 

Las concentraciones fueron expresadas en nanogramos de morfina por gramo de tejido. 
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2.6.- Preparación de los distintos componentes celulares para su análisis. 

2.6.1.- Fraccionamiento de las estructuras del S.N.C. de ratón. 

 El tejido neural es disgregado en sus diferentes tipos celulares, 

fundamentalmente neuronas y glia, que a su vez pueden ser fraccionadas en sus 

orgánulos y macromoléculas. Tras el sacrifico de los animales por decapitación, se 

disecaron las estructuras cerebrales en frío. El proceso se realizó a 4°C, empleándose un 

tampón (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, sacarosa 0,32 M) que se encontraba a esa 

temperatura. 

 

El tejido resuspendido en tampón se disgregó con un homogeneizador de teflón-

vidrio, que rompe muchas de las membranas de la célula (incluidas la membrana 

plasmática y las membranas del retículo endoplasmático) y los fragmentos se unen 

inmediatamente formando pequeñas vesículas cerradas, que en el caso de las 

membranas plasmáticas se denominan sinaptosomas o microsomas si derivan del 

retículo endoplasmático. Este procedimiento de disgregación, aplicado cuidadosamente, 

dejó fundamentalmente intactos diversos orgánulos como el núcleo, las mitocondrias, el 

complejo de Golgi, los lisosomas y los peroxisomas. 

 

A continuación, mediante el método de centrifugación se procedió a separar estos 

componentes celulares en función de su tamaño y su densidad. En general, las unidades 

mayores experimentan fuerzas centrífugas más altas y se desplazan por el tubo más 

rápidamente. Así, a una velocidad relativamente reducida, 1,000 xg durante 10 minutos, 

sedimentaron los componentes de tamaño mayor, como los núcleos y las células enteras 

formando un precipitado en el fondo del tubo de centrífuga (P1). El sobrenadante (S1) se 

sometió a una segunda centrifugación a 20,000 xg, 20 minutos, para obtener los 

sinaptosomas y microsomas (P2). Posteriormente, se procedió a eliminar muchos de sus 

contaminantes, resuspendiendo de nuevo el precipitado P2 y repitiendo el procedimiento de 

centrifugación. El sedimento final se resuspendió en tampón Tris-HCl 25 mM pH 7,5, 

EGTA 1 mM y leupeptina 10 µM, a una concentración de proteína en torno a 3-5 µg/µl y 

se guardó a -70°C hasta el momento en que fueron empleadas. 
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 De la misma manera, el sobrenadante (S2) que constituye la fracción citosólica 

se concentró en un sistema Ultrafree-MC 10,000 NMWL (Millipore) para retención de 

moléculas con pesos moleculares superiores a 10 kDa, almacenándose a –70ºC hasta su 

uso. 

 

 Para los estudios de localización subcelular, se procedió a la lisis de los núcleos 

y de la fracción P2, con un medio hipotónico. La membrana nuclear fue sedimentada del 

extracto con una centrifugación a 22,000 xg, y para obtener las distintas fracciones del 

precipitado P2, se expuso a altas velocidades de giro (ultracentrifugación), durante 

períodos más largos. Así, a velocidades de 45,000 xg se obtiene un sedimento que 

constituye las membranas plasmáticas sinápticas (Sinaptic Plasmatic Membranes) y un 

sobrenadante S2, el cuál al someterse a una centrifugación de 100,000 xg, se fracciona 

en las membranas microsomales (sedimento P3) y su contenido (S3). 

2.6.2.- Obtención de las caveolas a partir de cultivos de astrocitos. 

 Las caveolas fueron obtenidas de cultivos de astrocitos de acuerdo al 

procedimiento descrito por Sargiacomo y colaboradores (1993), que se basa en el hecho 

de que las caveolas son insolubles en el detergente no iónico Triton X-100. El 

procedimiento se realizó a 4ºC, y se añadieron inhibidores de proteasas a todas las 

soluciones empleadas (0,4 mM PMSF y 10 µg/µl de peptastina A y leupeptina). 

 

Los cultivos confluentes de astrocitos se lavaron con tampón fosfato 0,1 M pH 

7,5 en frío para eliminar los restos de medio y se levantaron cuidadosamente de la placa 

de cultivo manteniendo su integridad celular. Posteriormente, las células fueron 

sedimentadas por centrifugación a 700 xg, y solubilizadas en tampón MBS (25 mM 

MES pH 6,5, y 150 mM de NaCl) conteniendo 1% de Triton X-100 y 0,005% ADNasa 

I, durante 20 minutos a 4ºC. Transcurrido este tiempo, la muestra fue disgregada con un 

homogeneizador de teflón-vidrio, y tras una incubación de 10 minutos en frío, fue 

nuevamente disgregada. 

 

El homogeneizado se ajustó a un 40% de sacarosa (por adición de una solución 

al 80% en tampón MBS) y 2,5 mL se cargaron en la parte superior de un gradiente 
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lineal de 5-30% de sacarosa en MBS sin Triton X-100. Tras centrifugación a 188,000 xg 

en un rotor Vti50 (Beckman, Palo Alto, CA), se obtuvo una banda opaca entre el 10-

20% sacarosa, en la que se encuentran los complejos insolubles en Triton X-100, entre 

ellos las caveolas, que se recogieron en fracciones de 2 mL. Por adición de ácido 

tricloroacético 72% a cada fracción, precipitamos las proteínas y analizamos la 

presencia de caveolina por Western blot con un anticuerpo dirigido al extremo N-

terminal de la proteína, previo a su análisis por microscopía electrónica o confocal. 

2.7.- Electroforesis de proteínas y transferencia a soporte sólido: detección 

inmunológica (Western blotting). 

Las proteínas suelen tener una carga neta positiva o negativa, que refleja la de 

los aminoácidos cargados que contienen, pudiendo separarse en función de esta carga, 

de su tamaño y de su forma si se aplica un campo eléctrico (electroforesis). 

2.7.1.- Preparación de las muestras para SDS/PAGE (SDS-PolyAcrilamide-Gel 

Electrophoresis). 

Se descongeló la proteína y se resuspendió a una concentración de 2-4 µg/µl en 

tampón de solubilización de muestras para SDS/PAGE (Tris-HCl 50 mM, pH 6,8, SDS 

3%, glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 3%, azul de bromofenol 0,005%), calentándose a 

100°C 5 minutos. 

 

El SDS se ha utilizado para minimizar la agregación molecular y asegurar la 

completa disociación de las proteínas en sus subunidades individuales, antes de que 

sean cargadas en el gel. El SDS es un fuerte detergente aniónico que se une a las 

regiones hidrofóbicas de las moléculas proteicas, haciendo que se desplieguen las 

cadenas polipeptídicas, así, las proteínas quedan liberadas de sus asociaciones con otras 

moléculas proteicas o lipídicas y se disuelven libremente en la solución del detergente. 

Además, la carga neta de la proteína queda enmascarada por la carga negativa del SDS, 

y las proteínas muestran una relación carga-masa, que hace que migren hacia el 

electrodo positivo cuando se aplica un voltaje, separándose de acuerdo a sus masas 

moleculares y la selección de tamaños impuesta por los poros del gel. 
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Por otro lado, el β-mercaptoetanol es un agente reductor que rompe los enlaces 

S-S que pudieran existir en las proteínas, de forma que puedan analizarse por separado 

todos los polipéptidos constitutivos de las moléculas que tengan varias subunidades. 

 

Las muestras así solubilizadas se someten a electroforesis, cargándose en los 

pocillos de los geles (1-100 µg de proteína). Igualmente, se cargaron en algunas calles 

estándares comerciales de proteínas precoloreadas, de pesos moleculares conocidos, que 

permitieron seguir el desarrollo de la electroforesis, estimar la eficacia de la transferencia, 

y servir de referencia para asignar pesos moleculares aparentes a las proteínas de interés. 

2.7.2.- Electroforesis SDS-PAGE. 

 En nuestro estudio, como matriz inerte a través de la cual migran las proteínas, 

hemos utilizado un gel de poliacrilamida de generalmente 0,15x12x10 cm, dispuesto 

verticalmente; el tamaño del poro del gel se ajustó de forma que fuera el adecuado en 

cada uno de los estudios para retrasar la migración de las moléculas proteicas de interés. 

De esta forma, las proteínas pequeñas se desplazan rápidamente a través del gel, 

mientras que las grandes permanecen arriba, cerca del punto de aplicación de la 

muestra, siendo el desplazamiento de la mayoría de las cadenas polipeptídicas, en 

condiciones ideales, linealmente proporcional al logaritmo de su masa. 

 

 La electroforesis precisó de geles con dos zonas (la concentradora y la 

separadora) y varios tampones que difieren en su pH y fuerza iónica. Las muestras que 

contenían las proteínas a separar se aplicaron al gel, de manera que fueron conducidas 

por un frente móvil creado al aplicar un campo eléctrico entre los electrodos. Después 

de la migración a través del gel concentrador, de alta porosidad, los complejos SDS-

proteína se depositaron en una zona muy delgada sobre la superficie del gel separador 

ordenados en bandas de peso molecular creciente. A medida que los complejos 

penetraron en el gel separador, su movimiento se hizo más lento como consecuencia de 

los impedimentos estéricos generados por el tamaño de poro del gel.  

 

La electroforesis se llevó a cabo a 4ºC, en cubetas (Hoefer SE 280), aplicándose 

una intensidad de corriente de 15-20 mA por gel (fuente de alimentación ISCO 595). La 
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muestra y la zona del gel concentrador contienen Tris-HCl pH 6,8, el tampón de los 

reservorios superior e inferior contiene Tris-HCl pH 8,3 y glicina, y el gel separador 

Tris-HCl pH 8,8, además todos los componentes del sistema presentan un 0,1% de SDS. 

 

 Una vez separadas las proteínas de la mezcla, mediante electroforesis SDS-

PAGE, fueron transferidas a partir del gel a un soporte sólido (Transferencia Western), 

de modo que identificamos una proteína determinada mediante su unión con anticuerpos 

específicos. 

2.7.3.- Transferencia de proteínas a soporte sólido: detección inmunológica 

(Western blotting). 

Siguiendo la técnica de Western blotting (transferencia Western), las proteínas 

fueron transferidas desde el gel a un filtro sólido de 0,2 µ de nitrocelulosa o principalmente 

de PVDF (polivinil-difluororo) debido a su gran resistencia a la manipulación, capacidad 

para ser ensayados sucesivamente con distintos anticuerpos y sobre todo por su alta 

capacidad de adsorción de proteínas (alrededor de 500 µg/cm2). El filtro fue expuesto a 

soluciones de anticuerpos primarios específicos para la proteína de interés y allí pudo ser 

detectada con anticuerpos que reaccionaron específicamente con sus epítopos antigénicos. 

Así, la transferencia Western resultó extremadamente útil para la identificación y 

cuantificación de proteínas específicas a partir de mezclas complejas de proteínas. 

 

 Para realizar la transferencia electroforética, el gel se colocó sobre un filtro, 

situándose entre varias hojas de papel Whatman 3MM, dos esponjas porosas y dos 

soportes de plástico. Esta construcción se colocó en una cubeta Mini Trans-blot 

Electrophoretic Transfer Cell (BioRad) y se sumergió en un tampón Tris-HCl, pH 8,3, 

glicina 192 mM, SDS 0,04% y metanol 20% de modo que el filtro estaba orientado hacia 

el ánodo, aplicándose un voltaje de 70 V (200-300 mA) durante 120 minutos, que permite 

la transferencia de las proteínas desde el gel hacia el ánodo y por consiguiente hacia la 

membrana donde son retenidas. 

 

 Para la transferencia de proteínas de peso molecular superior a 60 KDa se redujo el 

contenido de metanol en el tampón de transferencia hasta un 10%. 
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• Bloqueo de la membrana. 

Una vez que las proteínas fueron transferidas a la membrana, bloqueamos los 

potenciales sitios de unión inespecífica de los anticuerpos, de modo que se minimizó el 

fondo, con proteínas de leche deshidratada y deslipidada (Blocker, BioRad) preparada al 

5% en tampón Tris-HCl 50 mM pH 7,7 y NaCl 250 mM. El bloqueo se realizó durante 1 

hora, a 25ºC. 

• Incubación del anticuerpo primario con la proteína de interés. 

La detección inmunológica de la proteína de interés se hizo de manera indirecta, en dos 

etapas: en primer lugar, el anticuerpo específico, no marcado, se incubó 12-48 horas a 

4ºC (Hoefer Dec Probe P 150) con la membrana donde se encontraban inmovilizadas 

las proteínas, en presencia de un agente bloqueante cuando el revelado fue por 

quimioluminiscencia. Seguidamente, se lavó la membrana con Tris-HCl 50 mM pH 7,7, 

NaCl 100 mM, y 0,1% Tween 20 y se procedió a su incubación con anticuerpo 

secundario tipo anti-inmunoglobulina, acoplado a la enzima peroxidasa. Posteriormente, 

se realizaron nuevos lavados y finalmente el complejo antígeno-anticuerpo primario-

anticuerpo secundario-enzima, se localizó por reacción enzimática in situ. 

• Detección y revelado. 

En la mayoría de los experimentos utilizamos el sistema de revelado cromogénico 

mediante el sustrato soluble 3,3’-diaminobencidina que es captado por el enzima 

inmunoacoplado (peroxidasa) dando lugar a un producto de color marrón más o menos 

oscuro que precipita in situ y permite cuantificar por densitometría la proteína objeto de 

estudio. La reacción fue catalizada con el peróxido de hidrógeno a una concentración 

final de 0,02%, intensificándose el color con cloruro de níquel. 

 

 En aquellos ensayos en los que fue necesario aumentar la sensibilidad utilizamos 

un sistema comercializado de emisión de luz, conjugado indirectamente con un 

anticuerpo marcado con peroxidasa (Santa Cruz). Este método utiliza un mecanismo 

basado en la oxidación de diacilhidracidas cíclicas catalizada por un sistema 

peroxidasa/peroxido de hidrógeno en solución alcalina. Tras la oxidación, la 
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diacilhidracida se encuentra en un estado excitado, de forma que rápidamente decae a 

un estado energético inferior, con la consiguiente emisión de luz, la cual se utiliza para 

obtener un registro de autorradiografía. 

2.8.- Isoelectroenfoque. 

 Para cada proteína existe un pH característico, denominado punto isoeléctrico, al 

que la proteína no presenta carga neta debido a que las cargas positivas y negativas se 

anulan y, por lo tanto, no migrará en un campo eléctrico. En este hecho se basa el 

isoelectroenfoque o enfoque isoeléctrico. 

 

En un primer paso la muestra (20 µg de la PhLPL recombinante o purificada a 

partir del cerebro de ratón) se disolvió en un volumen reducido de una solución que 

contenía el detergente CHAPS (3-(3-cholamidopropyl)-dimethylammoniopropane 

sulphonate), y unos reactivos desnaturalizantes como la urea y el β-mercaptoetanol. 

Esta solución disolvió, desnaturalizó y disoció todas las cadenas polipeptídicas sin 

alterar su carga intrínseca. Luego, las proteínas fueron sometidas a electroforesis en el 

sistema Multiphor II IEF (AmershamPharmacia) en un gel de poliacrilamida en el que 

se ha establecido un gradiente de pH de 4-7 mediante unas mezclas de amortiguadores 

especiales anclados en el gel (Immobiline DryPlate 4-7). Estos geles fueron previamente 

hidratados con una solución que contenía urea (8 M), CHAPS (2% w/v), ditiotreitol (10 

mM) y anfolitos pH 3,5-10 (2% v/v) (BioRad). 

 

Después de colocar el gel y los electrodos sobre la bandeja de electroforesis, se 

depositó la muestra lentamente sobre el extremo de la tira correspondiente al cátodo. El 

voltaje aplicado fue linealmente incrementado desde 300 hasta 3500 V durante 3 horas, 

para evitar que la corriente creada por el movimiento de los anfolitos genere un calor 

excesivo, y el isoelectroenfoque se completó a las 12 horas. Así, la proteína se desplazó 

hasta la zona de gradiente que presentaba un pH igual a su punto isoeléctrico, y allí 

permaneció inmóvil, siendo fácilmente detectada al teñir el gel con el colorante azul de 

Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-250, BioRad). 
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 El punto isoeléctrico de la PhLPL se calculó en base a unos estándares sometidos 

a isoelectroenfoque en el mismo gel que la muestra, cuyos puntos isoeléctricos estaban 

comprendidos en el rango de pH de 3,6-6,6 (Sigma). 

2.9.- Ensayo de fosforilación de la PhLPL. 

2.9.1.- Fosforilación por PKAc. 

 1 µg de la PhLPL purificada del cerebro de ratón fue incubada con 2 unidades de 

la subunidad catalítica de la PKA (protein kinase A) (Calbiochem-Novabiochem) en un 

tampón HEPES 50 mM pH 7,4, que contenía MgCl2 10 mM, KCl 100 mM, EGTA 1 

mM, ditiotreitol 0.5 mM, AMPc 2 µM y ATP 20 µM. La reacción se inició con la 

adición de [γ32]ATP (∼3000 Ci/mmol) (NEN) en un volumen de reacción de 60 µl. A los 

15 minutos de incubación a 32ºC, la mezcla fue calentada a 90-100ºC durante 10 

minutos para inactivar la PKA. 

 

La quinasa fue eliminada del medio por inmunoprecipitación con 2 µg de un 

anticuerpo (IgG2b) específico a la subunidad catalítica de la PKA (Transduction Labs.) 

tras 2 horas de incubación a temperatura ambiente y posterior precipitación con proteína 

A-agarosa (BioRad). El control, sin PhLPL, fue tratado en las mismas condiciones. Los 

inmunocomplejos fueron eliminados por centrifugación y la fase soluble se resolvió por 

SDS/PAGE seguida de autorradiografía para localizar la banda de la PhLPL marcada 

con 32P (43 kDa). 

2.10.- Deglicosilación de la PhLPL. 

Se siguió el protocolo descrito por Eppler y colaboradores (1993), de manera 

que las glicoproteínas obtenidas a partir de cromatografía de afinidad en columna de 

lectina de germen de trigo (apartado 1.4.1 de Materiales), se precipitaron con acetona al 

60% (enfriada en hielo seco) y se centrifugaron a 12,000 xg, 15 minutos, a 4°C, 

resuspendiéndose a una concentración final de 4 µg/µl de proteína en tampón fosfato 

sódico 100 mM, pH 7,7, EDTA 1 mM, 2-mercaptoetanol 1%, SDS 0,1% y ditiotreitol 1 

mM, para su solubilización a 100ºC 10 minutos. 
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Tras esto, se le añadieron 4 volúmenes de tampón fosfato sódico 100 mM, pH 7.7, 

EDTA 20 mM y octiltioglucósido 0.65%, que ayuda a eliminar el SDS de las proteínas. La 

mezcla se incubó a 37°C durante 1 hora, y sobre ella se llevó a cabo la reacción de 

deglicosilación, con la enzima N-glicosidasa F de Flavobacterium meningosepticum 

(Boehringer Mannheim), preparada en tampón fosfato sódico 100 mM, pH 7,2, EDTA 25 

mM, azida sódica 5 mM, glicerol 50%, a una concentración de 100 u.e./0,5 mL). 

 

 La reacción se inició añadiendo sobre la mezcla una cantidad de enzima de 1 

unidad/30 µg de proteína o el volumen correspondiente de tampón de la enzima (al 

control) y tuvo lugar a 37°C, durante 18 horas. 

 

Transcurrido este tiempo, las muestras se procesaron para ser analizadas por 

SDS/PAGE. La proteína fue concentrada por precipitación con acetona y solubilizada en 

tampón Tris-HCl 50 mM, pH 6,8, SDS 3%, glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 3% y azul de 

bromofenol 0,005% a 100°C, 5 minutos. Las muestras fueron inyectadas en geles largos 

(0,15x12x10cm) en gradiente de poliacrilamida (10-20%), llevándose a cabo la 

electroforesis e inmunodetección con el anticuerpo anti-Phd/PhLPL como se ha descrito 

anteriormente. 

2.11.- Estudios de inmunoprecipitación. 

Los astrocitos fueron solubilizados durante 5 sg de sonicación (x2) en Tris-HCl 50 

mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, NP-40 1%, PMSF 0,1 mM, con una mezcla de inhibidores de 

proteasa (P8340 Sigma), y una mezcla de inhibidores de fosfatasas (P2850 Sigma). 

Después de incubar los lisados con 20 µl de proteína-A agarosa (BioRad) durante 1 h a 

4ºC, para eliminar las uniones inespecífica, los sobrenadantes fueron incubados con 2,5 

µg/mL de IgG anti-Phd/PhLPL y 50 µl de proteína-A agarosa. Los inmunocomplejos 

fueron obtenidos por centrifugación a 1,000 xg (20 segundos), tras cinco lavados de 20 

minutos cada uno con 1 mL del tampón anterior, y solubilizados para su análisis por SDS-

PAGE en geles de 8-16% de acrilamida/bisacrilamida. 
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2.12.- Determinación de la actividad GTPásica de las Gαi2-miristoiladas 

administradas in vivo a ratones knock-down. 

 Las subunidades Gα son enzimas, que unen e hidrolizan GTP a GDP y fosfato 

libre (Pi), de esta manera, la funcionalidad de las Gαi2 miristoiladas administradas i.c.v., 

se determinó en ratones en los que se encuentra disminuida la síntesis de esta proteína 

(knock-down). 

 

Tras el tratamiento subcrónico con el ODN-Gαi2, los animales recibieron 12 

pmol/ratón, como se describe en el apartado 2.1.2 de esta sección, y a las 24 horas, 

fueron sacrificados, extrayéndose la SGPA. Las estructuras procedentes de 8 ratones se 

procesaron para obtener las fracciones de membrana (P2), sobre las que se llevo a cabo 

la determinación de la actividad GTPásica asociada a proteínas G, que consiste en medir 

la liberación de 32Pi a partir de [γ32P] GTP. 

 

 El ensayo utilizado es una modificación del método de Cassel y Selinger (1976) 

para mejorar el rendimiento. El medio de incubación es un tampón Tris-HCl 10 mM pH 

7,4, EDTA 0,1 mM, ditiotreitol 2 mM, dimiristoilfosfatidil colina 0,4 mM y [γ32P] GTP 

0,4 nM, que contiene además GTP (3-300 µM) y el análogo no metabolizable del ATP 

AppNHp 0,25 mM, para suprimir al máximo las actividades nucleótido trifosfatasas no 

específicas; ouabaína 1 mM con la que inhibimos la ATPasa de Na+/K+ evitando la 

hidrólisis no específica de GTP; y para evitar que las actividades nucleósido quinasa y 

adenilato quinasa, presentes en las membranas, redistribuyan la radiactividad tanto a 

nucleótidos de adenina como de guanina, se incorporó un sistema regenerador de ATP 

formado por la fosfato de creatina 10 mM y la creatina fosfoquinasa 2,5 unidades, 

incluyendo ATP 1 mM que, se sabe, mejora el rendimiento de este sistema. 

 
En el medio de incubación también se incluyen MgCl2 5 mM y NaCl 100 nM, el 

primero es necesario para que se produzca la disociación de la subunidad α del 

complejo βγ, y el NaCl para disminuir la interacción de los receptores desocupados con 

las proteínas G (Carty y col., 1990, Koski y col., 1982, Costa y col., 1990). De hecho, la 

actividad GTPásica basal se debe a esa interacción y en ausencia del ión sodio, la 
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actividad basal es tan grande que impide estudiar la estimulación de la enzima por 

agonistas. 

 
 Las membranas se equilibraron con los agonistas (DAMGO, DPDPE y 

clonidina 100 nM y R-PIA 10 µM) antes de iniciar la reacción enzimática, 1 hora en frío 

(4ºC). A continuación, se añadió el medio de incubación precalentado y la reacción se 

llevó a cabo en un volumen final de 100 µl durante 20 minutos a 37ºC 

 

 Tras la incubación, las muestras se enfriaron en un baño de hielo (en esas 

condiciones la hidrólisis de [γ32P] GTP es inapreciable), y se añadieron 900 µl de una 

suspensión de carbón activo al 5% (peso/volumen) en ácido fosfórico 20 mM (pH 2,3) a 

4ºC para separar el 32Pi del [γ32P] GTP no hidrolizado. Después de realizar una 

centrifugación a 11 000 xg durante 15 minutos ser recogieron 500 µl del sobrenadante 

(donde se encuentra el 32Pi) a los que se añadieron 2 mL de líquido de centelleo 

(ECOLUME, ICN). Por último se procedió a su contaje radiométrico en un contador de 

centelleo (Beckman, LS-5801). 

2.13.- Ensayos de unión de radioligandos. 

Se emplearon membranas P2 de SPGA de ratón, tratados con 

oligodeoxinucleótidos antisentido (ODNs) inyectados i.c.v. Los animales se sacrificaron 

24 horas después de la última inyección y se disecó la SGPA, preparándose las 

membranas, según el protocolo descrito anteriormente, que fueron resuspendidas a una 

concentración de proteína de 2 µg/µl en tampón Tris-HCl 25 mM pH 7,5 suplementado 

con una mezcla de inhibidores de proteasas (0,2 mM PMSF, 2 µg/mL leupeptina, y 0,5 

µg/mL aprotinina) y conservadas a –70ºC hasta el momento de realizar los experimentos. 

 

En general, los radioligandos agonistas marcan únicamente una porción de la 

población total de receptores, la que corresponde a los receptores acoplados a proteínas G 

en estado de alta afinidad, por lo que refleja las alteraciones del receptor con relevancia 

biológica. Por esta razón, se eligió como radioligando el agonista opioide [125I]-Tyr27 βh-

endorfina-(1-31) (IM 162, 2000 Ci/mmol), adquirido a AmershamPharmacia, que presenta 
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alta afinidad por los receptores opioides µ y δ y una elevada actividad específica, así 

pudieron usarse concentraciones bajas, lo que redundó en una menor unión no específica. 

 

 La [125I]-Tyr27 βh-endorfina-(1-31) liofilizada tuvo que ser resuspendida en 100 µl 

de agua destilada resultando en 0,25% BSA (bovine serum albumina), 5% lactosa, 0,2% 

hidrocloruro L-cisteina, 10 mM ácido cítrico y 800 KIU/mL aprotinina. Con el fin de 

disminuir la adsorción del péptido iodado los experimentos se llevaron a cabo en tubos de 

vidrio siliconizados en un volumen final de 2 mL con una concentración final de 

membranas de 0,2 mg/mL, 0,2% BSA y 0,01% bacitracina en 50 mM Tris-HCl pH 7,5. 

 

 La afinidad con la que el ligando marcado se une a sitios µ se determinó por 

ensayos de saturación con concentraciones crecientes del [125I]-Tyr27 β
h-endorfina-(1-31) 

(1pM-3nM), en presencia de ICI-174864 300 nM (RBI). Este antagonista opioide δ-

selectivo, a dicha concentración, bloquea la unión de [125I]-Tyr27βh-endorfina-(1-31) a 

receptores tipo δ, restringiendo las uniones específicas del neuropéptido sólo a receptores 

opioides µ (Garzón y col., 1998). La unión inespecífica se determinó en presencia de 1 µM 

de β-endorfina humana (1-31) (Peninsula Laboratories). 

 

En todos los casos, los tubos de reacción se incubaron 90 minutos en un incubador 

a 25°C y en agitación, condiciones en las que se alcanza una situación de equilibrio. 

Transcurrido ese tiempo, el contenido de los tubos se filtró rápidamente a través de filtros 

de fibra de vidrio (Whatman GF/B) previamente sumergidos durante 3 horas en tampón 

Tris-HCl/0,3% poelietilenamina pH 7,5-7,7. Los filtros se lavaron 3 veces con 4 mL de 

este tampón, a 4°C, realizándose el contaje en un contador de radiación gamma (LKB 

Compugamma CS counter). 

2.14.- Microscopía electrónica. 

2.14.1.- Fijación. 

Debido a que las muestras para microscopia electrónica han de ser expuestas a 

un vacío muy intenso, no es posible la observación de las muestras vivas y húmedas. De 
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esta manera, una vez purificada la fracción rica en caveolas, se fijó primero con 

glutaraldehido 2,5%, que une covalentemente las moléculas proteicas a sus vecinas, 

durante 60 minutos. Después se lavaron dos veces con tampón fosfato 0,1 M a pH 7,5, 

siendo el tiempo de cada lavado de 2 minutos, y se fijaron 1 hora con tetróxido de 

osmio, que une y estabiliza las bicapas lipídicas y también las proteínas. Una vez 

transcurrido ese tiempo, los cortes se lavaron con tampón fosfato 0,1 M pH 7,5. 

2.14.2.- Deshidratación e inclusión. 

 Debido a que los electrones tienen un poder penetrante muy limitado, 

normalmente los tejidos fijados son cortados en secciones extremadamente finas antes 

de poder observarlos. Esto se logra deshidratando la muestra e infiltrándola con una 

resina monomérica que polimeriza formando un bloque sólido de plástico. 

 

Así, se procedió a deshidratar la muestra pasándola por alcoholes de 

concentración creciente (70º, 96º, 100º), se realizaron dos baños de cinco minutos cada 

uno, excepto en el caso del alcohol de 100º, en el que la duración fue de diez minutos 

cada uno. Después de la deshidratación, los cortes se sumergieron dos veces, durante 

diez minutos, en 1,2-óxido de propileno puro. 

 
Seguidamente, las muestras se introdujeron en una mezcla araldita/óxido de 

propileno (1:1) durante una hora. La composición de la resina araldita es: 10 gramos de 

Araldita 502 resina, 8 gramos de anhídrido de un ácido dicarboxílico con cadena lateral 

alifática (DDSA) y 0,5 mL de ftalato de butilo (BDMA). A continuación, los cortes se 

sumergieron en araldita pura y se guardaron a 4ºC durante toda la noche. 

 

Al día siguiente, se preparó, en una cápsula Beem, una mezcla nueva de araldita en 

la cual se introdujeron las muestras durante 3-4 horas, esta vez a temperatura ambiente. 

Una vez transcurrido este tiempo, se procedió a polimerizarlos en una estufa a 60ºC 

durante 48 horas. 
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2.14.3.- Cortes semifinos, ultrafinos. 

Tras la polimerización, el bloque sólido de resina se observó al microscopio óptico 

para seleccionar las áreas de estudio, y se procedió a cortar con una cuchilla de vidrio en 

un ultramicrotomo Reichert-Jung ULTRACUTE, con un espesor de 1-2 micras, 

obteniéndose así los cortes semifinos Seguidamente, estos cortes se depositaron en un 

portaobjetos con Araldita polimerizada y se tiñeron con azul de toluidina-bórax. Tras 

observarlos al microscopio óptico, se seleccionaron las zonas de interés para su 

observación al microscopio electrónico, y se realizan en las zonas elegidas los cortes 

ultrafinos. 

 

Para ello, el corte se transfiere a una cápsula Beem con Araldita 502, y se 

adhiere con adhesivo cianocrílico. Los cortes ultrafinos se realizaron con un 

ultramicrotomo Reichert-Jung ULTRACUTE a 70 nm y se recogieron en rejillas de ojal 

cubiertas con una membrana de Formvar. 

2.14.4.- Tinción y observación al microscopio electrónico. 

 Por último y con el fin de aumentar el contraste de la muestra, procedimos a su 

tinción con nitrato de plomo. Para ello, las rejillas se colocaron sobre una gota de 

acetato de uranilo, previamente filtrado, y se mantuvieron en oscuridad durante 1 hora. 

 

Posteriormente, se efectuaron tres lavados con agua destilada y se colocaron las 

rejillas sobre una gota de nitrato de plomo en una atmósfera saturada de Na0H, que 

evita la formación del precipitado de carbonato de plomo, el cual entorpece la 

observación del corte en el microscopio. De nuevo, se lavan las rejillas en abundante 

agua destilada y se dejan secar. 

 

Finalmente, los cortes se observaron con un microscopio electrónico de 

transmisión JEOL 1200 EX II a 80 KV. 
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2.15.- Microscopía confocal. 

 El microscopio confocal utiliza una óptica fluorescente, pero en lugar de 

iluminar toda la muestra a la vez, en cada instante enfoca un pequeño punto luminoso en 

una profundidad determinada de la muestra y consigue una elevada resolución al 

eliminar la luz que proviene de las zonas fuera de los focos superior e inferior a este 

plano. 

 

 Para la observación de las muestras al microscopio confocal se procedió a 

administrar a cultivos de astrocitos confluentes de corteza cerebral de rata, crecidos 

sobre cubres de cristal de 10 mmm de diámetro pretratados con poli-L-lisina, o sobre 

placas de Petri de 9 cm de diámetro, 0,1 µg/µl de la proteína recombínate Gαi2-

miristoilada marcada con una sonda fluorescente (FLUOS) en BME/F-1S. Los 

protocolos completos en los que se indican los tiempos de incubación y las cantidades 

administradas, se detallan puntualmente en cada uno de los experimentos 

correspondiente. 

 

En todos los casos, tras el tratamiento con las Gαi2-miristoiladas exógenas, los 

astrocitos se lavaron varias veces con tampón fosfato 0,1 M pH 7,4, para eliminar el 

medio de cultivo y la Gαi2 exógena que no ha penetrado en el interior de la célula. 

Previo a la observación con el microscopio confocal, las muestras fueron fijadas con 4% 

de paraformaldehído durante 10 minutos a temperatura ambiente. Y para favorecer la 

observación en el confocal se depositaron unas gotas de tampón fosfato/glicerol al 50%, 

entre el porta donde se coloca la muestra y el cubreobjeto, evitando la presencia de 

burbujas de aire entre la película oleosa y el cristal que entorpecen el estudio. 

 

Finalmente, las muestras fueron examinadas con el microscopio confocal 

(LEICA TCS 4D) equipado con un láser de argón/criptón con un pico de excitación de 

488 nm, obteniéndose imágenes de alta resolución que nos permitieron determinar la 

distribución de la Gαi2 exógena en la célula, y cuya información pudo ser cuantificada 

con el CYTOFLUOR (System 2300, Millipore). 
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1.- Desarrollo de la tolerancia y dependencia a la morfina crónica. 

 El presente estudio fue diseñado para confirmar el desarrollo de la tolerancia a la 

morfina crónica en ratones a los que se les administró vía subucutánea (s.c.) una 

suspensión oleosa del opioide, con el fin de utilizar este modelo en los estudios 

bioquímicos y comportamentales. 

 

Con este objetivo a los ratones se les implantó 10mL/kg de una suspensión 

oleosa que contiene 0,1g/mL de morfina, y el desarrollo de la tolerancia se determinó 

mediante la pérdida de efectividad analgésica en el test del tail-flick. La dependencia se 

indujo al administrar por vía intraperiotoneal 5 mg/kg del antagonista opioide naloxona, 

provocando la aparición brusca del síndrome de abstinencia. Las características 

observadas para medir la dependencia fueron la conducta de salto típica de este 

síndrome (jumping), la pérdida de peso corporal y la diarrea. 

 

 Los niveles de morfina en suero y cerebro de estos ratones también se 

determinaron por radioinmunoensayo con el fin de poder establecer una correlacción 

farmacológica de los efectos analgésicos medidos, con la presencia del opioide que se 

libera de la suspensión en el transcurso del tiempo. 

 

Durante la primera hora del tratamiento crónico, la analgesia alcanzó el umbral 

prefijado de seguridad de 10 segundos de latencia en el test, después la respuesta 

comienza a disminuir de forma dependiente del tiempo. Así, aunque la morfina presenta 

niveles circulantes que alcanzan valores entre el rango de 13 a 2 nmol/mL en sangre 

desde las 3 horas hasta los 3 días de la implantación de la suspensión de morfina (Figura 

14), el nivel de analgesia con respecto al grupo de animales control es a las 6 horas de 

sólo un 50%. Los ratones rápidamente desarrollaron tolerancia a este efecto la cuál fue 

máxima a las 24-48 horas después de iniciar el tratamiento crónico con el opioide 

(Figura 15). Al cuarto día los valores medidos en sangre de morfina fueron de 1 

nmol/mL y descendieron a 0,008 nmol/mL al séptimo día. Además, la desaparición de 

la morfina del suero se correlacciona con un aumento gradual en la respuesta a una 

dosis de 10 nmol de morfina administrada vía intracerebroventricular (i.c.v.), que se 
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sabe produce acerca de un 80% del máximo efecto posible (MEP) en ratones control 

(Figura 15 ). La potencia de esta dosis de morfina se recupera a los 10 días de la 

implantación de la suspensión oleosa. 
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Figura 14. Los niveles de morfina liberados de la suspensión oleosa en (A) suero (nmol/mL) y 
(B) cerebro (nmol/g de cerebro) fueron analizados hasta el décimo día después de la 
implantación de la suspensión del opioide mediante radioinmunoensayo. Cada punto es la 
media ± E.S.M. de los valores obtenidos en 4-6 ratones. El análisis estadístico aplicado fue, 
como en los experimentos anteriores, el análisis de varianza (ANOVA) seguido del test de 
Student-Newman-Keuls. El nivel de significación empleado fue P < 0,05. 
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Figura 15. Evaluación del desarrollo de la tolerancia A los animales, a tiempo 0, se les 

inyecto la suspensión oleosa de morfina (0,1 g/mL) vía s.c., evaluándose la respuesta 

analgésica a diferentes intervalos (∆), mediante el test de tail-flick. En paralelo, se midió a 

los mismos intervalos y en grupos de animales distintos, que también han recibido la 

suspensión del opioide, la antinocicepción inducida por una dosis de morfina (10 

nmol/ratón), administrada i.c.v. (О). Para cada intervalo se utilizó un grupo de animales 

diferente. Los valores son la media ± E.S.M. de grupos de 8 a 15 animales. * Diferencias 

significativas respecto al grupo control implantado con la suspensión oleosa de morfina que 

recibieron el vehículo salino en lugar de la morfina i.c.v. (ANOVA, Student-Newman-

Keuls, P < 0,05). La línea discontinua indica el efecto analgésico inducido por una dosis 

i.c.v. de 10 nmol de morfina en ratones que han recibido la suspensión oleosa sin morfina 

(placebo).  

 
 

Estos resultados fueron completados con los obtenidos al precipitar el síndrome 

de abstinencia a ratones expuestos a la morfina crónica, tras la administración i.p. de 5 

mg/kg del antagonista opioide naloxona. A las 24 horas después de iniciar el tratamiento 

con el opioide, la mayoría de los ratones (>95%) presentaron diarrea, y un número de 

saltos por ratón de una media de 26±6,5 (n=20) (Figura 16). Estos animales también 
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mostraron una pérdida de peso corporal de 5,3±0,4%. Sin embargo, a los 7 días de 

iniciar el tratamiento con la morfina la naloxona no fue capaz de inducir ninguno de 

estos síntomas. 
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Figura 16. El grado de dependencia a la morfina se valoró midendo la intensidad del síndrome de 

abstinencia en ratones tolerantes. Transcurridos 1, 3 ó 7 días de la inyección s.c. de la suspensión 

del opioide, se precipitó el síndrome de abstinencia con la administración de naloxona (5 mg/kg 

i.p.). El signo analizado fue la conducta saltatoria (jumping) típica de este síndrome, su presencia 

e intensidad, fue evaluada en los grupos de animales tolerantes a los distintos intervalos. Los 

valores son la media ± E.S.M. (n=20).* Diferencias significativas con respecto al grupo de 

animales control. Se aplicó el test de probabilidad de Fisher para determinar el % de ratones que 

presentan este signo, o el análisis de la varianza (ANOVA) seguido del test de Student-Newman-

Keuls para su cuantificación . El nivel de significación empleado fue de P < 0,05. 

 

 

Por tanto, el uso de la suspensión oleosa proporciona un modelo que permite 

alcanzar rápidamente niveles de morfina en suero que disminuyen paulatinamente hasta 

los 4 ó 5 días tras su implantación s.c.. Así, se obtienen animales post-dependientes a 

los 6-8 días de iniciar el tratamiento crónico, sin requerir la eliminación de la 

suspensión oleosa del opioide. 
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2.- Efecto de la administración crónica de opioides sobre los niveles de las diferentes 

PKCs en la corteza cerebral de ratón. 

 La activación crónica del receptor opioide tipo µ desencadena en las células una 

serie de mecanismos adaptativos que se manifiesta en los conocidos fenómenos de 

tolerancia/dependencia. En un principio se pensaba que estos mecanismos actuaban a 

nivel del receptor e implicaban su fosforilación por varias clases de GRKs (G-protein 

coupled Receptor kinases). Actualmente se ha ampliado la idea de regulación a nivel de 

las proteínas transductoras G, así como de proteínas que modulan su función, como las 

RGS (Regulator of G-protein Signaling) que regulan la función de la subunidad Gα por 

activación de la actividad GTPasa intrínseca de estas subunidades, o la fosducina y 

proteínas tipo fosducina, las cuales condicionan la capacidad de las subunidades Gβγ 

libres para unirse a diferentes efectores y también a las subunidades Gα. 

 

Entre los diferentes efectores regulados por las proteínas G se encuentra la 

fosfolipasa C y su quinasa asociada, la PKC (proteín kinase C) que parece estar 

implicada en los fenómenos de tolerancia, puesto que sus activadores elevan la 

fosforilación del receptor tipo mu, mientras que los inhibidores reducen el efecto de la 

quinasa (Gucker y Bidlack, 1992; Ueda y col., 1995; Zhang y col., 1996). La PKC es 

capaz de modular in vitro varios pasos del sistema de transducción adenilato 

ciclasa/AMP cíclico/proteína quinasa A, como la regulación de la fosforilación e 

inactivación funcional de las proteínas Gi (Strassheim y Malbon, 1994), con el 

consecuente aumento de la actividad de la adenilato ciclasa (Yoshimasa y col., 1987). 

 

 Además, algunos estudios revelan que la proteína quinasa dependiente del 

AMPc (PKA) (Harada y col., 1990), proteína quinasa dependiente de Ca2+/calmodulina 

de tipo II (CaMKII) (Koch y col., 1997) y quinasas de receptores acoplados a proteínas 

G (GRKs) (Pei y col., 1995; Zhang y col., 1998) ejercen un importante papel en la 

fosforilación del receptor opioide. Pero son los mecanismos mediados por PKC y GRK 

los que parecen ser claves para el desarrollo de la desensibilización e internalización del 

receptor opioide (Zhang y col., 1996, 1998). 
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 En una primera fase, el trabajo de investigación se centró en determinar el efecto 

de la administración crónica de morfina sobre los niveles de las diferentes PKCs así 

como la evolución de los posibles cambios durante la abstinencia hasta la recuperación 

de la respuesta normal a los opiáceos. 

2.1.- Efecto del tratamiento crónico de morfina sobre los niveles de las diferentes 
PKCs en la corteza cerebral de ratón. 

 La PKC es una familia de serina/treonina quinasas abundantes en el cerebro, que 

tras su activación se translocan desde el citosol a la membrana. Con el fin de determinar 

el efecto de la administración crónica de morfina sobre los niveles de las diferentes 

PKCs así como la evolución de los posibles cambios durante la abstinencia hasta la 

recuperación de la respuesta normal a los opiáceos, estudiamos la fracción citosólica y 

de membrana de la corteza cerebral de ratones a los que se implantó 10mL/Kg de una 

suspensión oleosa que contiene 0,1g/mL de morfina. 

 

En base a la respuesta analgésica y como se ha descrito en el apartado anterior, 

se eligieron los tiempos en los que realizamos este estudio, uno en el que el animal es 

tolerante a la morfina, que coincide con las 24 horas después de iniciar el tratamiento 

con el opioide, y otro en el que los animales recuperan la respuesta con respecto a los 

controles (7 días después de la implantación de la suspensión oleosa). Estas 

preparaciones fueron resueltas por SDS-PAGE y transferencia a membranas de PVDF, 

cuantificándose la señal obtenida en un densitómetro óptico GS-700 y el programa 

Molecular Analyst (v 1.5) (BioRad). 

 

En ambas fracciones, los anticuerpos revelaron proteínas inmunorreactivas de 

pesos moleculares de ~80kDa para PKCα, PKCβ (βI y βII), y PKCγ y de 90kDa para 

PKCε (Figura 17). 

 

Después de 24 horas de tratamiento crónico con morfina, la intensidad de la 

inmunorreactividad de la PKCα en la fracción citosólica de la corteza cerebral de ratón 

fue un 26±4% mayor que en los controles mientras que en los niveles de PKCγ, PKCβI, 

PKCβII y la PKCε se produce una disminución de los niveles de un 19±3%, 35±6%, 

22±%4 y 15±7%, respectivamente (Tabla 3; Figura 17). 
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En ratones abstinentes (7 días después de la implantación de la suspensión con 

morfina), en los que se observa una recuperación de la respuesta analgésica a la morfina 

con respecto a los ratones control, persisten los cambios en los niveles de PKCα, pero 

en este caso, disminuyeron un 35±5% y hasta un 57±8% y 39±7% de PKCγ y PKCε, 

siendo los niveles de PKCβI y PKCβII similares a los obtenidos en los animales control. 

 

En la fracción de membrana se observó una tendencia de aumento de los niveles 

de PKCα, PKCβI, PKCγ y PKCε, o de disminución en los niveles de PKCβII. Sin 

embargo, estos valores no fueron significativamente estadísticos. Esto es debido a que la 

cantidad de PKC que se trasloca del citosol a la membrana en respuesta a la morfina 

crónica constituye una fracción minoritaria del total asociado a la membrana plasmática 

celular (Huang y col., 1987). En ratones abstinentes, los niveles de todas las PKCs 

fueron similares a los animales control (Tabla 3). 

 

La interacción de la PKC con la membrana parece más compleja que la mera 

unión del enzima con alguno de sus lípidos y se ha descrito la existencia de proteínas, 

los receptores de PKC activada (RACK- receptor for activated C-kinases), que se unen 

a la quinasa de forma dependiente de fosfolípidos y podrían influir en la interacción, 

proporcionando especificidad a la misma. Por ello, en el estudio se ha incluido la 

RACK-1 que parece relacionarse con su translocación a la fracción de membrana. 

 

El anticuerpo anti-RACK-1 mostró una banda inmunorreactiva de 36 kDa en la 

fracción citosólica y de membrana de la corteza cerebral de ratón. Esta proteína parece 

sufrir una regulación a la baja (down-regulation) en citosol a las 24 horas y 7 días de 

comenzar el tratamiento crónico con morfina, disminuyendo las señales un 30±5% y un 

74±10% respectivamente, y aumenta en la fracción de membrana de la corteza cerebral 

de ratones tolerante/dependientes y abstinentes (Tabla 3; Figura 17). 

 

                        % Cambio de la inmunorreactividad de PKCs y RACK-1 

Citosol Membrana (P2) 
PKC (RACK-1) 

1 7 días 1 7 días 
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PKCα 26 ± 4* -35 ± 5* 11 ± 4 -5 ± 6 

PKCβI -35 ± 6* -5 ± 6 10 ± 7 12 ± 6 

PKCβII -22 ± 4* -11 ± 5 -7 ± 3 12 ± 5 

PKCγ -19 ± 3* -57 ± 8* 10 ± 5 3 ± 2 

PKCε -15 ± 7 -39 ± 7* 15 ± 6 17 ± 6 

RACK-1 -30 ± 5* -74 ± 10* 40 ± 6* 80 ± 11* 

 
Tabla 3. Variaciones de la inmunorreactividad de PKCs y RACK-1 en la corteza cerebral 

de ratones tolerante/dependientes (24 horas después de la administración s.c. de una 

suspensión oleosa de morfina) y abstinentes con respuesta normal a opioides (7 días tras la 

implantación del opioide). A partir de la corteza cerebral de 5 ratones se prepararon las 

fracciones de citosol y membrana que fueron solubilizadas para su análisis por SDS-PAGE 

y transferencia a PVDF. Las bandas inmunorreactivas fueron analizadas por 

densitometría óptica. Los valores son la media ± E.S.M de tres experimentos 

independientes. * Diferencias significativas con respecto al grupo control que fue 

implantado con una suspensión oleosa sin el opioide. ANOVA, test Student-Newman-Keuls, 

P < 0,05. Experimentos representativos de la inmunodetección de estas proteínas son 

mostrados en la figura 17. 
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2.2.- Efecto del tratamiento crónico de deltorfina II sobre los niveles de las 
diferentes PKCs en la corteza cerebral de ratones knock-out del receptor opioide 

mu. 
 Mediante el empleo de técnicas de recombinación homóloga, se han conseguido 

ratones mutantes (knock-out) en los que se han suprimido los genes responsables de la 

expresión de cada uno de los receptores opioides mu, delta y kapa. Su utilización ha 

permitido importantes avances en el conocimiento de los mecanismos implicados en las 

respuestas analgésicas y los fenómentos de dependencia inducidos por los opiáceos 

(Matthes y col., 1996). 

 

 Nosotros pudimos disponer de las estructuras del S.N.C. de ratones 

mutantes deficientes en el receptor opioide µ, que han recibido un tratamiento 

crónico con un agonista opioide selectivo del receptor δ, la deltorfina II, 

generosamente cedidas por el Dr R. Maldonado del Laboratorio de 

Neurofarmacología de la Facultad de Ciencias de la Salud y la Vida de la 

Universidad Pompeu Fabra de Barcelona. 

 

La disponibilidad de estos ratones modificados genéticamente que han 

recibido un tratamiento crónico con un agonista δ, aporta un modelo de estudio a 

nivel comportamental y bioquímico, del desarróllo de la dependencia física en un 

modelo animal carente del receptor opioide µ (Maldonado y col., 2001). 

 

 
Figura 17. Inmunodetección de PKCs y RACK-1 en la corteza cerebral de ratones 

tolerante/dependientes y abstinentess a morfina. En el día 0 se muestran las inmunoseñales 

correspondientes a los animales que recibieron vía s.c. la suspensión oleosa sin morfina 

(placebo). En el día 1 1as procedentes de animales tolerante/dependientes que han sido 

inyectados (24 h antes del análisis) con la suspensión oleosa de morfina, y en el 7º día se 

muestran las señales obtenidas con los animales que han recibido el tratamiento de morfina 

y que muestran en este intervalo, después de la inyección s.c. de la suspensión oleosa, una 

respuesta analgésica normal a morfina y que no presentan la dependencia física a una dosis 

de naloxona. 80µg de proteína de la fase soluble (citosol) o de la fracción de membrana (P2) 

fueron cargados por calle en geles de un 8-16% de poliacrilamida/2,6% bis-acrilamida. 

En este sentido, considerando que los agonistas del receptor delta producen 

una dependencia física moderada, menor que la inducida con el tratamiento 
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crónico de un agonista mu (Cowan y col., 1988; Maldonado y col., 1990), se diseño 

un estudio en el que de forma análoga al apartado anterior, se analizara a nivel 

bioquímico este fenómeno, midiendo en ratones knock-out del receptor µ los niveles 

de varias isoenzimas de PKCs, las cuales, se asocian con el desarrollo de tolerancia 

y dependencia a los opioides que actúan a través de este receptor (Narita et al., 

1995; Fundytus y Coderre, 1996), y analizar así, la participación de estos receptores 

en el desarrollo de la dependencia opioide. 

 

Los niveles de PKCs fueron determinados en ratones wild-type (que 

presentan el genotipo salvaje) y knock-out del receptor opioide µ a los que se les ha 

administrado una dosis aguda de naloxona al 6º día de iniciar el tratamiento 

cronico con salino o deltorfina II. Inmediatamente después los animales fueron 

sacrificados por decapitación, extrayéndose la corteza cerebral a partir de la cuál 

se prepararon las fracciones de citosol y membrana que fueron analizadas por 

SDS-PAGE transferidas a una membrana de PVDF y reconocidas con un 

anticuerpo específico. 

 

En ambas fracciones los anticuerpos revelaron proteínas inmunorreactivas 

a pesos moleculares de ~80kDa para PKCα, PKCβ (I y II) y PKCγ. En la fracción 

citosólica procedente de ratones knock-out y wild-type no se observaron variaciones 

significativas de los niveles de las distintas PKCs inducidos por el salino. Sin 

embargo, en animales wild-type aparecen diferencias en los niveles de las PKCs 

después del tratamiento con deltorfina II, observándose un aumento significativo 

de la inmunoseñal asociada a PKCα, PKCβI, PKCβII y PKCγ en la fracción 

soluble de la corteza cerebral. Los valores aparecen representados en la Tabla 4. 

En contraste, el tratamiento crónico con el péptido opioide no cambió los niveles de 

las PKCs en ratones knock-out del receptor opioide mu. 

 

Al igual que en los ensayos anteriores en los que se administró la suspensión 

oleosa de morfina a ratones, los niveles de las distintas PKCs en ratones knock-out 

abstinentes, fueron similares a los animales control (Tabla 4). 
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% Cambio de la inmunorreactividad de PKC  

                                            Citosol 

PKC +/+ -/- 

PKCα 57 ± 6* -5 ± 2 

PKCβI 92 ± 8* -10 ± 4 

PKCβII 122 ± 10* -7 ± 3 

PKCγ 35 ± 4* 10 ± 3 

 
Tabla 4. Efecto del tratamiento crónico con deltorfina II sobre los niveles de PKCs en la corteza 
cerebral de ratones control o wild-type (+/+) y ratones carentes en el receptor opioide µ o knock-
out (-/-). Los ratones recibieron un tratamiento crónico con salino o deltorfina (10µg/h en 1µl 
i.c.v. durante 6 días), y fueron decapitados después de la administración de una dosis de 
naloxona (3mg/kg, s.c.) y la posterior evaluación del síndrome de abstinencia. Para cada 
determinación la corteza cerebral de 5 ratones se fraccionó para obtener la fracción soluble 
(citosol), que se solubilizó para su análisis por SDS-PAGE y transferencia a PVDF (80µg de 
proteína/calle). La detección con anticuerpos específicos fue cuantificada por densitometría 
óptica. Los valores son la media ± E.S.M. de cuatro experimentos. * Diferencias significativas 
con respecto al grupo que recibió el salino. ANOVA, test Student-Newman-Keuls (P < 0,05). 
Los experimentos representativos de la inmunodetección de estas proteínas en el citosol son 
mostrados en la figura 18. 
 

 
Figura 18. Inmunodetección de PKCs en la corteza cerebral de ratones carentes en el receptor 
opioide µ (knock-out), que han recibido tratamiento crónico con deltorfina II. (+/+) corresponde 
a las inmunoseñales de ratones control o wild-type y (−/−) a ratones knock-out del receptor 
opioide µ. Se observaron bandas inmunorreactivas de ∼80 kDa para PKCα, PKCβI, PKCβII y 
PKCγ, que corresponden con el peso molecular descrito. Las señales fueron detectadas mediante 
un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado a la peroxidasa, tras la adición del 
sustrato 3,3’-diaminobencidina. 
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3.-Estudio de las proteínas moduladoras de la función de las proteínas G. 

 Se ha demostrado que el proceso de desensibilización de los receptores opiodes 

actúa también a nivel de las proteínas transductoras G, produciéndose adaptaciones en 

el estado funcional o disponibilidad de las subunidades Gα y Gβγ y de varias proteínas 

conocidas por modular su función. Las proteínas que comparten el dominio RGS, se une 

a las subunidades Gα-GTP activas capaces de regular efectores, para acelerar el 

metabolismo a Gα-GDP (inactivación) y forzar su retorno a la regulación receptorial. 

Las proteínas tipo fosducina regulan la función de las proteínas G al unirse a las 

subunidades Gβγ libres para evitar la acción de quinasas específicas de receptor (GRKs) 

y también prevenir la señalización que sobre efectores específicos realizan los dímeros 

Gβγ. 

 

 En una segunda fase del trabajo se evaluó la importancia de estas proteínas 

reguladoras en efectos comportamentales mediados por un receptor G, el receptor 

opioide, así como su participación en los procesos de desensibilización de este receptor, 

principalmente la tolerancia a corto plazo o taquifilaxia. 

3.1.- Estudio de las proteínas RGS (Regulator of G-protein Signaling) en el S.N.C. de 

ratón. 

3.1.1.- Implicación de las RGS en la analgesia inducida por morfina. 

 Se analizó el papel en la respuesta analgésica mediada por el receptor opioide µ 

de diferentes subtipos de RGS, cuya presencia ha sido descrito en S.N.C. (DeVries y 

col., 2000; y referencias citadas). El efecto antinociceptivo supraespinal producido por 

la administración i.c.v. de una dosis de 3 nmol por ratón de morfina, fue establecido 

mediante el test de tail-flick a los 30 y 90 minutos después de la inyección. Estos 

intervalos de tiempo corresponden a la aparición del pico de máximo efecto analgésico 

y a un tiempo en el que se reduce la potencia analgésica a la mitad, respectivamente. En 

la figura 19 aparecen representados estos efectos con una línea discontinua. 

 

Una vez obtenidas las respuestas basales de los animales frente al estímulo 
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nociceptivo térmico, con un valor medio de 1,6±0,1 segundos (n=10), los ratones se 

distribuyeron, para cada intervalo de medida (30 y 90 minutos) en quince grupos 

homogéneos que fueron los siguientes: 

 

► un grupo de animales control a los que se les administró i.c.v. el vehículo 

salino para valorar el posible efecto sobre la analgesia de las inyecciones 

 

► un segundo grupo que recibió un oligodeoxinucleótido aleatorio o random 

(ODN-RD) para evaluar los posibles efectos tóxicos y/o variaciones de la 

analgesia producidas por la administración de nucleótidos sulfotionados y 

finalmente, se incluyeron 

 

► trece grupos que fueron inyectados con los ODNs frente a las secuencias de 

nucleótidos del ARNm que codifica distintas RGS:  

 
►► tres grupos cada uno de los cuales recibieron un ODN frente a 

distintas   

secuencias del ARNm que codifica la síntesis de la RGS2 (ODN428-443, 

ODN743-758 y ODN1211-1227) 

 

►► un grupo que recibió un ODN105-120 frente a la secuencia de 

nucleótidos del 105-120 del ARNm de la RGS3 

 

►► un grupo que recibió un ODN310-326 dirigido al ARNm de la RGS4 

 

►► un grupo tratado con el ODN389-404 frente a la RGS5 

 

►► otro grupo de ratones a los que se les administró un ODN1381-1397 para 

bloquear la síntesis de la RGS7 

 

►► tres grupos que recibieron un ODN frente a distintas secuencias del 

ARNm de la RGS9-2 (ODN532-547, ODN973-978 y ODN1234-1249) 
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►► y tres grupos que recibieron el ODN165-180, ODN431-446 o el ODN832-850 

dirigidos a reducir la expresión de la RGS12, RGS14 y RGS16, 

respectivamente. 

 

El tratamiento con los ODNs seleccionados para este estudio no alteró la latencia 

basal de los animales al estímulo nociceptivo térmico. La disminución de la síntesis de 

las proteínas RGS4, RGS7, RGS9-2, RGS12, RGS14 o RGS16, con los distintos ODNs, 

incrementó la amplitud y duración de la antinocicepción inducida por la morfina, 

mientras que en los animales con una expresión reducida de RGS2 y RGS3 se observa 

una disminución de estos parámetros. La mejora de la actividad opioide es aún más 

pronunciada cuando disminuye la actividad analgésica a los 90 minutos después de la 

inyección del opioide. El ODN frente a la RGS5 no cambió el perfil analgésico 

mostrado por la morfina. 

 

 En la figura 19 se muestran los resultados obtenidos, pudiendo establecerse que 

algunas RGS liberan rápidamente Gα-GDP para reconstituir con Gβγ las G triméricas, 

como RGS2 o RGS3, mientras que las otras RGS analizadas en el estudio, excepto la 

RGS5, retrasan el retorno de Gα-GDP, lo que produce una disminución progresiva del 

efecto agonista. 

 

 Este estudio ponen de manifiesto que según el tipo de proteína RGS de que se 

trate se puede modular en una u otra dirección la duración y amplitud de la respuesta 

fisio/farmacológica mediada por el receptor opioide µ. En base a los resultados 

obtenidos en analgesia y con el fin de analizar su participación en los procesos de 

desensiblización de este receptor (taquifilaxia y tolerancia crónica), se seleccionaron 

dos de estas proteínas reguladoras de la función de la proteína G: la RGS2 y RGS9, que 

ejercen acciones opuestas sobre la antinocicepción opioide. En este sentido, la RGS2 

disminuye la potencia analgésica a morfina, mientras que la RGS9 la aumenta. 
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Figura 19. Efecto de la administración subcrónica de los ODNs frente a distintas RGS 

sobre la analgesia supraespinal inducida por el opioide agonista morfina (3 nmol/ratón) a 

los 30 y 90 minutos de su inyección i.c.v.. Con cada ODN se utilizó un grupo diferente de 10 

ratones y se llevaron dos grupos control que recibieron el vehículo salino o el ODN-RD. La 

respuesta antinociceptiva se expresa como el % MEP. Los valores son la media ± E.S.M. de 

cada grupo. * Diferencias significativas con respecto a los controles. Análisis de varianza 

(Anova) seguido del test de Student-Newman-Keuls. El nivel de significación empleado fue 

P < 0,05. 
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3.1.2.- Presencia y distribución de RGS2 y RGS9-2 en diferentes áreas del S.N.C. 

de ratón. Eficacia y selectividad de los ODNs. 

 La eficacia y selectividad de los tratamientos con los ODNs fue analizada con 

anticuerpos dirigidos a las proteínas RGS2 y RGS9, al mismo tiempo que confirmamos 

la presencia y distribución de estas proteínas en las distintas estructuras del S.N.C. de 

ratón. 

 

Tras el tratamiento subcrónico con el ODN específico, los animales fueron 

sacrificados, extrayéndose las distintas estructuras cerebrales: corteza cerebral, estriado 

y SGPA sobre las que realizamos el estudio de inmunodetección. Los grupos controles 

recibieron las correspondientes inyecciones con los ODN-mismatch de cada uno de los 

ODNs empleados en el estudio. Las estructuras procedentes de 4 ratones se procesaron 

para obtener las fracciones de membrana (P2) que fueron resueltas por SDS-PAGE y 

transferidas a un soporte sólido (blot), para su reconocimiento con los anticuerpos 

específicos anti-RGS2 y anti-RGS9-2 (Western Blotting). 

 

La inmunodetección reveló una proteína de ~ 28 kDa para RGS2 (Heximer y 

col., 1997) y de ~ 77 kDa para RGS9-2, respectivamente (Rahman y col., 1999), en 

todas las estructuras analizadas, demostrando así su presencia y distribución en el 

S.N.C. de ratón. La cuantificación de la intensidad de las señales por densitometría, en 

animales control, revela una mayor presencia de la proteína RGS9-2 en estriado que en 

corteza cerebral o SGPA en los ratones CD-1 empleados en el estudio. De la misma 

manera, RGS2 es más abundante en estriado y corteza cerebral que en la SGPA (Figura 

20). 

 

En las estructuras procedentes de animales tratados con el ODN frente a la 

RGS2, se observó una disminución significativa en el inmunomarcaje de la RGS2 con 

respecto al grupo de animales control. En la figura 20 se presentan los datos 

correspondientes al ODN743-758-RGS2 frente al control (con el ODN-mismatch). Los 

porcentajes de disminución fueron de 55±5* en el estriado, 44±4* en la corteza cerebral 

y 51±5* en la SGPA. 
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Los tres ODNs frente a la RGS9-2 condujeron a descensos similares de la 

inmunorreactividad asociada a esta proteína. Los porcentajes de disminución del 

ODN973-978-RGS9-2 frente al mismatch fueron: 40±4* para el estriado, 60±5* para la 

corteza cerebral y 48±5* para la SGPA (los valores son la media ± E.S.M. de tres 

experimentos independientes; * indica diferencias significativas respecto al grupo 

control inyectado con el ODN-mismatch; P < 0,05, ANOVA, Student-Newman-Keuls). 

El tratamiento con los ODNs mismatch: ODNs-RGS2M o ODNs-RGS9-2M no alteró la 

inmunorreactividad asociada a RGS2 o RGS9-2. 
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Figura 20. Inmunodetección de RGS9-2 y RGS2 en estructuras de cerebro de ratón. Para 
RGS9-2 se cargaron por calle 45, 60 y 80 µg de proteína procedente de membranas P2 de 
estriado, sustancia gris periacueductal (SGPA) y corteza cerebral de ratón, que fueron 
analizadas en geles de 10-20% acrilamida/2,6% bisacrilamida. De la misma manera, para 
el análisis de la RGS2 60 µg de proteína de membranas P2 de cada una de las estructuras 
fueron analizadas por calle. Además, la eficacia del tratamiento con el ODN743-758-RGS2 y 
ODN973-978-RGS9-2 fue comprobada con los anticuerpos específicos de cada proteína. 
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En los animales knock-down de RGS2 o RGS9-2 tampoco se alteró la expresión 

de otras proteínas implicadas en la señalización celular, como son las subunidades Gβ1/2 

y la Gα i2 o el receptor opioide µ (Figura 21). 

 

 
Figura 21. La selectividad del tratamiento con el ODN743-758-RGS2 y ODN973-992-RGS9-2 se 

comprobó con anticuerpos frente a las subunidades Gβ1/2, Gαi2 y receptor opioide mu (µ-RO). 

60 µg de proteína de membranas P2 de la SGPA de ratón fueron solubilizados con SDS y 

resueltos en geles de 10-20% acrilamida/2,6% bisacrilamida. 

3.1.3.- Efecto de la RGS2 y RGS9-2 en la tolerancia aguda inducida por morfina. 

 Con la finalidad de investigar la influencia de las proteínas RGS2 y RGS9-2 en 

la tolerancia aguda opioide, se administró una dosis de morfina a cuatro grupos de 

animales que han recibido el tratamiento con el ODN973-978-RGS9-2, el ODN743-758-

RGS2 o sus correspondientes mismatch: ODN973-978-mismatch-RGS9-2 y ODN743-758-

mismatch-RGS2. 

 

 Debido a que el tratamiento con el ODN dirigido a bloquear la síntesis de la 

RGS2 produce una disminución de la potencia analgésica inducida por una dosis de 

morfina de 3 nmol/ratón respecto al tratamiento con el ODN973-978-RGS9-2 (Figura 19), 

se administró, a cada grupo, una dosis de morfina capaz de producir un efecto 

analgésico comparable del orden del 80% sobre la basal. 
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De esta manera, los animales recibieron el vehículo salino (control) o la morfina 

(10 nmol/ratón en el grupo tratado con el ODN973-978-RGS9-2, ó 30 nmol/ratón si 

recibieron el ODN743-758-RGS2) y a las 24 horas se evaluó la analgesia inducida por una 

segunda dosis de opioide. En los animales tratados con el ODN973-978-mismatch-RGS9-

2, la potencia analgésica alcanzó valores de 76±5% y 34±4% del máximo efecto posible 

(n=12) en animales control y animales pretratados 24 horas con una primera dosis de 

morfina, respectivamente. Sin embargo, la potencia analgésica del opioide no se redujo 

en los animales knock-down de RGS9-2, registrándose incrementos en el tiempo de 

reacción sobre la basal semejantes a los del grupo control, con un valor del orden de 

70% en el pico de máximo efecto analgésico (Figura 22A). En estos animales, tampoco 

se observaron variaciones de la analgesia en el transcurso del tiempo después de la 

administración de la primera dosis de morfina (Figura 22B). 

 

Por el contrario, la disminución de la síntesis de la RGS2, con su 

correspondiente ODN, no supone un papel protector contra la tolerancia aguda inducida 

por la administración de 30 nmol/ratón de morfina, observándose una disminución de la 

respuesta analgésica similar a los animales tratados con el ODN743-758-mismatch-RGS2, 

que recibieron una primera dosis del opioide capaz de producir tolerancia aguda en el 

ratón (10 nmol) y una segunda dosis, a las 24 horas, que nos permitió evaluar este 

fenómeno. 

 

 Se concluye que la RGS9-2 es particularmente responsable de la aparición de 

taquifilaxia o tolerancia aguda (Garzón y col., 2001), al desensibilizar la vía de 

señalización por el secuestro de las subunidades Gα-GTP activadas por receptor, lo que 

retrasa su reasociación con dímeros Gβγ y dan lugar a un descenso en heterotrímeros 

funcionales Gαβγ. Por tanto, nuestros resultados indican que los mecanismos 

responsables de este fenómeno se localizan a nivel de las proteínas G y su regulación. 

La potenciación experimental del tono funcional de las proteínas G, o la depresión de 

ciertos reguladores negativos, como la RGS9-2, puede constituir una vía de actuación 

para optimizar y controlar de forma efectiva los efectos agonistas, en este caso la 

producción de analgesia opiácea. 
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Figura 22. (A) Efecto de la RGS9(2) y RGS2 en la tolerancia aguda inducida por morfina. 

El efecto analgésico del opioide fue medido 30 minutos después de su administración i.c.v. 

en distintos grupos de animales pretratados con los ODN-RGS: ODN973-978-RGS9(2), 

ODN743-758-RGS2 y sus correspondientes controles (mismatch), que habían recibido 24 

horas antes, el vehículo salino o una dosis de morfina de 10 nmol (o 30 nmol para el grupo 

tratado con el ODN743-758-RGS2), capaz de producir tolerancia aguda en el ratón. 

(B) Evaluación temporal del efecto analgésico producido por una segunda dosis  de 

morfina (10 nmol/ratón) en animales knock-down de RGS9(2) tratados 24 horas antes con 

el vehículo salino o una primera dosis de morfina de 10 nmol/ratón. Cada punto es la 

media ± E.S.M. de los valores obtenidos en grupos de 10-20 ratones. * Diferencias 

significativas con el grupo inyectado con salino antes de la segunda dosis del opioide. El 

análisis estadístico aplicado fue el análisis de varianza (ANOVA) seguido del test de 

Student-Newman-Keuls. El nivel de significación empleado fue P < 0,05. 

 

3.1.4.- Efecto de la RGS2 y RGS9-2 en la tolerancia crónica a morfina. 

 En nuestro modelo de tratamiento crónico de morfina, la disminución de la 

proteína RGS9-2 incrementa la respuesta inducida por el opioide, durante las 2-3 horas 

siguientes a la implantación s.c. de la suspensión oleosa del opioide, respecto al grupo 

que recibió su correspondiente ODN-mismatch. Por el contrario, una disminución de la 

actividad analgésica se observó, en este mismo período, en los ratones knock-down de 

RGS2 (Figura 23A) si se compara con su grupo control que fue inyectado con el 

ODN743-758-mismatch-RGS2. 

 

Transcurridas 18 horas de la implantación de la suspensión oleosa del opioide, 

no se observaron variaciones en la potencia analgésica de una dosis i.c.v. de morfina en 

ninguno de los grupos empleados en el estudio (Figura 23B). 

 

Podemos concluir por tanto, que varias horas después de comenzar el 

tratamiento crónico con morfina, los efectos beneficiosos de la disminución de la 

RGS9-2 desaparecen, desarrollándose la tolerancia, debido a que para reducir el 

impacto de la morfina crónica sobre el receptor opioide, otras proteínas RGS pueden 
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sustituir la función GAP (GTPase activating protein) que sobre subunidades Gα-GTP 

activas ejerce la RGS9. 
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Figura 23. Efecto de la administración subcrónica del ODN973-978-RGS9(2) y ODN743-758-

RGS2 sobre la analgesia suraespinal inducida por morfina en ratones sometidos a 

tratamiento crónico con el opioide. Se llevaron cuatro grupos en paralelo, uno que recibió 
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el ODN973-978-RGS9(2) y su correspondiente control tratado con el ODN-mismatch, el que 

recibió el ODN743-758-RGS2 y el tratado con el ODN743-758-mismatch-RGS2. Al finalizar el 

tratamiento con el ODN, los ratones se distribuyeron en varios grupos y fueron 

implantados (a tiempo 0) con una suspensión oleosa de morfina. (A) Medida del efecto 

analgésico del opioide liberado de la suspensión, a distintos tiempos. (B) Evaluación del 

efecto analgésico, a distintos intervalos, de una dosis i.c.v. de 10 nmol de morfina que 

induce un efecto analgésico del 80% sobre el MEP en ratones tratados únicamente con esta 

dosis del opioide (representado en la gráfica con una línea discontinua), midiéndose la 

respuesta antinociceptiva a los 30 min de su administración. Los valores son la media ± 

E.S.M. de cada grupo. * Diferencias significativas con respecto a los controles que 

recibieron el ODN-mismatch. Análisis de varianza (Anova) seguido del test de Student-

Newman-Keuls, P < 0,05. 

 

3.2.- Presencia y distribución de Gβ5 en diferentes áreas del S.N.C. de ratón. 

Eficacia y selectividad del ODN-β5 293-309. 

Se ha descrito que Gβ5 (39 kDa) sólo se expresa en cerebro de ratón (Watson y 

col., 1994), mientras que la variante larga (Gβ5L), que contiene 42 aminoácidos más en 

el extremo N-terminal, está limitada a la retina (Watson y col., 1996), donde forma un 

complejo con las RGS que presentan el dominio GGL (de G protein γ-subunit-like), 

RGS6, RGS7, RGS9 y RGS11 (Makino y col., 1999; Snow y col., 1999). A nivel 

celular, Gβ5 se ha encontrado tanto en la fracción soluble como de membrana del 

cerebro de ratón (Watson y col., 1996). 

 

En nuestro estudio, el análisis de membranas P2 de distintas estructuras del 

S.N.C. de ratón, solubilizadas con SDS y analizadas por SDS/PAGE e inmunodetección 

con un anticuerpo policlonal anti-β5, reveló su presencia en corteza cerebral, estriado, 

SGPA, tálamo, hipotálamo, mesencéfalo, cerebelo, bulbo raquídeo y médula espinal 

(Figura 24A). 

 

 Además, la eficacia del tratamiento con el ODN-β5 293-309, dirigido a reducir la 

síntesis de esta proteína, fue demostrada con el mismo anticuerpo, observándose una 
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disminución significativa de la señal inmunorreactiva en el hipotálamo, SGPA y corteza 

cerebral de los ratones knock-down de Gβ5 (Figura 24B). 

 

 A 

 
B 

 

 
 

Figura 24. (A) Inmunodetección, con el anticuerpo anti-β5, sobre muestras de membranas 

P2 de cerebro de distintas estructuras de cerebro de ratón. (B) Eficacia del tratamiento con 

el ODN-β5 293-309 en membranas P2 de estructuras cerebrales procedentes de animales 

tratados con este ODN y el control (ODN-RD). La proteína total por calle fue 45 µg/ratón, 

resuelta en geles de 10-20% acrilamida/2,6% bisacrilamida. 

 

3.2.1.- Implicación de Gβ5 en la analgesia inducida por morfina. 

Una vez comprobada la presencia de la Gβ5 en el S.N.C. de ratón, y en concreto, 

en la SGPA, estructura en la que se localiza la gran mayoría de los receptores opioides 

que median la analgesia supraespinal, procedimos a estudiar la posible influencia sobre 

este parámetro funcional. Actualmente, aunque la interacción de Gβ5 con las RGS está 
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bien establecida no se dispone de datos que apoyen el posible papel regulador, que 

sobre la RGS9, ejerce la Gβ5. 

 

El tratamiento subcrónico durante 5 días consecutivos en un grupo de ratones 

con dosis crecientes de un oligodeoxinucleótido antisentido frente a una secuencia 

específica de la proteína Gβ5 (ODN-β5 293-309), que reduce su síntesis, produjo un 

aumento de la potencia de la morfina, similar al que se observa con la disminución en la 

síntesis de la RGS9 (Figura 25). Como control llevamos un grupo de animales 

inyectados con un ODN de secuencia aleatoria (ODN-RD), para evaluar el posible 

efecto tóxico de la administración de nucleótidos sulfotionados en el vehículo. El 

paralelismo observado con ambos tratamientos, hace suponer una regulación de Gβ5 

sobre la actividad GAP de la RGS. 
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Figura 25. Tras el deterioro provocado por la administración del ODN-β5 293-309, así como del 

ODN-RGS9 973-992, detectamos un aumento significativa en el efecto antinociceptivo de la 

morfina respecto al grupo control (ODN-RD). Los valores se expresan como las medias ± 

E.S.M. de grupos de 10-15 ratones. * Diferencias significativas con respecto a los controles que 

recibieron el ODN-RD y que se determinaron por análisis de la varianza (Anova) seguido del 

test de Student-Newman-Keuls. El nivel de significación empleado fue P < 0,05. 
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3.2.2.- Efecto de Gβ5 en la tolerancia aguda inducida por morfina. 

 Los datos anteriormente mostrados, nos llevaron a investigar el posible efecto de 

Gβ5 sobre la tolerancia aguda inducida por morfina. La administración 

intracerebroventricualr de una dosis de 10 nmol/ratón (DE80) en los grupos de animales 

control (ODN-RD), es capaz de producir tolerancia aguda en el ratón (reducción de la 

respuesta analgésica), que se observa con la administración, a las 24 horas, de una 

segunda dosis del opioide de 10 nmol/ratón. De la misma forma que el tratamiento con 

el ODN-RGS9973-992 (apartado 3.1.3. de esta sección), el tratamiento con el ODN-β5 293-

309, revierte la tolerancia aguda inducida por la morfina (Figura 26). 
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Figura 26. Efecto de Gβ5 en la tolerancia aguda inducida por morfina. El efecto analgésico 

del opioide fue medido 30 minutos después de su administración i.c.v. en distintos grupos 

de animales pretratados con el ODN-β5 293-309 y su correspondiente control (ODN-RD), que 

habían recibido 24 horas antes, el vehículo salino o una dosis de morfina de 10 nmol, capaz 

de producir tolerancia aguda en el ratón. * Diferencias significativas con el grupo 

inyectado con salino antes de la segunda dosis del opioide. El análisis estadístico aplicado 

fue el análisis de varianza (ANOVA) seguido del test de Student-Newman-Keuls. El nivel 

de significación empleado fue P < 0,05. 

 

3.3.- Estudio de las proteínas tipo fosducina en el S.N.C. de ratón. 

 La fosducina (Phd) es una proteína citosólica presente en altas cantidades en la 

retina, con gran afinidad por el complejo Gβγ al cual se une, bloqueando la activación 
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de efectores inducida por la estimulación de las proteínas G en el sistema visual. 

Recientemente, se ha propuesto la existencia de unas proteínas homólogas, conocidas 

como tipo fosducina (Phosducin-like proteins long and short, PhLPL/S) las cuales se 

expresan en cerebro y otros tejidos. La isoforma larga (PhLPL), a diferencia de la corta 

(PhLPs), contiene el dominio de unión a βγ y el dominio de fosforilación por proteína 

quinasa A (Lee y col., 1990a; Miles y col., 1993; Craft y col., 1998). Por ello, nuestro 

objetivo fue caracterizar la PhLPL, establecer su presencia y distribución en el cerebro 

de ratón, y analizar los posibles cambios adaptativos en respuesta al tratamiento agudo y 

crónico con opiáceos. 

3.3.1.- Caracterización de PhLPL en S.N.C. de rata y ratón. 

3.3.1.1.- Distribución subcelular de inmunorreactividad tipo PhLPL. 

Desde el punto de vista de la localización subcelular, la información disponible es 

escasa, lo que nos llevo a estudiar los diferentes compartimentos celulares. Para ello, se 

procedió al fraccionamiento de la corteza cerebral de ratón que se homogeneizó en teflón-

vidrio, rompiendo las membranas de la célula que inmediatamente se unen formando 

pequeñas vesículas cerradas, y mediante el método de centrifugación se procedió a separar 

los componentes celulares que son muy diferentes en tamaño. 

 

En el caso de membranas P2, el tejido homogeneizado se centrifugó a 1000 xg, 10 

min. El sobrenadante se centrifugó a 20 000xg, 20 min. El precipitado, que contiene las 

vesículas formadas al disgregar las membranas celulares (incluidas la membrana 

plasmática y las membranas del retículo endoplasmático), se resuspendió en tampón Tris-

HCl 50 mM, pH 7,5, para obtener una concentración final de proteína de 3µg/µl 

aproximadamente. El sobrenadante (S2) así obtenido constituye la fracción citosólica de la 

que con la primera centrifugación se han eliminado por sedimentación los componentes de 

tamaño mayor, como son los núcleos y las células enteras (P1). Para el fraccionamiento de 

los núcleos se procedió a su lisis con un medio hipotónico y centrifugación, precipitando, 

así, la membrana nuclear. 
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 El análisis electroforético y la inmunodetección de cada una de estas fracciones 

reveló bandas con un peso molecular de 45 kDa que corresponden a la PhLPL glicosilada 

(Figura 27). 

 

   
 

Figura 27. Inmunodetección con el anticuerpo anti-Phd/ PhLPL de las distintas fracciones 

obtenidas por centrifugación de corteza cerebral de ratón. 90 µg de proteína de cada una de 

las fracciones fueron solubilizados con SDS y resueltos en geles de 10-20% acrilamida/2,6% 

bisacrilamida. 

 

 Sin embargo, el patrón de inmunorreactividad detectado no fue idéntico para las 

dos fracciones de ratón analizadas en cuanto a intensidad de las bandas (Figura 27). Así, 

profundizando más en este estudio se procedió a la lisis de la fracción P2, donde se localiza 

la mayor parte de la PhLPL celular, como se describe en Materiales y Métodos, y se la 

sometió a velocidades aún más altas durante un período de centrifugación más largo para 

obtener un precipitado que contiene las membranas plasmáticas sinápticas (Sinaptic 

Plasmatic Membranes). El sobrenadantes (S2) también se sometió a altas velocidades de 

centrifugación obteniéndose una fracción P3 de membranas microsomales y un 

sobrenadante (S3). 

 

 El fraccionamiento subcelular de la corteza cerebral de ratón mostró la presencia de 

PhLPL asociada fundamentalmente a las membranas plasmáticas sinápticas (SPM) y 

menos en los compartimentos solubles (Figura 28). 
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3.3.1.2.- Caracterización por peso molecular. 

 Se generó un anticuerpo policlonal, según el procedimiento descrito en 

Materiales, frente a una secuencia del extremo N-terminal de la PhLPL que se sabe está 

presente en la fosducina (Phd) y es la responsable de la unión al dímero βγ de la 

proteína G. 

 

Se trabajó con membranas P2 de cerebro de ratón y de corteza cerebral de rata y 

ratón, obteniéndose la fracción de membrana (P2) por homogeneización y 

centrifugación en tampón TEL (Tris-ClH 25 mM, pH 7.5, EGTA 1 mM, leupeptina 10 

µM), con sacarosa 0.32 M. La resuspensión final se realizó en tampón TEL, a una 

concentración de proteína en torno a 5 µg/µl y se conservaron a -70°C hasta el momento 

de ser utilizadas. 

 

La afinidad y especificidad de los sueros se determinó por inmunodetección 

(Western blotting), sobre las muestras anteriores sometidas a electroforesis en geles de 

poliacrilamida/dodecilsulfato sódico (SDS/PAGE) y posteriormente transferidas a 

membranas capaces de retener las proteínas, verificando que reconocen la Phd y PhLPL 

recombinantes de varias fuentes. 

 

Los sueros inmunorreaccionaron con proteínas de peso molecular de 45 kDa, en 

las preparaciones de rata y ratón, y es similar al descrito para PhLPL de rata (Schröder y 

Lohse, 2000) (Figura 29, calles 1-3). 
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Figura 28. Localización subcelular de la PhLPL en la corteza cerebral de ratón. 

Inmunodetección, con el anticuerpo anti-Phd/PhLPL, de las diferentes fracciones obtenidas 

por centrifugación a distintas velocidades de un homogeneizado procedente de la corteza 

cerebral de varios ratones: P2: sedimento rico en sinaptosomas y microsomas, S2: 

sobrenadante 2 enriquecido en microsomas, SPM: sedimento procedente del lisado de la 

fracción P2 rico en membranas plasmáticas, P3: es el sedimento enriquecido en 

membranas microsomales, obtenido a partir del S2, S3: sobrenadante 3 obtenido tras el 

procesamiento del P3. Proteína total por calle: 50 µg. 

 

 

Sin embargo, este peso molecular es superior al teórico estimado a partir de la 

secuencia aminoacídica de la PhPLL  (humana y de rata) que coincide con la banda de 

35 kDa correspondiente a la PhLPL recombinante obtenida a partir de su expresión en E. 

coli. 

 

De las posibles modificaciones postraduccionales descritas para la PhLPL: 

fosforilaciones por proteína quinasa dependiente de AMPc, proteína quinasa C, caseína 

quinasa II (Lee y col., 1990a, 1990b) y la quinasa dependiente de Ca2+/calmodulina tipo 

II (Thulin y col., 2001), N-glicosilaciones (Lee y col., 1990a, 1990b) y miristoilaciones 

(Craft y col., 1998), únicamente los residuos glicosilados son capaces de alterar en este 

grado la movilidad electroforética de las proteínas en geles de poliacrilamida, por lo que 

un punto de interés es comprobar si esta proteína en estado nativo presenta 

modificaciones postraduccionales tipo N-glicosilación. 
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Figura 29. Inmunodetección con el anticuerpo anti-PhLPL/Phd de membranas (P2) de 

cerebro de ratón (calle 1), de corteza cerebral de rata (calle 2) y ratón (calle 3), y 

comparación con la PhLPL recombinante de rata (calles 4 y 5), y la Phd recombinante de 

rata adquirida a Calbiochem (calle 7) y la cedida por el Dr. Schulz (calle 8). En la calle 4 se 

muestra la inmunodetección de la proteína de fusión GST-PhLPL expresada en E. Coli, y 
en la calle 5 y 6 la inmunorreactividad después de su digestión con trombina, con el 

anticuerpo anti-PhLPL/Phd y anti-GST, respectivamente. 

 

 Tras confirmar la eficacia del anticuerpo se estableció la selectividad del mismo 

observando la disminución significativa en los niveles de esta proteína en membranas P2 

de diferentes áreas del S.N.C. de ratones knock-down en los que se encuentra reducida 

la síntesis de la PhLPL tras la administración del ODN-PhLPL 200-215 dirigido a la 

secuencia de nucleótidos del 200 al 215 del ARNm que codifica dicha proteína. Las 

señales inmunorreactivas fueron cuantificadas por densitometría óptica, obteniéndose 

unos porcentajes de disminución de 43±4% en la corteza cerebral, 41±5% en SGPA y 

de 50±4% en el estriado, con respecto al grupo de animales control que recibieron el 

ODN-mismatch (ODN-PhLPL-M). Las diferencias significativas se determinaron por 

análisis de varianza (ANOVA) seguido del test de Student-Newman-Keuls. El nivel de 

significación empleado fue P < 0,05. En la figura 30 se presenta un experimento 

representativo en el que se observa la reducción de la señal inmunorreactiva. 
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Figura 30. Inmunodetección con el anticuerpo anti-PhLPL/Phd de membranas (P2) 

procedentes de corteza cerebral, estriado y SGPA de animales tratados con el ODN-PhLPL 

200-215 y su correspondiente control (ODN-PhLPL 200-215-mismatch). 50 µg de proteína de las 

distintas estructuras fueron solubilizadas con SDS y resueltas en geles de 10-20% 

acrilamida/2,6% bisacrilamida. 

3.3.1.3.- Caracterización por punto isoeléctrico. 

Las proteínas suelen tener una carga neta positiva o negativa, que refleja la de los 

aminoácidos cargados que contienen. Al aplicar un campo eléctrico a una solución que 

contiene una molécula proteica, la proteína migra a una velocidad que depende de su carga 

neta, de su tamaño y de su forma. Para cada proteína existe un pH característico, 

denominado punto isoeléctrico, al que la proteína no presenta carga neta y, por lo tanto, no 

migra en un campo eléctrico. Mediante isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida en el 

que se ha establecido un gradiente de pH cada proteína se desplaza hasta la zona de 

gradiente que presenta un pH igual a su punto isoeléctrico, y allí permanece inmóvil. 

 

El punto isoeléctrico predicho para la PhLPL según su composición aminoacídica 

con el programa Protean (DNASTAR) es de 4,6, y es consistente con el obtenido 

experimentalmente en nuestro laboratorio para la PhLPL recombinante de rata y la PhLPL 

purificada del cerebro de ratón (Figura 31) a partir de cromatografía de afinidad usando las 
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IgGs purificadas de los sueros previamente caracterizados, acopladas a una columna de 

CNBr-Sepharose® 4B (Amersham Pharmacia). 

 

     
 

 
Figura 31. Isoelectroenfoque de la PhLPL purificada del cerebro de ratón. Se empleó unos 

estándares que presentan puntos isoeléctricos comprendidos en el rango de 3,6 a 6,6 (Sigma). 

Los geles fueron teñidos con Coomassie. 

3.3.1.4.- Caracterización de las modificaciones postraduccionales de la 

PhLPL. 

 3.3.1.4.1..- Deglicosilación de la PhLPL. 

Las imágenes obtenidas en geles de poliacrilamida nos sugerían la existencia de 

residuos N-glicosilados, como ha sido desrito en el apartado anterior. Trabajos previos 

describen que el residuo de Asn152 (Lee y col., 1990a, 1990 b) de la Phd y la 

correspondiente Asn en el residuo 189 de la PhLPL., son susceptibles de glicosilarse. La 

solubilización de membranas P2 de corteza cerebral y médula de ratón con Triton X-100 y 

su paso por columnas de afinidad WGL facilitó el análisis del patrón de 

inmunorreactividad observado tras SDS/PAGE. Estos pasos previos a la electroforesis 

contribuyeron a un enriquecimiento de las muestras en proteínas glicosiladas. El 

anticuerpo anti- Phd/PhLPL reconoció una banda en estas muestras de 45 kDa. El patrón de 
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inmunorreactividad detectado fue similar para las dos estructuras analizadas en cuanto a 

intensidad de las bandas observadas (Figura 32). 

 

En membranas incubadas con endoglicosidasa F de Flavobacterium 

meningosepticum, se observó pérdida de inmunorreactividad asociada a pesos moleculares 

de 45 kDa, y la aparición de una banda de 35 kDa, que corresponde al peso molecular 

teórico de la proteína recombinante (Chen y col., 1993). Este resultado sugiere que el peso 

molecular superior al teórico corresponde a una forma N-glicosilada de la proteína. 

 

     
 

Figura 32. Deglicosilación de la PhLPL. Inmunodetección, con el anticuerpo anti-Phd/PhLPL, 

de membranas P2 de médula de ratón sometidas a cromatografía en columna de WGL, 

controles (-) y sometidas a deglicosilación (+). Proteína total por calle: 350 µg. 

 3.3.1.4.2.- Fosforilación de la PhLPL. 

Se ha descrito un ciclo de regulación de la Phd en base a la fosforilación por 

proteína quinasa A (PKA) de la serina 73 y defosforilación por fosfatasas del tipo 1/2A, a 

favor de su unión y disociación de las subunidades Gβγ (Lee y col., 1990a; Miles y col., 

1993; Craft y col., 1998). Hay un equivalente de esta serina en la PhLPL en el residuo 110 

que también es susceptible de fosforilarse por PKA. Esto sugiere una posible modulación 

de la actividad de la PhLPL  por este mecanismo que causa un cambio en la forma y 

función de la proteína. 

 

Nos interesó caracterizar más profundamente esta posible regulación. Para esto, se 

analizó la fosforilación de la PhLPL  recombinante de rata, obtenida a partir de su expresión 
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en E. coli, y de la PhLPL purificada a partir de cerebro de ratón, mediante unas columnas 

de afinidad construidas con el anticuerpo anti-Phd/PhLPL. Nuestro resultado confirma que 

esta proteína es sustrato de fosforilación por la subunidad catalítica de la proteína quinasa 

A (PKAc) (Figura 33). Aunque se ha descrito que su cinética de fosforilación es más lenta 

que la de la Phd (Thulin y col., 1999), este dato es consistente con un posible papel 

regulador de esta quinasa sobre la PhLPL (Bauer y col., 1992). 

 

    
 

Figura 33. Autorradiografía de la fosforilación por PKA de la PhLPL. En la calle 1 se presenta 

la fosforilación de la PhLPL recombinante de rata, y en la calle 2 de la purificada del cerebro 

de ratón. Cada una de las bandas corresponden a 1µg de la proteína fosforilada por la PKAc 

(protein kinase A catalitic) bovina. 

3.3.2.2- Distribución y cuantificación de la PhLPL en el S.N.C. de ratón. 

Tras confirmar que es en la zona de la membrana plasmática donde se concentra la 

mayor parte de la PhLPL, procedimos a su análisis, para establecer su presencia y 

distribución en las distintas áreas del S.N.C. de ratón. Los animales fueron sacrificados por 

decapitación y se diseccionaron las distintas estructuras a mano sobre hielo: corteza 

cerebral, estriado, tálamo, hipotálamo, mesencéfalo, SGPA, bulbo raquídeo, cerebelo y 

médula espinal. Cada una de las estructuras procedentes de un grupo de 5 ratones se 

procesó para obtener la fracción rica en sinaptosomas (P2) que se resuspendió en tampón 

Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, a una concentración de proteína en torno a 3-5 µg/µl y se guardó 

a -70°C hasta el momento en que fueron empleadas. 
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Las membranas P2 de la corteza cerebral de ratón fueron solubilizadas con SDS 

antes de ser sometidas a electroforesis. Se descongeló la proteína y se resuspendió a una 

concentración de 2-4 µg/µl en tampón de solubilización de muestras para SDS/PAGE, 

calentándose a 100ºC 5 min. Las muestras así solubilizadas se cargaron en los geles (1, 3, 

10 y 30 µg de proteína/calle); igualmente, en algunas calles se cargaron cantidades 

crecientes de la PhLPL recombinante de rata comprendidas en el rango de 0,20 a 2,0 pmol. 

 

Tras el análisis densitométrico de las bandas inmunorreactivas, una relación lineal 

entre la cantidad de proteína y la intensidad de la señal fue observada con las IgG 

purificadas del suero anti-Phd/PhLPL y las distintas cantidades de PhLPL recombinante y 

de las preparaciones P2 de la corteza cerebral de ratón. Pudiendo establecer una curva de 

calibrado que nos permitió calcular el nivel de esta proteína en la corteza cerebral de ratón 

(50 pmol/mg proteína P2) (Figura 34). Los niveles del resto de las estructuras fueron 

igualmente calculados por densitometría óptica (Figura 35). 

 

La PhLPL se localiza en niveles prácticamente homogéneos de 50-60 pmol/mg de 

proteína P2. Los valores descritos de la PhLPL en la fracción citosólica de células neurales 

(Schröder y Lohse, 2000) es de aproximadamente 20 veces menor que en las membranas 

sinápticas (analizado en este trabajo). 
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Figura 34. La relación lineal entre la cantidad de proteína y la intensidad de la señal obtenida 

(densidad óptica x mm2) es mostrada en la gráfica. La curva fue construida con cantidades 

crecientes de la PhLPL recombinante expresada en E. coli, reconocida por el anticuerpo anti-

PhLPL/Phd. La cantidad de PhLPL en la fracción de membrana (P2) de la corteza cerebral de 

ratón, se calculó, extrapolando las DO (densidad óptica) x mm2 correspondientes a las 

inmunoseñales obtenidas por Western-Blot de cantidades crecientes de P2. 

    
Figura 35. Distribución y cuantificación de la PhLPL en la fracción de membrana (P2) de las 

distintas áreas del S.N.C. de ratón. Las muestras fueron resueltas por SDS/PAGE y la 

inmunorreactividad cuantificada en base a la curva de la PhLPL recombinante, por 

densitometría óptica. 

3.3.3.- Estudio de los mecanismos de regulación de la función de la PhLPL. 

 Con el fin de identificar los principales mecanismos y señales que regulan la 

actividad de esta proteína, el estudió se abordó a varios niveles, que incluyen la 

fosforilación de la PhLPL por proteína quinasa A (apartado 3.3.1.4.2 de esta sección) y 

la interacción de PhLPL con la proteína de anclaje 14-3-3, que se une a proteínas con 

residuos de Ser o Thr fosforilados, y esta implicada en la activación de proteínas 

quinasas, control del ciclo celular, y regulación de la apoptosis (Torzón y col., 1998; 

Tzivion y col., 1998; Brunet y col., 1999). 

 

 Se ha descrito que su fosforilación por PKA y, sobre todo, por CaMKII, regula 

la interacción de la Phd con Gtβγ, al promover su disociación. La Phd fosforilada inicia 

una interacción con la proteína adaptadora 14-3-3, a la espera de ser defosforilada, y 
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permite así su unión al dímero Gtβγ (McLaughlin y col., 2000; Nakano y col., 2000; 

Thulin y col., 2001). Por homología, ampliamos esta idea de regulación de la función a 

la PhLPL y tras comprobar que tanto la proteína 14-3-3 como la PhLPL están presentes 

en el astrocito de rata, analizamos su posible interacción in vivo por 

inmunoprecipitación. 

 

Sabiendo que en la retina, la Phd está defosforilada o fosforilada en virtud a la 

exposición a la luz (Lee y col., 1987), los astrocitos fueron tratados con DPDPE 1 µM, 

un agonista del receptor opioide δ, durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, fueron 

solubilizados con Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, NP-40 1%, PMSF 0,1 mM, 

conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasa y fosfatasas (Sigma), para evitar su 

degradación y posible defosforilación. La incubación de este extracto con 2,5 µg/mL de 

anticuerpo anti-Phd/PhLPL y proteína-A agarosa, permitió la captura de los 

inmunocomplejos formados que fueron solubilizados con SDS para su análisis por 

Western-blotting, con los anticuerpos anti-Gβ1/2 y anti-14-3-3. 

 

El análisis densitométrico de las bandas obtenidas reveló que la señal 

inmunorreactiva del complejo PhLPL/Gβ1/2 es significativamente mayor, a la obtenida 

para PhLPL/14-3-3, cuando los astrocitos fueron tratados con DPDPE (Figura 36), y son 

similares a los obtenidos en extractos retinales sometidos a la luz (Nakano y col., 2001). 
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Figura 36. Inmunoprecipitación de PhLPL/Gβ1/2 y PhLPL/14-3-3 en astrocitos control 

y astrocitos sometidos, durante 30 minutos, a tratamiento con el agonista del receptor 

opioide δ DPDPE 1µM. Los inmunocomplejos fueron precipitados con el anticuerpo 

anti-Phd/PhLPL y proteína-A agarosa, y fueron revelados con el anticuerpo frente a 

la 14-3-3 (banda inmunorreactiva correspondiente a los 28 kDa) y anti-Gβ1/2 (36 

kDa). La banda que se observa en los 50 kDa corresponde a la cadena pesada de la 

IgG. 

 

3.3.4- Estudios comportamentales. 

 Una vez comprobada la presencia y distribución de la PhLPL en el sistema 

nervioso central de ratón que anticipa un posible papel regulador de la señalización 

mediada por proteínas G, procedimos a estudiar su influencia en la respuesta funcional 

(analgesia supraespinal) inducida por agonistas opioides y no opioides en fenómenos de 

tolerancia aguda y crónica. 

3.3.4.1.- Implicación de la PhLPL en la analgesia inducida por agonistas 

opioides y no opioides. 

 En una primera fase de los estudios de analgesia se analizó la participación de la 

PhLPL en la respuesta antinociceptiva producida por agonistas opioides y un agonista 

α2-adrenérgico, tras reducir su síntesis con un tratamiento subcrónico de 

oligodeoxinucleótidos antisentido (ODNs) dirigidos a una secuencia específica de 

nucleótidos del ARNm de la proteína PhLPL. 

 

La respuesta de los animales al estímulo nociceptivo térmico se determinó tras la 

administración en el ventrículo lateral (i.c.v.) de 0,070 pmol de DAMGO, 0,3 nmol de 

β-endorfina-(1-31), 10 nmol de morfina, DPDPE y [D-Ala2]deltorfina II y 150 nmol de 

clonidina, por animal. Todas las inyecciones se hicieron en un volumen final de 

4µl/ratón. El tratamiento con ODNs no alteró la latencia basal de los animales cuyo 

valor está comprendido en un rango de 1,6±0,1 segundos (media ± E.S.M). 
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La analgesia inducida por los distintos compuestos se valoró a los 15 min de la 

administración de DAMGO y DPDPE, a los 10min de la administración de [D-

Ala2]deltorfina II, y a los 30min de la administración de morfina, β-endorfina-(1-31) y 

clonidina. Las dosis de los agonistas y los intervalos de medida fueron elegidos en base 

a estudios previos, y corresponden a dosis de los agonistas que inducen un incremento 

en el tiempo de reacción sobre la basal, del orden del 50-80% en el pico de máximo 

efecto analgésico. En concreto, para DAMGO, [D-Ala2]deltorfina II, DPDPE y 

clonidina fueron 44±3%, 48±3%, 50±4% y 38±3%, respectivamente; la eficacia 

analgésica producida por la administración de β-endorfina-(1-31) y morfina fue 

superior, con un valor de 66±4% y 80±5% del MEP (Figura 37A). 

 

La disminución experimental de la PhLPL con ODNs dirigidos a secuencias de 

la PhLPL (ODN-PhLPL 175-190 y ODN-PhLPL 278-292) conduce a pérdidas significativas de 

potencia analgésica opiácea a diferentes intervalos posteriores a la administración de 

10nmol de morfina y también a un desplazamiento hacia la derecha de la curva dosis-

efecto de morfina medida a los 30 min de su administración (Figura 37B). La 

disminución de la actividad analgésica a las dosis descritas anteriormente, también fue 

observada para el resto de los agonistas opioides y no opioides empleados en el estudio 

(Figura 37C). 
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Figura 37. Efecto analgésico en ratones knock-down de PhLPL. (A) Influencia de la PhLPL 

sobre la analgesia inducida por morfina. Distintos grupos de animales pretratados con los 

ODN-PhLPL: ODN-PhLPL 175-190, ODN-PhLPL 278-292, y sus correspondientes controles 

(mismatch), fueron inyectados i.c.v. con una dosis de morfina de 10 nmol y la analgesia fue 

medida con el test de tail-flick a varios intervalos. (B) Curvas dosis efecto de la analgesia 

evocada por el agonista opioide morfina en animales control pretratados con el ODN-

mismatch o con el ODN-PhLPL 175-191. Los animales recibieron el agonista vía i.c.v., 

midiéndose la respuesta analgésica a los 30 min. (C) Efecto de la disminución experimental 

de PhLPL con el ODN-PhLPL 175-191 sobre la potencia antinociceptiva de un agonistas µ 

(DAMGO), δ (DPDPE y [D-Ala2]deltorfina II), o agonista µ/δ β-endorfina-(1-31), y α2-

adrenérgico (clonidina). Los valores son la media ± E.S.M. (n=20). * Diferencias 

significativas respecto al grupo control que recibió el ODN-mismatch. Análisis de varianza 

(Anova) seguido del test de Student-Newman-Keuls. El nivel de significación empleado fue 

P < 0,05. 

 

3.3.4.2.- Efecto de la PhLPL en la tolerancia aguda inducida por morfina. 

 Los datos anteriores nos llevaron a investigar la implicación de la PhLPL en 

situaciones en las que la acción de una dosis analgésica de un opioide acarrea pérdidas en 

la potencia de dosis sucesivas (taquifilaxia) o cuando se administran en el intervalo de 

varias horas (tolerancia aguda). 

 

 La influencia de PhLPL en la tolerancia aguda a morfina a lo largo del tiempo fue 

analizada en animales tratados con el ODN-PhLPL 175-191. Los ratones que fueron 

inyectados durante 5 días consecutivos con dosis crecientes del ODN-PhLPL 175-191 o ODN-

mismatch, recibieron al 6º día una DE80 de morfina capaz de producir taquifilaxia, y se 

distribuyeron en varios grupos, cada uno de los cuales recibió una segunda dosis de 

morfina (también de 10nmol), a distintos intervalos después de la primera dosis (desde el 

2º hasta el 9º día), evaluándose la analgesia 30min después con el test de tail-flick. 

 

 En el grupo de animales control (que recibieron el ODN-mismatch) la potencia de 

la primera dosis se recuperó al 6º día después de su administración. Sin embargo, la 
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recuperación del nivel de analgesia en los animales knock-down requirió un intervalo 

mayor como se representa en la figura 38. 

 

 El efecto del ODN-PhLPL 175-191 sobre los niveles de la proteína y la disminución de 

la actividad analgésica de la morfina desaparecen a los 3 días de finalizar el tratamiento 

con el ODN. Esto fue determinado por el análisis de la recuperación de la respuesta 

analgésica, en grupos de ratones distintos, que recibieron una dosis de 10nmol de morfina 

tras el tratamiento con el ODN. Los datos así obtenidos se muestran en la figura 5 como 

una línea discontinua. Así, la disminución de la potencia antinociceptiva de la morfina por 

el ODN es aumentada por inyección del opioide durante los intervalos en los que la 

proteína es reducida. Teniendo en cuenta en los animales knock-down de PhLPL que la 

recuperación de los efectos de la morfina no es similar a lo observado en el grupo control, 

podemos establecer que la administración de la primera dosis de morfina a ratones en los 

que está disminuida la expresión de la PhLPL promueve una tolerancia aguda al opioide 

duradera más de los 9 días analizados en este estudio (Figura 38). 
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Figura 38. Efecto de la administración subcrónica del ODN-PhLPL 175-191 sobre la analgesia 

suraespinal inducida por morfina en ratones sometidos a tratamiento agudo con el opioide. 

Una primera dosis de 10 nmol de morfina, capaz de producir tolerancia aguda, fue 

administrada a distintos grupos de ratones los cuales recibieron el ODN-PhLPL 175-191 o el 

ODN-mismatch, y se midió su efecto analgésico (representándose en la figura con barras). En 

paralelo, y en grupos distintos se evaluó la analgesia inducida por la administración de una 2ª 

dosis de morfina 30 min después de su inyección, a diferentes intervalos espaciados 24 h. Los 

valores son la media ± E.S.M. de grupos de 10-15 ratones. * Diferencias significativas respecto 

a la potencia analgésica de la primera dosis en ratones control. Φ Diferencias significativas 

respecto al efecto de la primera dosis de morfina en ratones que han recibido el ODN-PhLPL 

175-191. La línea discontinua nos muestra la recuperación total de la respuesta analgésica, al 3er ó 

4º día después de finalizar el tratamiento con el ODN-PhLPL 175-191. Análisis de varianza 

(Anova) seguido del test de Student-Newman-Keuls, P<0,05. 

3.3.4.3.- Efecto de la administración in vivo de subunidades Gαi2-

miristoiladas en la tolerancia aguda evocada por morfina. 

 Estudios previos de nuestro laboratorio indican que la administración in vivo de 

proteínas G miristoiladas son capaces de incorporarse funcionalmente a la regulación de 

receptores y demuestran que es posible restablecer la funcionalidad del sistema cuando 

se ha producido un empobrecimiento localizado del número y/o estado funcional de las 

proteínas G (Garzón y col., 1999). En ausencia de deterioro de la transducción las Gα 

exógenas no amplifican las señales originadas por agonistas, tampoco las pérdidas de 

efecto por reducción experimental en el número de receptores. Sin embargo, en 

situaciones en las que la acción de una dosis analgésica de un opiáceo, por ejemplo, 

morfina, acarrea pérdidas en la potencia de dosis sucesivas (taquifilaxia) o cuando se 

administran en el intervalo de varias horas (tolerancia aguda), las Gα exógenas son 

capaces de prevenir e incluso revertir la aparición de taquifilaxia (Garzón y Sánchez-

Blázquez, 2001). 

 

 Por tanto, la administración de las subunidades G miristoiladas constituyen una 

herramienta que permite esclarecer si la falta de funcionalidad del sistema reside a nivel 

del receptor o la transducción. Basándonos en ello y en los resultados previos en los que 

se demuestra que la disminución experimental de la PhLP que se une a Gβγ libres, 
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atenúa la función de los receptores opioides, investigamos el posible efecto de la 

administración de Gαi2-exógenas en animales kmock-down que presentan tolerancia 

aguda a morfina (Figura 39). 

 

En estas circunstancias 12 pmol de Gα exógenas administradas 2 horas antes de 

la segunda dosis de morfina (Garzón y col., 1999; Garzón y Sánchez-Blázquez, 2001), 

no restauran los efectos opioides, lo que indica que los receptores en ausencia de PhLPL 

son diana de las GRK y pasan a ser desacoplados de la transducción. 
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Figura 39. Efectos de la administración de subunidades Gαi2-miristoiladas en animales 

pretratados con ODN-PhLPL sobre la tolerancia aguda a morfina. Tras el deterioro 

provocado por la administración de ODNs a nivel de la PhLPL, detectamos que las Gα-

exógenas no son capaces de recuperar el efecto analgésico de una 2ª dosis de morfina en 
animales que han recibido, 24 h antes, una 1ª dosis del agonista de 10 nmol que se sabe 
induce tolerancia aguda en el ratón.* Diferencias significativas respecto al grupo control 
que recibió el ODN-RD. Como en los casos anteriores, las diferencias significativas se 
determinaron por análisis de varianza (Anova) seguido del test de Student-Newman-Keuls. 

El nivel de significación fue P < 0,05. 
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En otro sentido, se ha descrito que tras la activación por un agonista de un 

receptor acoplado a proteínas G (GPCR-G protein coupled receptor), la Phd (que es una 

proteína citosólica) se disocia del dímero Gβγ, el cuál se localiza en la membrana 

plasmática a través de un prenilo ubicado en el terminal carboxílico de la subunidad Gγ 

(Simonds y col., 1991). Estos dímeros Gβγ también son el anclaje de las GRK (Inglese y 

col., 1992) a la membrana que le permite fosforilar los GPCR. La Phd en estado 

defosforilado se liga con alta afinidad a las subunidades Gβγ (Blüml y col., 1997), y 

compite por su unión con otras proteínas como las GRKs y efectores (Hekman  y col., 

1994; Pitcher y col., 1992). 

 

 Así, por homología con la Phd, comprobamos por inmunodetección si se 

produce una traslocación de la PhLPL y Gβ1/2, de la membrana plasmática al citosol, tras 

la activación del receptor por la dosis de morfina empleada en los estudios anteriores y 

que es capaz de producir tolerancia aguda (DE80), 

 

Para este estudio se eligió el tálamo, por ser una estructura con abundantes 

receptores opioides µ, y se obtuvieron por centrifugación las fracciones ricas en 

sinaptosomas y la fracción citosólica, que fueron analizadas por electroforesis en geles 

de poliacrilamida (PAGE) en un gradiente de 10-20% de acrilamida/2,6% bisacrilamida, 

y transferidas a membranas de PVDF de 0,2 µm. Posteriormente, se realizó el ensayo de 

inmunodetección con los anticuerpos policlonales frente a cada una de las proteínas, 

observándose bandas inmunorreactivas de 47 kDa, que corresponde al peso molecular 

de la PhLPL glicosilada y de 36 kDa para las subunidades Gβ1/2 (Figura 40). La 

administración de la DE80 de morfina no alteró el patrón de distribución de estas 

proteínas en los compartimentos analizados, que se muestra similar en ambos grupos 

(PhLPL y Gβ1/2 están mayoritariamente asociadas a membrana). 

 

Asimismo, en este estudio se confirmó de nuevo la especificidad del ODN para 

reducir la expresión de la PhLPL, sin afectar a la síntesis de otras proteínas, como por 

ejemplo las subunidades Gβ1/2. 
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Figura 40. Western-Blotting de solubilizados de fracciones P2 y citosol de tálamo procedente 

de 5-8 ratones tratados con el ODN-PhLPL 278-292, o su correspondiente control (mismatch), 

han demostrado que las proteínas asociadas a membrana: PhLPL y la β1/2, no sufren 

translocación al citosol tras la activación del receptor por un agonista. Tras el tratamiento 

subcrónico con el ODN los animales recibieron una inyección i.c.v. de salino (S) o 10 nmol 

de morfina (M), y a los 30 min se sacrificaron por decapitación para obtener las fracciones 

de membrana y citosol. 

3.3.4.4.- Efecto de la PhLPL en la tolerancia crónica a morfina. 

 Sabemos que el tratamiento crónico con opioides promueve el desacoplamiento 

funcional del receptor de las proteínas G, y en estadios posteriores, la inactivación 

permanente del receptor por la fosforilación de sus dominios intracelulares por GRKs. 

Para investigar el papel de la PhLPL en los efectos crónicos de los opioides, se redujo su 

expresión con ODNs. Como modelo de administración crónica utilizamos animales 

implantados con una suspensión oleosa de morfina, previamente caracterizados como se 

describe en el apartado 1 de Resultados. La eficacia analgésica de una dosis i.c.v. de 

morfina de 10 nmol, que induce un efecto analgésico sobre el 80% del máximo posible 

en el test de tail-flick, fue evaluada en estos animales, a diferentes intervalos (Figura 

41). 
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En paralelo, llevamos dos grupos de animales, un control que recibieron el 

ODN-mismatch, para evaluar el posible efecto tóxico de la administración de 

nucleótidos sulfotionados en el vehículo, y otro grupo inyectado con el ODN-PhLPL 175-

191. La interferencia causada por la tolerancia aguda a la DE80 de morfina se previno 

utilizando un grupo diferente de ratones en cada evaluación del efecto opioide. Así, 

cada animal recibió una sola inyección de morfina. 

 

 Los datos obtenidos muestran como en ambos grupos de animales se produce 

una bajada significativa del efecto analgésico inducido por el agonista, durante los tres 

días siguientes a la implantación de la suspensión oleosa. En el grupo control la 

potencia analgésica de la DE80 de morfina, se recupera a los 10 días de iniciar el 

tratamiento crónico con el opioide. Sin embargo, en los ratones knock-down se requiere 

un intervalo de tiempo más prolongado para la recuperación de la respuesta producida 

por esta dosis de morfina fijada en el estudio (Figura 41A). 

 

 De forma similar a los experimentos de inmunodetección realizados en el 

apartado anterior, comprobamos que no hubo cambios en los niveles de expresión de la 

PhLPL en membranas P2 durante el desarrollo de tolerancia/dependencia y en intervalos 

posteriores en los que se observa una recuperación de la respuesta analgésica del 

opioide. (Figura 41B). 

3.3.4.5.- Efecto del ODN-PhLPL administrado in vivo, sobre la unión específica de 

la [125I]-Tyr27 βh-endorfina-(1-31) a membranas P2 de SGPA de 

ratones knock-down. 

Los resultados hasta ahora expuestos ponen de manifiesto que una disminución 

en los niveles de la PhLPL claramente atenúa la función de los receptores opioides, al 

tiempo que se sugiere que tras reducirse el papel protector que ejerce la PhLPL sobre los 

receptores acoplados a proteínas G, las GRKs ganan fácil acceso a los dímeros Gβγ 

procediendo así a fosforilar residuos de estos receptores y provocando su 

desensibilización. 
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 Por tanto, los mecanismos responsables de la taquifilaxia o tolerancia aguda se 

localizan a nivel de la membrana celular en las proteínas G y su regulación. Así, 

mediante estudios de unión de un ligando radiactivo, que nos permite medir el número o 

densidad de sus sitios de unión, pudimos comprobar que el efecto que sobre los opioides 

tiene la disminución de PhLPL no se debe a la fosforilación y posterior internalización 

del receptor µ. Para ello, se realizaron ensayos de saturación con la [125I]-Tyr27 βh-

endorfina-(1-31) en membranas P2 de cerebro de ratón procedente de ratones knock-

down de PhLPL. 

 

       

                     
 

Figura 41. (A) Efecto de la administración subcrónica del ODN-PhLPL 175-191 sobre la 

analgesia suraespinal inducida por morfina en ratones sometidos a tratamiento crónico con 

el opioide. Se llevaron dos grupos en paralelo, uno que recibió el ODN-PhLPL 175-191  y su 

correspondiente control tratado con el ODN-mismatch. Al finalizar el tratamiento con el 

ODN, los ratones se distribuyeron en varios grupos y fueron implantados (a tiempo 0) con 
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una suspensión oleosa de morfina. Posteriormente, y a distintos intervalos, cada grupo 

recibió vía i.c.v. una dosis de 10 nmol de morfina que induce un efecto analgésico del 80% 

sobre el MEP en ratones tratados únicamente con esta dosis del opioide (representado en la 

gráfica con una línea continua), midiéndose la respuesta antinociceptiva a los 30 min de su 

administración. La línea discontinua indica la recuperación de la potencia analgésica de la 

morfina, en otro grupo de animales, tras el tratamiento con el ODN-PhLPL 175-191. Los 

valores son la media ± E.S.M. de cada grupo. * Diferencias significativas con respecto a los 

controles. Análisis de varianza (Anova) seguido del test de Student-Newman-Keuls, P < 

0,05. 

(B) Inmunodetección, con el anticuerpo anti-PhLPL, de membranas P2 de corteza cerebral 

de ratones (30µg/calle), a distintos intervalos después de iniciar el tratamiento crónico con 

morfina. La banda inmunodetectada es de un peso de 47 kDa y corresponde con la PhLPL 

glicosilada. 

 

 

 La estructura seleccionada para este estudio fue la SGPA, por ser a este nivel donde 

se localiza la gran mayoría de los receptores opioides que median la analgesia supraespinal 

de sustancias inyectadas intracerebroventricular (i.c.v.). Tras su homogeneización con un 

medio isotónico tamponado (Tris-HCl 50mM, 0,32 M sacarosa, pH 7,5) y centrifugación, 

obtuvimos el sedimento de membranas (P2), que se sometió a sucesivos lavados, 

consistentes en la resuspensión en el tampón adecuado y en una nueva centrifugación. El 

sedimento final se resuspendió en el tampón de incubación (Tris-HCl 50mM pH 7,5, con 

una mezcla de inhibidores de proteasas) a una dilución de membranas del rango de 

linealidad de la unión. 

 

 La β-endorfina-(1-31) es un neuropéptido que se une de manera específica a los 

receptores opioides µ/δ. Las condiciones idóneas del ensayo de unión de la [125I]-Tyr27 βh-

endorfina-(1-31) se determinaron en estudios previos y para bloquear de manera selectiva 

su unión a sitios δ sin interferir en su ocupación de sitios µ, los ensayos fueron llevados a 

cabo en presencia de 300 nM de ICI-174,864 (Garzón y col., 1995; 1998). 

 

Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa LIGAND (Munson y 

Rodbard, 1980) e indican que la [125I]-Tyr27 βh-endorfina-(1-31) se unió a membranas de 

SGPA de ratón según un perfil analizable por la transformación de Scatchard, mostrando 
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un valor de Kd aparente de 0,3 nM que refleja la afinidad del ligando iodado por el receptor 

µ y una capacidad de unión de aproximadamente 50 a 60 fmol/mg de la proteína de 

membrana. La afinidad del neuropéptido por los receptores opioides µ así como la 

capacidad de unión no cambió tras el tratamiento con los ODNs dirigido a reducir la 

síntesis de la PhLPL: ODN-PhLPL175-191 y ODN-PhLPL 278-292 o con sus correspondientes 

controles (mismatch), lo que indica que no hay cambio en el número de receptores 

opioides µ tras el tratamiento con el ODN selectivo de la PhLPL. Y confirman que en el 

fenómeno de tolerancia la pérdida de señalización de receptores G (en este caso particular 

los opioides) no sólo depende de mecanismos que actúan a nivel de receptor (su 

fosforilación mediante quinasas específicas y posterior internalización por unión de β-

arrestinas), sino que también implican mecanismos post-receptor en el entorno de las 

proteínas transductoras G, y de proteínas que modulan su función, como la PhLPL, que 

condiciona la capacidad de las subunidades βγ para unirse a las subunidades Gα, o a las 

RGS que regulan la función de la subunidad Gα por activación de su actividad GTPasa 

intrínseca. 

4.- Estudio de la internalización e incorporación funcional a la regulación de 

receptores de proteínas Gαi2-miristoiladas-exógenas. 

 Nuestro laboratorio han demostrado la captación por células neurales de 

subunidades Gα recombinantes inyectadas en el líquido cefalorraquídeo de roedores, 

incorporándose funcionalmente a la regulación de receptores (Garzón y col., 1999). 

 

 Además, en situaciones en las que la acción de una dosis analgésica de un 

opioide acarrea pérdidas en su potencia, en función del tiempo de exposición al efecto 

agonista (taquifilaxia), o cuando la pérdida de potencia se manifiesta al efecto de dosis 

sucesivas, en el intervalo de varias horas (tolerancia aguda), las Gα exógenas son 

capaces de prevenir e incluso revertir la aparición de taquifilaxia (Garzón y Sánchez-

Blázquez 2001). Sin embargo, las pérdidas de efectos agonistas por reducción 

experimental del número de receptores no se suplen por estas Gα exógenas. 
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 Estos hallazgos indican que es posible restablecer la funcionalidad del sistema 

cuando se ha producido un empobrecimiento localizado del número y/o estado 

funcional de las proteínas G, al mismo tiempo que proporcionan una nueva herramienta, 

Gα exógenas, para el estudio de los procesos producidos por la exposición aguda y 

crónica a los opioides. 

 

 Debido a la relevancia de este descubrimiento hemos analizado la funcionalidad 

de las Gα administradas in vivo, así como el mecanismo y/o el lugar preciso de la 

superficie de la membrana celular, implicados en el reconocimiento e internalización de 

las proteínas Gα tras ser administradas in vivo. 

4.1.- Efecto de subunidades Gαi2-miristoiladas-exógenas sobre la actividad 

GTPásica estimulada por el receptor. 

La unión de un agonista a un receptor acoplado a proteína G (GPCR) promueve 

la formación de complejos agonista-receptor-proteína G, que conducen a la activación 

de la proteína G. La proteína en estado inactivo es un heterotrímero de composición αβγ 

que contiene GDP unido a su subunidad α. Tras la unión de un agonista, la subunidad α 

se desprende del GDP y une GTP, y a continuación, la proteína se disocia en la 

subunidad Gα-GTP más el complejo Gβγ, cada uno de los cuales es capaz de regular de 

forma independiente la actividad de distintos efectores (Gilman, 1987; Birnbauner, 

1990; Hille, 1992). La señalización termina cuando la subunidad Gα, que posee 

actividad GTPásica, hidroliza el GTP a GDP liberando fosfato inorgánico (Pi), que la 

devuelve al estado de unión con Gβγ y acoplamiento a receptores. 

 

 Así, es posible medir la estimulación de la hidrólisis de GTP mediada por el 

receptor, ya que, cuando un agonista se une a un receptor se estimula el intercambio de 

GDP por GTP. En este sentido, está establecido que los opioides estimulan la GTPasa 

de alta afinidad (o baja Km) en diferentes áreas del cerebro de rata y ratón y que varios 

tipos/subtipos de subunidades Gα contribuyen a la actividad GTPasa de baja afinidad 

(Barchfeld y Medzihradsky, 1984; Franklin and Hoss, 1984; Martínez-Peña y Garzón, 

1993; Garzón y col., 1997). De esta manera y con el fin de comprobar la incorporación 
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funcional de las subunidades Gαi2 miristoiladas exógenas a la cascada de señales, se 

determinó en ratones knock-down de Gαi2 la capacidad de esta proteína, administrada 

vía i.c.v., para restablecer la potencia de diversos agonistas opioides y no opioides sobre 

la actividad GTPásica de alta afinidad en membranas de cerebro de estos animales. 

 

 La estructura seleccionada para llevar a cabo este estudio fue la sustancia gris 

periacueductal (SGPA), la cual juega un importante papel en la mediación de la 

analgesia supraespinal de los opioides administrados i.c.v. (Yaksh y col., 1976; Jensen y 

Yaksh, 1986). Tras disminuir la síntesis de la Gαi2 con un ODN dirigido a una secuencia 

específica de nucleótidos del ARNm de la proteína, se determinó en membranas P2 

procedentes de la SGPA, los efectos sobre la GTPasa del ligando selectivo de los 

receptores opioides µ DAMGO ([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol5]-encefalina), el agonista δ 

DPDPE ([D-Pen2,5]-encefalina), el agonista del receptor de adenosina A1 R-PIA (R-N6-

(fenilisopropil) adenosina), y el agonista α2-adrenérgico clonidina. 

 

 Las membranas P2, preparadas como se describen en el apartado 2.6.1 de 

Materiales y Métodos, fueron preincubadas en frío (2 horas a 4ºC) con los distintos 

agonistas para equilibrar estas sustancias con sus receptores, seguida de una incubación 

de 20 minutos a 37ºC en presencia de GTP 1 µM para determinar la actividad GTPásica. 

En estas condiciones experimentales, la actividad basal de la GTPasa de alta afinidad 

determinada en presencia de 100 µM de GTP fue de 105 ± 8 pmoles/mg/min en el PAG. 

Los resultados se expresan como % actividad basal de la GTPasa de alta afinidad, y fue 

calculada por sustracción de la actividad GTPásica de baja Km, observada en presencia 

de una concentración alta de GTP (100 µM), de la hidrólisis observada a una 

concentración baja de GTP (1 µM). 

 

 En esta situación de deterioro de la transducción los distintos agonistas no 

fueron capaces de estimular la hidrólisis del GTP (Figura 42). Por el contrario, la 

administración i.c.v. de una dosis única de 12 pmol/ratón de la Gαi2-miristoilada, en 

ratones knock-down de esta proteína restablece la potencia de DAMGO 100 nM, 

DPDPE 100 nM, R-PIA 10 µM y clonidina 100 nM para incrementar in vitro la 

hidrólisis de GTP en membranas procedentes de la SGPA de estos animales. 
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 Además, la administración i.c.v. de la Gαo miristoilada provocó una 

recuperación parcial de la hidrólisis de GTP promovida por DPDPE y clonidina (Figura 

42), que fue debida a las distintas características cinéticas de los subtipos de proteínas 

G, en cuanto a capacidad de unión y liberación de nucleótidos de guanina (Carty y col., 

1990; Casey y col., 1990; Linder y col., 1990). Por tanto, la eficacia de un agonista 

sobre un receptor, medida por la estimulación de la actividad GTPásica que éste 

provoca, varia en función de las proteínas transductoras disponibles en ese momento en 

esa zona en concreto. 

 

La especificidad de este efecto se analizó tras inhibir la actividad GTPásica de 

las subunidades Gαi2 miristoiladas exógenas, al incubarlas durante 30 minutos a 25ºC, 

previo a su administración i.c.v., con análogos no hidrolizables del GTP,GTPγS, o del 

GDP, GDPβS, que mantienen desreguladas las proteínas G de forma continuada (Stryer 

y Bourne, 1986). 
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Figura 42. Efecto de la administración i.c.v. de proteínas Gαi2 miristoiladas sobre la 
estimulación de la actividad GTPásica de alta afinidad promovida por distintos agonistas 
en la SGPA de ratones knock-down de Gαi2. La actividad enzimática basal fue de 105 ± 8 
pmol/mg/minuto. Cada valor representa la media ± E.S.M. de tres determinaciones. * 
Diferencias significativas con respecto al grupo control, que recibió el ODN-RD. Análisis 
de varianza (Anova) seguido del test de Student-Newman-Keuls, P < 0,05. 

4.2.- Caracterización del mecanismo de entrada de las Gαi2 miristoiladas exógenas 

en las células del SNC. 

 Con el fin de caracterizar el mecanismo de entrada implicado en el 

reconocimiento e internalización de las proteínas Gα, hemos analizado la participación 

en estos procesos de unas invaginaciones de la membrana plasmática, denominadas 

caveolas, donde se alojan y acoplan diversos componentes de la señalización celular, 

entre ellos las subunidades α de las proteínas G (Li y col., 1996; Couet y col., 1997; 

García-Cardena y col., 1997; Cameron y col., 1997; Okamoto y col., 1998). 

4.2.1.- Implicación de las caveolas en la internalización de las Gαi2 exógenas. 

 En este trabajo, la participación de las caveolas en el proceso de internalización 

de Gαi2 miristoiladas exógenas ha sido analizada en astrocitos de rata. La fase 

preliminar del estudio consistió en el aislamiento de las caveolas por ultracentrifugación 

en gradiente de sacarosa según su velocidad de sedimentación, y posterior identificación 

con un anticuerpo dirigido a una secuencia N-terminal de la caveolina, principal 

proteína de las caveolas, y detección con un microscopio electrónico que revela su 

morfología. 

 

 El análisis por Western-blotting de las distintas fracciones recogidas de un 

gradiente lineal de sacarosa (5-30%), confirmó la abundancia de la caveolina en una 

banda comprendida entre el 10-20% de sacarosa (Figura 43A), en la que, como ha sido 

descrito por Sargiacomo y colaboradores (1993), se purifican los complejos insolubles 

en Triton X-100, entre los que se encuentran las caveolas. 

 

Posteriormente, para analizar en detalle su morfología, esta banda fue 

precipitada y procesada para el análisis por microscopía electrónica, revelándose la 

presencia de unas invaginaciones de la membrana plasmática, con un diámetro de 50-
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100 nm, entre los complejos insolubles en Triton X-100 que corresponden a las caveolas 

(Figura 43B). 

 

 (A) 

 

 (B) 

 
 

Figura 43. (A) Inmunodetección de caveolina en las fracciones recogidas del gradiente 
lineal de sacarosa (5-30%). Los astrocitos fueron solubilizados en NP-40, como se describe 
en el apartado 2.6.2 de Materiales y Métodos, y sometidos a ultracentrifugación en 
gradiente de sacarosa. El análisis por Western blot de las distintas fracciones reveló la 
presencia de caveolina en la fracción 5 (10-20% de sacarosa), que fue procesada para su 
análisis por microscopía electrónica. (B) Visualización de los complejos insolubles en 
Triton X-100 con microscopio electrónico. Las distintas imágenes corresponden a distintos 
campos de dos cortes ultrafinos teñidos con acetato de uranilo y nitrato de plata. Las 
caveolas aparecen como vesículas cerradas de 50-100 nm de diámetro. Escala 100 nm. 
 

 A continuación, y para determinar la contribución de las caveolas en la 

internalización de las Gαi2 miristoiladas exógenas, cultivos de astrocitos se trataron 

durante 16 horas con Gαi2 miristoiladas unidas a una sonda fluorescente (FLUOS) para 

permitir su localización. Las caveolas fueron obtenidas por el mismo procedimiento 

empleado anteriormente, y tras su fijación con 4% de paraformaldehido, se montaron en 
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portas gelatinizados con tampón fosfato-glicerol para su observación al microscopio 

confocal. 

 

 Los resultados obtenidos tras la exploración con el microscopio confocal, 

revelan la presencia de fluorescencia asociada con las subunidades Gαi2 miristoiladas 

exógenas (Figura 44), que confirman la implicación de las caveolas en el proceso de 

internalización de proteínas recombinantes Gαi2. Para la captación de las imágenes se 

utilizó un objetivo de 16, excepto en las observaciones más minuciosas (objetivo de 63), 

manteniéndose los parámetros seleccionados en virtud de una buena visualización de las 

imágenes y que corresponden a las siguientes medidas: pinhole 90, voltaje 589 y fondo 

0. 

 
 
Figura 44. Imágenes obtenidas mediante microscopía confocal de las caveolas obtenidas a 
partir de astrocitos de rata en cultivo, y que han sido tratados in vivo con la subunidad 
Gαi2-miristoilada marcada con fluoresceína. (A) Corresponde a un campo general de la 
preparación, obtenida con el objetivo 16. (B) y (C) son distintas secciones de una zona de 
(A) ampliada, obtenidas con el objetivo de 63, y que nos permiten apreciar como la 
subunidad Gαi2-FLUOS se localiza en el interior de las caveolas. 

4.2.2.- Saturabilidad del mecanismo de entrada de las Gαi2 exógenas. 

 Con el fin de caracterizar aún más el mecanismo de entrada de las Gαi2 

miristoiladas exógenas, estudiamos la saturabilidad del mecanismo de transporte. Para 

ello, cultivos de astrocitos crecidos sobre cubres de 10 mm de diámetro pretratados con 

poli-L-lisina, e introducidos en placas de 12 pocillo (2 cubres por pocillo), fueron 

incubados in vivo, en presencia de 1 µl (0,1 µg/µl) de Gαi2 miristoiladas exógenas no 
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marcadas, en 600 µl de BME/F-0,1% durante 30 minutos, 2, 6 ó 12 horas. Tras 

sucesivos lavados con el medio de cultivo, las células fueron tratadas ahora y durante 16 

horas con Gαi2 miristoiladas previamente ligadas a un fluoróforo (FLUOS). 

 

 
 

Figura 45. Imágenes obtenidas mediante microscopía confocal (objetivo 40 y 1,63 de zoom), 
correspondientes a diferentes poblaciones de astrocitos incubados 16 horas en presencia de 
Gαi2-FLUOS, previo tratamiento durante 30 minutos, 2, 6 y 12 horas con Gαi2 
miristoiladas exógenas. Ct es el control representativo de todos los tiempos de tratamiento, 
obtenido tras 16 horas de tratamiento con Gαi2-FLUOS, en células previamente incubadas 
con BME/F-0,1% sin Gαi2 recombinantes. Las imágenes muestran la variación en la 
internalización de las Gαi2 recombinantes, según los distintos tiempos de tratamiento, así 
como la distribución subcelular de las Gαi2 miristoiladas exógenas, incorporadas en los 
astrocitos. 
 

 La cuantificación de la señal fluorescente de las imágenes obtenidas en el 

microscopio confocal (Figura 45), con el CYTOFLUOR (2300 System, Millipore), 

reveló cambios significativos de la intensidad de señal, que fueron del orden del 40-45 ± 

5% menor en los astrocitos que fueron previamente tratados con las Gαi2 exógenas no 

marcadas durante 6 y 12 horas, respectivamente. Estos resultados nos indican que la 

internalización de las Gα, es un proceso saturable y controlado por la célula, ya que al 

comparar las cinéticas de entrada de los distintos tiempos de tratamiento, se observa que 

los astrocitos sólo son capaces de incorporar cierta cantidad de Gαi2 exógenas. 
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De los procesos de regulación de los receptores acoplados a proteínas G 

(GPCRs) ninguno ha recibido tanta atención como la desensibilización que conduce a la 

reducción de la señal iniciada por los agonistas. Este proceso se ha caracterizado 

principalmente a nivel de la molécula del receptor, describiéndose mecanismos que 

operando a nivel transcripcional, translacional, alteran los niveles de la proteína. Otros 

mecanismos, implican modificaciones covalentes de los receptores (su fosforilación 

mediante quinasas específicas), así como regulación de su asociación con otras 

proteínas (unión de β-arrestinas) y su localización subcelular (Hausdorff y col., 1990; 

Ferguson y col., 1996; Koenig y Edwardson, 1997). Sin embargo, en los últimos años 

son cada vez más frecuentes los estudios que indican que la pérdida de señalización de 

receptores G (en nuestro caso particular los opioides) puede también producirse sin el 

concurso de fosforilación, internalización y reactivación (Law y col., 2000). Por 

consiguiente, el receptor constituye la puerta de entrada de las señales de los agonistas, 

sin embargo, los mecanismos responsables de su pérdida de eficacia, desarrollo de 

taquifilaxia o tolerancia pueden implicar también mecanismos postreceptor en el 

entorno de las proteínas transductoras G y sistemas efectores. 

 

 En este sentido, la excelente capacidad de los opioides tipo morfina para 

producir analgesia presenta claras limitaciones, ya que a corto plazo suelen aparecer 

pérdidas de potencia como consecuencia de los fenómenos de taquifilaxia. Es sabido 

que este problema inicial se puede compensar aumentando la dosis del opioide para así 

conseguir los efectos deseados, pero si tal actuación se prolonga en el tiempo, hay una 

gran probabilidad de que se desencadenen una serie de procesos neurobiológicos 

adaptativos que conocemos como tolerancia y dependencia, tanto física como psíquica, 

a estas sustancias. 

 

Los resultados obtenidos en una cepa de ratones knock-out del receptor opioide 

µ, demuestran que este receptor es el que da origen a la analgesia, y a los efectos 

adictivos de la morfina (Matthes y col., 1996; Sora y col., 1997). En estos animales se 

mantienen los efectos antinociceptivos de la deltorfina II, agonista selectivo de los 

receptores δ, (Matthes y col., 1998; Hosohata y col., 2000). Estos hallazgos confirman 
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lo obtenido con la administración subcrónica de oligodeoxinucleótidos antisentido 

(ODNs) frente a los ARNm que codifican los receptores µ y δ, y bloquean 

selectivamente su síntesis (Sánchez-Blázquez y col., 1997; 1999). Por tanto, el receptor 

µ se presenta como el punto crucial para producir la deseada antinocicepción opioide, 

así como un lugar importante sobre el que actuar para contrarrestar la génesis de la 

tolerancia y dependencia. Lógicamente, la coincidencia de origen de estos efectos de 

calidad contrapuesta en el mismo receptor obliga a plantear estrategias que permitan su 

control diferencial. 

 

Con este objetivo, este trabajo aborda el estudio de los procesos adaptativos del 

sistema de transducción del receptor opioide µ, que se originan como consecuencia de 

la exposición aguda y crónica a los opioides. 

1.- Participación de las proteína quinasas C en los procesos de desensibilización del 

receptor opioide. 

En líneas celulares y en sistemas reconstituidos, pero no en el sistema nervioso, se 

ha descrito una fosforilación basal del receptor opioide µ (Arden y col., 1995; Zhang y col., 

1996), que se incrementa en presencia de morfina, proceso que parece implicado en la 

desensibilización del receptor. Se cree que la activación de la proteína quinasa C (PKC) 

juega un papel importante en la rápida desensibilización de receptores opioides (Mestek y 

col., 1995; Smart y Lambert, 1995; Xiang y col., 2000; Narita y col., 2001; Ueda y col., 

2001), desacoplamiento entre receptores opioides y proteínas G (Lin y col., 1994, 

Fukushima y col., 1994), y en el desarrollo o expresión de dependencia opioide (Tokuyama 

y col., 1995; Ventayol y col., 1997; Escribá y García-Sevilla, 1999). En tratamientos 

crónicos, la estimulación de la actividad de la PKC en el sistema nervioso, transcurre 

paralela al desarrollo de tolerancia a los efectos analgésicos opioides (Narita y col., 1994; 

Mao y col., 1995; Mayer y col., 1995) y el bloqueo de la actividad de la enzima previene la 

aparición de tolerancia (Narita y col., 1994; 2001; Mao y col., 1995). 

 

 La proteína quinasa dependiente de Ca2+-calmodulina tipo II (CAMKII) también 

parece modular la desensibilización de receptores µ tras exposición prolongada a opioides 
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(Mestek y col., 1995; Koch y col., 1997). Asimismo, se ha descrito regulación de la 

fosforilación de receptores δ y κ por la quinasa de receptores acoplados a proteínas G, 

GRK2 (Raynor y col., 1994; Pei y col., 1995; Zhang y col., 1998), y se ha visto un 

incremento en la inmunorreactividad para esta proteína en locus coeruleus de animales 

tratados crónicamente con morfina (Terwilliger y col., 1994). Estudios más recientes ponen 

de manifiesto la implicación de la quinasa activada por mitógenos (MAPK) en la 

desensibilización e internalización del receptor opioide (Polakiewicz y col., 1998). 

 

Además, la administración crónica de opioides produce una marcada 

hiperactividad del sistema de transducción adenilato ciclasa (AC)/AMP cíclico 

(AMPc)/proteína quinasa A (PKA). Las consecuencias de este aumento en la 

fosforilación de proteínas y expresión génica parecen ser mecanismos claves 

subyacentes a la tolerancia y dependencia opioide (Nestler y col., 1994; Nestler y 

Aghajanian, 1997). En este sentido, la proteína quinasa C ha sido implicada en la 

modulación in vitro de varios pasos de este sistema, como la regulación de la 

fosforilación e inactivación funcional de las proteínas Gi (Katada y col., 1985; Pyne y 

col., 1989; Strassheim y Malbon, 1994), con el consecuente aumento de la actividad de 

la AC (Yoshimasa y col., 1987). 

 

En nuestro estudio, el desarrollo de la tolerancia y dependencia física, tras 

tratamiento con morfina crónica, fue acompañado con cambios desiguales en los niveles 

citosólicos de las distintas PKCs. En la corteza cerebral de ratones tolerantes, la 

inmunorreactividad de la PKCα aumento, mientras que los niveles de PKCβI, PKCβII, 

PKCγ y PKCε disminuyeron. Los cambios asociados a los niveles de PKCα, PKCγ y 

PKCε persisten en ratones abstinentes, los cuales muestran una respuesta normal a los 

opioides. 

 

Hemos de considerar que la mayoría de las isoenzimas de PKC inactivas se 

localizan en la fracción citosólica o asociadas con estructuras subcelulares como el 

aparato de Golgi. Estas probablemente se ligan a proteínas (receptores) que se 

denominan RICKs (de Receptor Inactive C-Kinase) (Mochly-Rosen y col., 1990). Se ha 

descrito, que tras su activación, la PKC se trasloca del citosol a la membrana plasmática 
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(Kraft y Anderson, 1983), aunque algunas isoenzimas también se localizan en el 

citoesqueleto (Mochly-Fosen y col., 1990; Kiley y Jaken, 1990), núcleo (Cambier y col., 

1987) u otras estructuras celulares (Rotem y col., 1990). Cambios conformacionales 

asociados con su activación, permiten su unión a receptores para la quinasa C activa 

(RACK de Receptor Active C-Kinase), que son proteínas del complejo multi-enzimático 

AKAP79 (Klauch y col., 1996), las cuales modulan su localización celular (Mochly-

Rosen y col., 1991) y estabilizan la forma activa de PKC facilitando el acceso de sus 

sustratos (Ron y Mochly-Rosen, 1995). Entre ellas, se encuentra la RACK1, que 

presenta alta homología con la subunidad β de las proteínas G, y se liga a la proteína 

quinasa C con alta afinidad y especificidad (Ron y col., 1994). 

 

Las variaciones de la inmunorreactividad de RACK1 han sido también descritas 

en la corteza cerebral (no fraccionada) de ratas tolerantes a la morfina y durante el 

síndrome de abstinencia (Escribá y García-Sevilla, 1999). Nuestros datos establecen, 

que la RACK1 se encuentra en ambas fracciones, citosol y de membrana, de la corteza 

cerebral de ratón, y confirman una disminución de RACK1 en el citosol y aumento 

significativo de sus niveles en la fracción de membrana de esta estructura cerebral, 

como consecuencia del desarrollo de la tolerancia-dependencia a la morfina crónica. 

Este hecho debe implicar la traslocación de la proteína quinasa C a la membrana celular, 

al encontrarse ligada a RACK1. 

 

En la corteza cerebral de ratones abstinentes, los cambios en los niveles de 

RACK1 persistieron y fueron aún mayores, sugiriendo que en estos animales ciertas 

isoenzimas de proteína quinasa C son todavía activadas y traslocadas a la membrana 

celular donde desempeñan la actividad quinasa. Sin embargo, los cambios que 

observamos en la inmunorreactividad asociada a la membrana plasmática de las 

distintas PKCs objeto de estudio, no fueron significativos en los ratones 

tolerante/dependientes a morfina y/o abstinentes. Esto puede ser debido a que una 

porción significativa de las isoenzimas de proteína quinasa C está constitutivamente 

presente en la membrana de varios tipos celulares (Huang y col., 1987), y 

probablemente la PKC que se trasloca del citosol a la membrana, en respuesta a la 

morfina crónica, es sólo una pequeña parte del total asociado a la membrana celular, lo 
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que justifica los pequeños incrementos observados, en el presente trabajo, de los niveles 

de PKCα, PKCβI, PKCγ y PKCε en la fracción de membrana de la corteza cerebral de 

estos animales. 

 

Además, numerosos trabajos indican que los cambios observados en los niveles 

de las distintas proteína quinasas C dependen de la estructura neural estudiada. En este 

sentido, se ha descrito, un incremento de la inmunorreactividad de PKCγ en la 

membrana de los cuerpos neuronales de la medula espinal de ratas 

tolerante/dependientes a la morfina (Mao y col., 1995). Este tratamiento también 

aumenta la actividad de las PKCs citosólicas independientes de Ca2+, en bulbo raquídeo 

pero no en la corteza o tronco cerebral de ratas. Tampoco se detectaron cambios en la 

actividad de estas isoenzimas asociada con membranas celulares (Narita y col., 1994). 

Por otro lado, la actividad ligada a la membrana plasmática de las proteína quinasas C 

dependientes de Ca2+ aumento en la corteza y tronco cerebral pero no en bulbo raquídeo 

(Narita y col., 1994). 

 

En conjunto estos trabajos establecen que el desarrollo de la tolerancia a la 

morfina promueve la traslocación de las proteína quinasas C dependientes de Ca2+ a la 

membrana y el aumento de las isoenzimas independientes de Ca2+ en el citosol de 

ciertas regiones neurales. Sin embargo, en el presente trabajo la morfina crónica 

aumenta los niveles citosólicos de PKCα dependiente de Ca2+, en la corteza cerebral del 

ratón. Estos resultados no son contradictorios, y pueden ser interpretados como un 

aumento de los niveles de esta isoenzima en ambas fracciones citosol y membrana. 

 

También hemos de considerar algunos trabajos en los que se describe una 

disminución de la inmunorreactividad asociada a PKCα en la corteza cerebral de ratas 

tolerantes a la morfina crónica, administrada por vía intraperitoneal durante cinco días 

consecutivos (Ventayol y col., 1997; Escribá y García-Sevilla, 1999). Las variaciones 

en las especies, la duración del tratamiento crónico (Adams y Holtzaman, 1990), la 

frecuencia en la administración del opioide y la dosis empleada (Mucha y col., 1971; 

Fernandes y col., 1982; Schuh y col., 1996) influyen en la tolerancia a los opioides y 

son responsables de estas diferencias. Un estudio reciente demuestra que la 
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administración intratecal repetida del DAMGO, agonista del receptor opioide µ, no 

produce cambios significativos en la fracción de membrana de la médula espinal de los 

niveles de las proteína quinasas convencionales, y que en ratones knock-out de PKCγ, 

este tratamiento, no causa la desensibilización del receptor inducida por el agonista 

(Narita y col., 2001). Estos hallazgos, asignan un papel esencial a la proteína quinasa γ 

en la regulación de la desensibilización homóloga del receptor opioide µ. 

 

Por lo tanto, en nuestro estudio, la disminución que observamos en el citosol de 

los niveles de PKCβI, PKCβII, PKCγ y PKCε en ratones tolerantes son consistentes con 

traslocaciones a la fracción nuclear o a la periferia celular (Disatnik y col., 1994). Las 

distintas proteína quinasas C pueden ser activadas por distintas vías de señalización 

(Hug y Sarre, 1993), y muestran diferente sensibilidad a sus reguladores y variaciones 

en su distribución celular y subcelular, que responden a los cambios adaptativos en los 

niveles citosólicos de estas PKCs, durante la administración crónica de opioides. 

 

En este sentido, se conoce que en la acción de los opioides participan, entre otros 

mecanismos, la inhibición de la formación del AMPc, el cierre de canales de voltaje 

sensibles a Ca2+, y la apertura de los canales de K+ a través de la estimulación de las 

proteínas Gi/o (Childers, 1991). Además, los opioides activan la vía de las proteína 

quinasas activadas por mitógenos (MAPK), en la que Raf-1 es activada en la membrana 

plasmática por la proteína Ras-GTP, y es fosforilada por diversas quinasas, incluidas 

tirosinas quinasas, PKA, Akt y PKC (Morrison y Cutler, 1997; Van Dijk y col., 1997; 

Marais y col., 1998). Asímismo, los opioides activan la fosfolipasa C (PLC) en muchas 

células y tejidos neurales (Mangoura y Dawson, 1993; Smart y col., 1995; Ueda y col., 

1995). La activación de este enzima induce la hidrólisis de los fosfoinosítidos de 

membrana, particularmente el fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP2), que origina dos 

segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) y el inositol trifosfato (IP3). El DAG 

activa la proteína quinasa C, mientras que el IP3 se une a sus receptores citoplasmáticos 

y mobiliza el Ca2+ de los depósitos intracelulares (Berridge, 1987; Fisher y col., 1992; 

1993). 
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La elevación de los niveles de Ca2+ en el citosol, además de activar a la quinasa 

dependiente de Ca2+/calmodulina tipo II (CaMK II) (MacNicol y Schulman, 1992; 

Schulman y Hanson, 1993), promueve la traslocación de las proteína quinasas 

convencionales (PKCc) a la membrana celular, donde el DAG y la fosfatidilserina las 

activan. Mientras que la traslocación de las proteína quinasas nuevas (PKCn), entre ellas 

la PKCε, es independiente del Ca2+ y debe implicar la acción de los esteres de forbol 

(Hug y Sarre, 1993). 

 

Entre las proteína quinasas C convencionales, la PKCβ es más sensible, que 

PKCγ y PKCα, a la activación por diacilglicerol en presencia de fosfatidilserina. Estas 

isoenzimas son moduladas por Ca2+, y por tanto, también son sensibles a la hidrólisis 

del fosfatidilinositol bifosfato, que en último termino moviliza el Ca2+ intracelular 

(Newton, 1997). Otros componentes del metabolismo de los glicerolípidos son 

activadores selectivos in vitro de ciertas isoenzimas de PKC: cardiolipina activa PKCα, 

PKCβI y PKCε, el ácido araquidónico y la lipoxina A activan la PKCβII, PKCγ y 

PKCε, mientras que la PKCα puede ser activada por ácido araquidónico en presencia de 

Ca2+. 

 

 En cuanto a su localización, todos los miembros de la familia de PKCs son 

expresados en el S.N.C. de mamíferos pero muestran una distribución celular y 

subcelular diferente (Nishizuka, 1988; Tanaka y Saito, 1992). Mientras que la PKC α es 

la isoenzima con una distribución tisular más amplia, la PKCγ sólo se localiza en 

médula espinal y cerebro, la mayoría concentrada en el hipocampo, corteza cerebral y 

complejo amigdaloide, la PKCε sólo se expresa en cerebro, y PKCβII es más abundante 

en cerebro que PKCβI. 

 

Al mismo tiempo, las isoenzimas de proteína quinasa C que son reguladas por 

distintos activadores se distribuyen de forma desigual en el S.N.C. (Tanaka y Saito, 

1992), a nivel del tipo de célula y a nivel subcelular (Jaken, 1996), lo que sugiere que 

cada uno de los subtipos desempeña funciones distintas y selectivas en el proceso y 

modulación de las señales neuronales. Los procesos de fosforilación 

(autofosforilación)/defosforilación y la unión a proteínas reguladoras, determinan su 
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localización subcelular y los estados de activación/inactivación de las PKCs (Newton, 

1997). Hay evidencias de que algunas isoenzimas se ligan a la proteína 14-3-3, una 

proteína acídica que participa en numerosas vías de señalización, entre las que se 

encuentran las vías de las proteínas G y Raf quinasas, control del ciclo celular y 

apoptosis (Acs y col., 1995; Meller y col., 1996; Yaffe y col., 1997; Van der Hoeven y 

col., 2000), o a los componentes del citoesqueleto como la actina (Lehel y col., 1995; 

Prekeris y col., 1996). 

 

 Probablemente, la down-regulation de las isoenzimas de PKC observada en 

nuestro estudio con el tratamiento crónico de morfina, es debido a la degradación 

proteolítica, que puede ser un proceso que previene la activación permanente de la 

quinasa. La activación prolongada de las proteína quinasas C y su traslocación a la 

membrana celular es un requisito previo para la proteolísis. Sin embargo, hay 

diferencias en la sensibilidad de las isoenzimas de PKC a la degradación proteolítica 

(Hug y Sarre, 1993). Algunos subtipos controlan la actividad de otras PKCs, las cuales 

no son capaces de iniciar la down-regulation, por ejemplo PKCγ y δ median la down-

regulation de PKCε en células de mamífero (Goode y col., 1995). 

 

 En resumen, la activación crónica del receptor opioide µ origina cambios 

sostenidos en los niveles de ciertas isoenzimas de proteína quinasas C y RACK1, que 

son más duraderos que la tolerancia y la dependencia física al opioide. Los niveles 

citosólicos de PKCβI y PKCβII están reducidos en la corteza cerebral de ratones 

tolerante/dependientes. Sin embargo, estos cambios no se observaron en ratones 

abstinentes, los cuales, generalmente, muestran respuestas normales a los opioides. Por 

el contrario, los niveles de PKCα, PKCγ y PKCε variaron en ratones 

tolerante/dependientes y también en los abstinentes. En ambos grupos de animales, los 

niveles de RACK1 disminuyeron en el citosol, pero aumentaron en la fracción de 

membrana. 

 

A la vista de los resultados obtenidos, se puede afirmar que las isoenzimas de 

PKCs están implicadas en la tolerancia y dependencia a la morfina crónica y también en 

los mecanismos adaptativos que conducen a la recuperación de la respuesta normal a los 
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opioides en ratones abstinentes. Por tanto, la regulación de su densidad en estructuras 

del S.N.C. supone un mecanismo molecular adaptativo del receptor opioide µ, que 

subyace a los procesos de tolerancia y dependencia. Además, la posible 

transmodulación (cross-talk) entre estas enzimas y el sistema de la adenilato 

ciclasa/AMP cíclico conduce al mejor conocimiento de los mecanismos moleculares y 

celulares responsables de la adición opioide. 

 

 Sin embargo, la implicación de las PKCs en la respuesta medidada por el 

receptor opioide δ no está clara (Pei y col., 1995; Narita y col., 1996). En el presente 

trabajo, los niveles de varias PKCs fueron medidos en animales knock-out del µ, que 

han recibido un tratamiento crónico con deltorfina II, agonista selectivo de este receptor. 

Cambios en los niveles de PKCα, PKCβI, PKCβII y PKCγ fueron observados en la 

corteza cerebral de ratones wild-type, que expresan el genotipo salvaje, pero no en los 

ratones knock-out, carentes del receptor opioide µ. Estos resultados indican que la 

activación de PKC por deltorfina II precisa de receptores µ intactos (Hutcheson y col., 

2001). Existe la posibilidad de que los receptores δ tengan efectos moduladores sobre la 

señalización de los µ en los animales wild type. Esta idea coincide con los resultados 

obtenidos con los antagonistas delta, los cuales mitigan la tolerancia producida por los 

agonistas del receptor µ (Abdelhamid y col., 1991; Hepburn y col., 1997; Zhu y col., 

1999). 

2.- Participación de las subunidades Gα en los procesos de desensibilización del 

receptor opioide. 

En la actualidad, el incremento en la fosforilación de los receptores opioides tras 

su estimulación por un agonista se ha asociado con los procesos de desensibilización (a 

corto plazo -taquifilaxia- y de larga duración –tolerancia). Sin embargo, ambos 

procesos no pueden ser originados por un único mecanismo ya que, en el caso de la 

taquifilaxia se produce una recuperación relativamente rápida que no puede asociarse ni 

a la síntesis de nuevos receptores (no hay aumentos de ARNm), y además el recambio 

de este receptor requiere más de 10 días (Unterwald y col., 1995), ni a una 

fosforilación/defosforilación rápida (que no ha sido descrita). 
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 Por tanto la hipótesis de trabajo que planteamos considera que tras la activación 

del receptor por un agonista, puede producirse un empobrecimiento de proteínas G, 

localizado en el entorno del receptor, que sería la responsable de la aparición de 

taquifilaxia. Al cesar la activación las proteínas G se redistribuirían y los receptores 

opioides serían nuevamente funcionales. En el caso de una activación sostenida, las 

señales continuadas producidas por las Gα y Gβγ activas, traslocarían enzimas tipo 

proteína quinasas C o quinasas específicas de receptores G (GRK) desde el citoplasma a 

la membrana plasmática donde el empobrecimiento de proteínas G en el entorno del 

receptor privaría de protección frente a la fosforilación, que es responsable del 

desarrollo de la tolerancia-a largo plazo, y como se conoce es un proceso de muy lenta 

recuperación. 

 

Sabemos que las proteínas G unen los receptores localizados en la superficie de 

la célula con los sistemas efectores intracelulares. Tras la activación de un receptor por 

un agonista se originan cambios en la proteína G que se disocia en la subunidad α unida 

a GTP y el complejo βγ, que son ahora capaces de regular la actividad de diversos 

sistemas efectores (Bourner; 1997). El Laboratorio de Neurofarmacología del Instituto 

Cajal ha sido pionero en demostrar que la administración in vivo de agentes capaces de 

alterar el tono funcional de las proteínas G: toxinas pertúsica y colérica (Sánchez-

Blázquez y Garzón, 1998), venenos peptídicos como el mastoparan (Sánchez-Blázquez y 

Garzón, 1994); o anticuerpos generados frente a secuencias específicas de las 

subunidades α (αi1, αi2, αi3, αx/z) (Sánchez-Blázquez y Garzón, 1993; Garzón y col., 

1994; Garzón, 1995; Sánchez-Blázquez y col., 1995) originan cambios diferenciales en 

el efecto antinociceptivo de una serie de opioides. El tratamiento con 

oligodeoxinucleótidos antisentido (ODNs) para bloquear la síntesis de los subtipos de 

proteínas G, produce idénticos resultados (Raffa y col., 1994; Standifer y col., 1996; 

Sánchez-Blázquez y col., 1995, 1998, 1999; Garzón y col., 2000). La administración de 

estos anticuerpos a ratones tolerante/dependientes a la morfina es capaz de reducir de 

forma significativa la severidad del síndrome de abstinencia (Sánchez-Blázquez y 

Garzón, 1994), reforzando la propuesta de que el complejo receptor opioide-proteína G 

es un lugar adecuado para la actuación terapéutica en los procesos de desensibilización. 
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 Estudios realizados sobre cerebros de ratas tolerantes a la morfina han puesto de 

manifiesto cambios en los niveles de algunos subtipos de proteínas G. El tratamiento 

crónico con morfina, pero no el agudo, incrementa las inmunoreactividades de las 

subunidades Gαi1/2, Gαo y Gβ en el cerebro de rata (Nestler y col., 1989; Rasmussen y 

col., 1990; Escribá y col., 1994). El aumento en la abundancia de Gαi1/2, Gαo podría 

compensar la down-regulation del receptor opioide µ y/o el desacoplamiento funcional 

del receptor que se observa en varios tipos de células y tejidos después de la 

administración crónica con morfina (Ulibarri y col., 1987; Puttfarcken y Cox, 1989; 

Werling y col., 1989). En cuanto al incremento en la densidad de las subunidades β de 

las proteínas G, este fue similar, en cuanto a intensidad se refiere, al observado en las 

proteínas Gαi/o, y debe mantener la adecuada relación estequiométrica de las proteínas 

G heterotriméricas o de otros procesos reguladores (Escribá y col., 1994). Sin embargo, 

estos cambios de inmunoreactividad no se corresponden con modificaciones similares 

de los ARNm que codifican estas proteínas (Basheer y Tempel, 1993). Es por tanto, 

lógico asumir que no tanto el número de proteínas transductoras, sino su localización 

y/o estado funcional como mensajero intracelular son esenciales en los efectos agudos 

(analgesia) y crónicos (génesis y expresión de la dependencia) de los opioides. 

 

En este sentido, nuestro laboratorio ha demostrado en roedores la captación de 

subunidades Gα recombinantes desde el líquido cefalorraquídeo hacia el interior de 

células neurales (Garzón y col., 1999). Numerosos trabajos demuestran que las 

proteínas G se agrupan en unas invaginaciones vesiculares de la membrana plasmática 

denominadas caveolas (Takashi y col., 1995; Parton y col., 1996). Estas estructuras 

facilitan la rápida transmisión de las señales celulares al acoplar eficientemente todos 

los elementos necesarios para la transducción de señales (Lisanti y col., 1994; 1995). 

 

 Las caveolas están presentes en la mayoría de las células, entre ellas los 

astrocitos (Cameron y col., 1997; Okamoto y col., 1998), y son especialmente 

abundantes en células endoteliales, fibroblastos, adipocitos y células del músculo liso 

(Parton, 1996). El tratamiento de los astrocitos con filipin III, capaz de alterar el 

colesterol, principal componente lipídico de las caveolas, o con un ODN dirigido a 

bloquear la síntesis de caveolina, atenúa fuertemente la entrada de Gαi2 en estas células. 
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El presente estudio corrobora la implicación de las caveolas en la internalización de las 

subunidades Gαi2 miristoiladas (previamente marcadas con fluoresceína), al detectar en 

ellas, la inmunoseñal fluorescente tras el tratamiento de los astrocitos con estas 

proteínas. Además, el análisis realizado mediante microscopía confocal muestra que la 

internalización de las subunidades Gα-miristoiladas exógenas de las proteínas G es un 

mecanismo saturable, lo que confirma la especificidad de este proceso. 

 

En ausencia de deterioro de la transducción, las Gα exógenas no amplifican las 

señales originadas por los agonistas, pero sí lo hacen reparando situaciones en las que se 

han dañado las proteínas G endógenas, por ejemplo, tras la acción de toxinas 

bacterianas (toxina pertúsica -PTX) o reducción de síntesis de Gα con ODNs dirigidos a 

secuencias específicas de sus ARNm. Igualmente, las pérdidas de efectos agonistas por 

reducción experimental del número de receptores no se suplen con estas Gα exógenas. 

 

Estas perspectivas, que trascienden el ámbito del sistema opioide, se hacen 

comunes a todos los receptores acoplados a proteínas G. En el presente trabajo se 

demuestra como la administración in vivo de subunidades Gαi2 exógenas a ratones 

knock-down de esta proteína también restablece la potencia de otros agonistas opioides 

DAMGO (agonista del receptor µ), DPDPE (agonista del δ), así como de la clonidina 

que es un agonista α2-adrenérgico, y del agonista del receptor A1 de adenosina, R-PIA, 

para incrementar in vitro la hidrólisis de GTP en membranas de la sustancia gris 

periacueductal de ratón. 

 

Por consiguiente, estas observaciones proporcionan una evidencia farmacológica 

de la incorporación funcional de las subunidades Gα exógenas a la cascada de 

señalización iniciada en el receptor. Este hecho se corrobora tras comprobar que las 

subunidades Gαi2/o exógenas son incapaces de regular la activación de los receptores 

por los agonistas, cuando se encuentran unidas a los análogos no hidrolizables del GTP 

(GTPγS) o del GDP (GDPβS), los cuales impiden la asociación de la Gα con los 

dímeros βγ (Lambright y col., 1994), o estabilizan la conformación del heterotrímero 

Gαβγ, respectivamente (Wong y col., 1985; McArdle y col., 1988). 
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Otro hecho de especial relevancia se observa en ratones knock-down de Gαi2, en 

los cuales la administración de otro tipo de subunidad α, en nuestro caso la Gαo, 

parcialmente restablece la función de las proteínas Gαi2. Después de la inactivación de 

las proteínas Gi/o por tratamiento con PTX, combinaciones de las subunidades Gα de 

estas proteínas conducen a una mejor recuperación de la función analgésica opioide que 

con la administración de una sola clase de proteína G. No obstante, no debemos olvidar 

que las proteínas G muestran variaciones en el acoplamiento a receptores y en la manera 

en la cual regulan los sistemas efectores (Neer, 1995; Garzón y col., 1998). Así, en 

situaciones en las que hay un déficit en una clase de proteína G, por ejemplo la Gαi2, la 

administración exógena de este tipo de α recupera por sí sola la eficacia de los agonistas 

para inducir la hidrólisis del GTP, observándose una mejoría parcial de la función de las 

proteínas Gi2, cuando lo que se administra es otra proteína como la Gαo. 

 

Es interesante la observación de que las Gα exógenas prácticamente no alteran 

la función normal de los receptores µ y δ opioides, y del receptor α2-adrenérgico, tanto 

en la producción de analgesia como en la hidrólisis del GTP. Este efecto también se 

observa en situaciones en las que la disponibilidad del receptor opioide µ se reduce con 

el antagonista irreversible β-funaltrexamina o con el correspondiente ODN que reduce 

la expresión de dicho receptor (Sánchez-Blázquez y col., 1997; Garzón y col., 1999). 

Por tanto, se sugiere que en situaciones de correcto funcionamiento, la relación 

receptor-proteína G debe ser óptima, de forma que no se dispone de βγ libres, ya que la 

aportación de mas subunidades Gα no supone una mejora en la potencia de los 

agonistas. 

 

Además, en situaciones en las que la acción de una dosis analgésica de un 

opiáceo, como la morfina, acarrea pérdidas en la potencia de dosis sucesivas 

(taquifilaxia) o cuando se administran en el intervalo de varias horas (tolerancia aguda), 

las Gα exógenas son capaces de prevenir e incluso revertir la aparición de taquifilaxia 

(Garzón y Sánchez-Blázquez, 2001). Se sugiere que tras la acción de los agonistas y 

activación de Gα-GTP, se produce una reducción progresiva de proteínas G triméricas 

funcionales en el entorno de los receptores opioides, de forma que los receptores 
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activados por el agonista no encuentran forma de señalizar y pasan a ser receptores 

silentes, lo que origina que la respuesta sea cada vez más débil (taquifilaxia). 

 
Así, para reconstituir un número suficiente de receptores activos, es necesario su 

acoplamiento con las proteínas G triméricas (Gαβγ). Por consiguiente, la Gα inactiva 

(Gα-GDP) necesita ligarse a Gβγ, lo que dependerá de la velocidad de hidrólisis del 

GTP de la Gα activa (Gα-GTP). En este sentido, la aportación de Gα exógenas también 

logra la rápida reversión del receptor al estado activo, al unirse a los dímeros Gβγ libres 

y reconstituir el heterotrímero funcional. 

 

Por el contrario, la tolerancia a largo plazo, que conlleva la fosforilación del 

receptor (receptor desacoplado), no es sensible al aporte de Gα exógenas, y se puede 

afirmar que la potencia analgésica y los efectos adictivos de los opioides, dependen 

tanto del correcto funcionamiento de sus receptores específicos, como del estado 

funcional de las proteínas G. 

 

Podemos establecer por tanto, que la administración exógena de estas 

subunidades puede ser una valiosa herramienta a la hora de recuperar la funcionalidad 

de un sistema en situaciones de taquifilaxia o también en la fase de postdependencia, y 

se plantea la posibilidad de que en las acciones de algunos reguladores fisiológicos de 

proteínas G puedan residir los mecanismos que acarrean la desensibilización de 

receptores independiente de su fosforilación (taquifilaxia) (Potenza y col., 1999; Garzón 

y col., 2001; Garzón y Sánchez-Blázquez, 2001; Taylor y Fleming, 2001). 

 
Además de restaurar farmacológicamente la calidad de los efectos mediados por 

receptores G, cuando la transducción asociada sufre ciertas alteraciones funcionales, la 

administración de Gα sirve para discriminar disfunciones causadas por alteraciones en 

la transducción, de aquellas debidas a perturbaciones a nivel del receptor de membrana. 
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3.- Participación de los reguladores fisiológicos de la función de las proteínas G en 

la desensibilización del receptor opioide. 

Se ha descrito la presencia de proteínas capaces de modular la función de las 

proteínas G denominadas proteínas reguladoras de la señalización de la proteína G 

(RGS), que aceleran la hidrólisis de GTP a GDP (Berman y Gilman, 1998; Hepler, 

1999). Otra de estas familias está integrada por la fosducina y las proteínas tipo 

fosducina (PhLP) (Miles y col., 1993; Shcröeder y Lohse, 1996), que ejercen un control 

sobre las subunidades Gβγ liberadas tras la disociación de las Gα-GTP activas por 

agonista-receptor. La unión de estas proteínas a las Gβγ libres proporciona una cierta 

protección frente a enzimas con actividad quinasa (G-coupled Receptor Kinases -GRK), 

que actúan uniéndose a estos dímeros y desde aquí, por fosforilación, inactivan a los 

receptores ocupados por el agonista. El retorno de Gα-GTP a Gα-GDP desde las 

proteínas RGS y/o efectores libera a las Gβγ de su unión a PhLP y reconstituye las 

proteínas G heterotriméricas funcionales para seguir transmitiendo las señales de los 

complejos agonista-receptor hacia el interior celular. 

3.1.- Participación de las proteínas RGS en los procesos de desensibilización del 

receptor opioide. 

 Las proteínas RGS o reguladoras de la señal de proteínas G, constituyen una 

familia de proteínas de gran diversidad funcional con un dominio común de ~120 

aminoácidos (dominio RGS), que es el responsable de la interacción con la Gα (Druey y 

col., 1996; Koelle y Horvitz, 1996; Siderovski y col., 1996). Estas proteínas regulan la 

función de las Gα (de las familias Gi, Go y Gq) por activación de la actividad GTPasa 

intrínseca de estas subunidades, limitando el tiempo de vida media de unión de Gα con 

GTP (Dohlman y Thorner, 1997; Hepler, 1999). Además, ciertas RGS han sido 

propuestas como reguladores negativos en la señalización de los receptores acoplados a 

las proteínas G, ya que cuando se unen a las subunidades Gα inhiben competitivamente 

su interacción con el efector (Tesmer y col., 1997). En adición, durante el tiempo que la 

subunidad Gα está unida a la proteína RGS no es posible la reagrupación del 

hetrotrímero (Gαβγ), lo cual reduce el número de proteínas G que pueden ser reguladas 

por los receptores (Dohlman y col., 1996, 1997; Bünemann y Hosey, 1998; Hepler, 
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1999) y determina la porción de receptores G desensibilizados (Neil y col., 1997; 

Chuang y col., 1998; Tseng y Zhang, 1998; Diversé-Pierluissi y col., 1999; Potenza y 

col., 1999). 

 

 Numerosos estudios in vitro describen la selectividad en la interacción con los 

distintos tipos de Gα de las distintas RGS. Hasta la fecha, ninguna de las proteínas RGS 

descritas actúan como GAPs (de GTPase-accelerating protein) para las Gs (Natochin y 

Artemyev, 1998). Algunas, como por ejemplo la RGS4, no muestran preferencia por las 

subunidades α de las proteínas Gi o Gq, sin embargo, otras como la RGSZ1 presenta 

gran selectividad por la Gαz (Wang y col., 1998), la RGS2 por Gi1 y Gq (Ingi y col., 

1998) y la RGS9-1 por Gαt (Skiba y col., 1999). 

 

 Con estas propuestas, evaluamos la participación de algunas de estas proteínas 

reguladoras en los procesos de desensibilización del receptor opioide µ, tolerancia a 

corto plazo o taquifilaxia, estudiando los cambios inducidos en la analgesia opioide. 

Así, sabiendo que las proteínas G, Gx/z≥Gi2>Gi3>>Gq, son reguladas, con este orden de 

participación, en la producción de este efecto (Garzón y col., 1998), comprobamos que 

la reducción en la expresión de RGS2 y RGS3 con ODNs específicos frente a sus 

ARNm, atenúa el efecto antinociceptivo producido por la morfina. Sin embargo, los 

animales que recibieron ODNs frente a RGS4, RGS7, RGS9, RGS12, RGS14 o RGS16 

respondieron con un aumento en la potencia y en la duración del efecto analgésico. 

Estos resultados ponen de manifiesto que según el tipo de proteína RGS de que se trate 

se puede modular en una u otra dirección la duración y amplitud de la respuesta 

fisio/farmacológica de los receptores opioides. 

 

 Con estos resultados centramos nuestro estudio en dos RGS con acciones 

contrapuestas en la analgesia opioide, la RGS2 y la RGS9. En una primera 

aproximación, verificamos la eficacia y selectividad de los ODNs dirigidos a disminuir 

su síntesis, los cuales no alteraron los niveles de otras proteínas requeridas en las vías de 

señalización de los receptores opioides µ: subunidades Gαi2 y Gβ1/2. Los estudios de 

unión con ligandos radiactivos llevados a cabo en tejidos obtenidos de animales 
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sometidos a tratamiento subcrónico con estos ODNs, tampoco revelaron variaciones en 

el número de receptores µ, ni en la afinidad de los agonistas (Garzón y col., 2001). 

 

 La RGS9 presenta dos variantes que derivan de lecturas alternativas de un 

mismo gen: la RGS9-1 y la RGS9-2, que difieren en la longitud de su secuencia 

aminoacídica (484 y 674 aminoácidos, respectivamente) y en su distribución tisular. 

RGS9-1 se localiza en retina y actúa como GAP (proteína activadora de GTPasa) de la 

Gαt, donde acelera la recuperación de la visión, y glándula pineal (Chen y col., 2000), 

mientras que RGS9-2 se localiza en el cerebro, especialmente en el estriado, y es capaz 

de disminuir las respuestas mediadas por las subunidades Gαi/o, entre ellas las del 

receptor opioide µ, probablemente por acelerar la actividad GTPasa de la Gα (Rahman 

y col., 1999). La RGS2 pertenece al grupo de las RGS de pequeño tamaño (211 

aminoácidos la componen), su distribución es ubicua y participa en multitud de 

respuestas celulares (Ingi y col., 1998). De hecho, los niveles del ARNm de la RGS2 

aumentan en respuesta a la activación de diferentes receptores G (Burchett y col., 1999; 

Song y col., 1999) y a un incremento en los niveles de AMPc (Pepperl y col., 1998). 

 

En la rata, el ARNm de la RGS9-2 está presente en estriado e hipotálamo, 

también, aunque en menor cantidad, en otras estructuras cerebrales tales como el 

neocortex (Gold y col., 1997; Granneman y col., 1998). El análisis del nivel de la 

proteína RGS9-2 en distintas estructuras cerebrales, de los ratones CD-1, la especie 

animal empleada en nuestro estudio, reveló una mayor abundancia en el estriado con 

respecto a corteza cerebral o sustancia gris periacueductal, en las cuáles la proteína 

podría originarse del ARNm detectado en las proyecciones estriatales e hipocampales 

(Saper, 1985; Boylan y col., 1986; Hoover y Strick, 1993). 

 

Las diferencias estructurales y funcionales que muestran la RGS2 y la RGS9-2 

en el S.N.C. deben responder a la selectividad de la RGS hacia las subunidades Gα, y a 

las cinéticas de su interacción (rápida para RGS2 y lenta para RGS9). RGS6, RGS-7, 

RGS-9 y RGS-11 contienen un dominio de unión homólogo al presente en la subunidad 

Gγ, el cuál media su asociación específica con la Gβ5 (Snow y col., 1998; Hepler, 1999; 

Makino y col., 1999; Zhang y Simonds, 2000). 
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Trabajos previos han descrito que el complejo Gβ5-RGS9, que se forma en la 

retina, favorece la activación de la subunidad γ de la fosfodiesterasa del GMPc (PDEγ) 

por Gαt (Makino y col., 1999). Por el contrario, la RGS2 se une selectivamente a la Gαq 

en membranas cerebrales, inhibiendo la interacción efectiva con la PLCβ1 (Heximer y 

col., 1997; Ingi y col., 1998). Recientemente, se ha descrito un mecanismo de 

regulación de la RGS2 mediante su fosforilación por proteína quinasa C, lo que potencia 

la activación de la PLCβ por la Gαq activa (Cunningham y col., 2001). 

 

 Por otro lado, el receptor opioide µ regula la apertura de los canales de K+ 

(GIRK), a través de los dímeros βγ liberados de la Gα-GTP. La RGS4, al acelerar la 

hidrólisis de GTP de la subunidad α, conduce a la asociación del heterotrímeros Gαβγ y 

reduce la actividad de los agonistas µ y el tiempo de apertura de los GIRK (Doupnik y 

col., 1997; Chuang y col., 1998). Estos resultados sugieren que RGS4 facilita la 

taquifilaxia de los receptores µ en este sistema. 

 

 El hecho de que los animales knock-down de RGS9 no desarrollaran la tolerancia 

a corto plazo (taquifilaxia) que normalmente acompaña a una dosis aguda de morfina 

(DE80), sugiere que la RGS9 es particularmente responsable de la aparición de 

taquifilaxia o tolerancia aguda al desensibilizar la vía de señalización por unión a las 

Gα-GTP activadas por receptores (Garzón y col., 2001). Este mecanismo retrasa su 

reasociación con dímeros Gβγ y dan lugar a un descenso en heterotrímeros funcionales 

Gαβγ, que se traduce en un mayor número de receptores desacoplados (receptores 

silentes), y en una disminución de la potencia analgésica del opioide. Además, descarta 

la propuesta de que la fosforilación de las subunidades Gα, probablemente por proteína 

quinasa C, y consecuente inactivación (Strassheim y Malbon, 1994), sea la principal 

responsable de la tolerancia aguda a los opioides. En contraposición, la reducción de la 

función de otra RGS, en concreto la RGS2, no previene la tolerancia aguda a morfina. 

 

En cuanto a la tolerancia crónica se refiere, esta se desarrolla tras varias horas de 

iniciar el tratamiento con morfina. En estas condiciones, no se observan los efectos 

beneficiosos del knock-down de RGS9, lo que sugiere que en el transcurso del tiempo, 
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tras la activación del receptor opioide, hay una disminución progresiva del número de 

proteínas G reguladas por el receptor (Garzón y col., 2001). Así, la cinética de 

liberación de las subunidades Gα-GTP de los dímeros Gβγ, es más rápida que la 

reconstitución del heterotrímero (Gαβγ). En este punto, se desarrolla la tolerancia, que 

es facilitada por otras proteínas RGS alternativas a RGS9, para poder controlar así la 

intensidad de las señales exógenas que podrían amenazar la supervivencia celular. 

Durante este tiempo, los receptores son capaces de regular nuevas proteínas G, sin 

embargo, si los efectos opioides persisten se desarrolla la tolerancia a largo plazo que se 

debe, sobre todo, al desacoplamiento de los receptores opioides de los sistemas de 

transducción. 

 

 Dada la importancia de la proteína RGS9 en estos procesos, nos interesó 

profundizar en los mecanismos implicados en la regulación de su función. Se ha 

sugerido una regulación a nivel transcripcional y postraduccional (Dohlman y col., 

1998; Benzingy col., 1999; Song y col., 1999; Tu y col., 1999), pero hasta el momento 

no se conocen los mecanismos que controlan su actividad GAP (de GTPase-

accelerating protein). Actualmente, se ha confirmado la unión de RGS3 y RGS7 a la 

14-3-3 que se une a proteínas con residuos de Ser o Thr fosforilados, y como se ha 

mencionado anteriormente, esta implicada en la activación de proteínas quinasas, 

control del ciclo celular, y regulación de la apoptosis (Torzón y col., 1998; Tzivion y 

col., 1998; Brunet y col., 1999). La unión a la 14-3-3 regulada por la 

fosforilación/defosforilación del dominio RGS de estas proteínas podría regular su 

función GAP in vivo (Benzing y col., 2000). 

 

 Pero, la regulación de la actividad de las RGS por dominios, distintos al 

catalítico (dominio RGS) parece ser una regla general de los miembros de esta familia 

de proteínas (Zeng y col., 1998; Siderovski y col., 1999; Cowan y col., 2000). Algunos 

contienen múltiples dominios, con funciones conocidas, como el dominio PDZ, o 

desconocidas, como el DEP (de dishevelled/EGL-10/pleckstrin homology). El dominio 

GGL (de G protein γ-like) está presente en las proteínas RGS6, RGS7, RGS9 y RGS11, 

a través del cual se unen a la Gβ5 (Snow y col., 1999), una proteína que posee un 50% 

de identidad con el resto de las subunidades Gβ1-4 (Watson y col., 1994, 1996; Jones y 
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col., 1998) y se localiza en S.N.C. Una isoforma de secuencia aminoacídica más larga, 

conocida como Gβ5L, se expresa en retina, y posee un residuo adicional en el extremo 

amino terminal de 42 aminoácidos (Watson y col., 1996). La expresión de Gβ5 y Gβ5L 

es mucho menor que la subunidad Gβ1 de la transducina (0,02-0,04% de la proteína 

total del cerebro y la retina) (Peng y col., 1992). Aunque la interacción de Gβ5L y Gβ5 

con ciertas RGS está bien establecida, no se conoce con precisión el efecto regulador 

sobre la actividad GAP de estas RGS. 

 

De hecho, algunos trabajos han descrito el bloqueo por Gβ5L de la unión de Gα a 

RGS7 (Levay y col., 1999), mientras que otros describen una actividad GAP del 

complejo RGS-Gβ5 (Snow y col., 1997; He y col., 2000; Witherow y col., 2000). Hasta 

la fecha no se han obtenido animales knock-out de Gβ5L que evidencien la posible 

regulación, que esta proteína, ejerza sobre la RGS9. Sin embargo, el análisis llevado a 

cabo en animales knock-down de Gβ5 sobre la analgesia opioide, describen un aumento 

de la potencia de la morfina, similar al que se observa con la disminución en la síntesis 

de la RGS9, capaz de revertir la tolerancia aguda a este opioide (Garzón y col., 2001). 

Además, en animales knock-out de RGS9, la Gβ5L no se detecta en la retina, aunque los 

niveles de ARNm se mantienen similares a los wild-type, que expresan el genotipo 

salvaje (Chen y col., 2000). En estas circunstancias, se sugiere que la pérdida de RGS9 

desestabiliza la proteína Gβ5L que debe ser importante para su función, 

3.2.- Participación de las proteínas tipo fosducina en la desensibilización del 

receptor opioide. 

 Aparte de la regulación que sobre la señalización de los receptores G ejercen las 

RGS, se ha sugerido la existencia de otro mecanismo que regula la fosforilación de 

receptores, así como la activación, que sobre algunos efectores, ejercen los dímeros Gβγ 

y la reconstitución del heterotrímero funcional (Gαβγ). Las proteínas que ejercen este 

control sobre las subunidades Gβγ libres, son las conocidas como fosducina o tipo 

fosducina (Phosducin-Like Proteins o PhLP). 
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La fosducina (Phd) es una proteína acídica, identificada en la retina, donde se 

expresa en altos niveles (Lolley y col., 1977; Lee y col., 1990), también se localiza en 

muchos otros tejidos como hígado y epitelio olfatorio (Lee y col., 1988; Craft y col., 

1991; Lolley y col., 1992). Sin embargo, su presencia en S.N.C. es muy escasa (Bauer y 

col., 1992; Danner y Lohse, 1996). En la retina juega un importante papel en la 

adaptación a la luz (Willardson y col., 1996). En condiciones de luz, la Phd se liga a los 

dímeros βγ (Gtβγ) de la transducina, reduciendo la población de heterotrímeros 

funcionales y con ello la amplificación de la señal a nivel de la proteína G. En oscuridad 

la Phd es fosforilada en la Ser 73 por la proteína quinasa A (PKA) (Lee y col., 1990), lo 

que reduce la estabilidad del complejo Phd-Gtβγ (Yoshida y col., 1994), permitiendo la 

reasociación de Gtα con Gtβγ, que aumenta la señal. 

 

 La Phd debe prevenir la desensibilización homóloga de los receptores G por la 

fosforilación de quinasas específicas (GRKs) que requieren para su actuación la unión a 

dímeros Gβγ. Estos últimos, en presencia de fosfatidilinositol bifosfato (PIP2), se ligan 

al dominio con homología a pleckstrina del extremo carboxilo terminal de la GRK2 ó –

3 (Pitcher y col., 1995; DebBurman y col., 1996; Schulz y col., 1998). Esta unión sitúa a 

la quinasa en la membrana donde interacciona con su sustrato, los receptores ocupados 

por los agonistas. Las distintas combinaciones de Gβγ muestran diferente afinidad por 

GRK2 ó –3, que puede ser la clave de la especificidad en las interacciones GRK-

receptor (Daaka y col., 1997). 

 

 Posteriormente, Miles y colaboradores (1993) identificaron unas proteínas 

homólogas a la Phd, las proteínas tipo fosducina larga y corta (PhLPlong, PhLPshort), que 

son lecturas alternativas del mismo gen, con una distribución tisular amplia, que incluye 

el sistema nervioso central y la glándula pineal (Schröder y Lohse, 1996; Abe y col., 

1998; Craft y col., 1998; Thibault y col., 1999). Nuestra investigación se centró en la 

isoforma larga (PhLPL), que a diferencia de la PhLPs, contiene el dominio de unión a βγ 

y el dominio de fosforilación por proteína quinasa A (Lee y col., 1990; Miles y col., 

1993; Craft y col., 1998), dentro del cual se ha descrito que probablemente la Ser 110, 

es fosforilada y de-fosforilada a favor de su unión y disociación a los dímeros Gβγ. 
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 En el complejo Phd/PhLPL-Gβγ el residuo fosforilable es accesible a la proteína 

quinasa A (PKA) (Wilkins y col., 1996; Craft y col., 1998). La cinética de fosforilación 

de PhLPL por este enzima es mas lenta que para Phd (Thulin y col., 1999), la cuál se liga 

a Gtβγ con una afinidad 2,5 veces mayor que PhLPL (Savage y col., 2000). Estas 

diferencias indican que la señalización de los receptores G, regulada por PhLPL en el 

S.N.C., obedece a unas necesidades distintas a la regulación por Phd del sistema de 

rodopsina/transducina en la retina. La fosforilación por PKA disminuye la afinidad de 

Phd/PhLPL por Gβγ, pero no necesariamente disocia al complejo Phd/PhLPL-Gβγ 

(Gaudet y col., 1999; Savage y col., 2000) y facilita que el dímero Gβγ se ancle de 

nuevo a la membrana. 

 

En este sentido, la activación de PKA en células que sobre-expresan Phd, 

disminuye drásticamente la capacidad de la Phd para inhibir las señales reguladas por 

las proteínas G (Hawes y col., 1994). Sin embargo, la fosforilación de Phd por la PKA, 

disminuye débilmente la afinidad de la unión a Gtβγ (Chen y Lee, 1997; Savage y col., 

2000), y parcialmente su capacidad para inhibir las interacciones de Gtβγ y Gαt (Gaudet 

y col., 1999). El análisis de la estructura cristalográfica del complejo Phd-Gtβγ, 

determina que la fosforilación de la Ser73 de la Phd (Lee y col., 1990) produce una 

pérdida del 15% de la superficie de contacto entre Phd y Gtβγ, que coincide con el sitio 

al que se une la Gαt. Así, la fosforilación de Phd facilita el acceso de la Gαt a la Gtβγ, 

por lo que este mecanismo no explica la gran inhibición de la actividad de la Phd, que se 

observa en células que la expresan, cuando se activa la PKA por 8-Br AMPc (Hawes y 

col., 1994). Una posible explicación a estos resultados, sugiere que otras quinasas 

celulares también participan en la inactivación de la Phd. 

 

 En efecto, el análisis de la secuencia de la Phd revela una secuencia consenso de 

fosforilación, entre los residuos 51-54, por la quinasa dependiente de Ca2+-calmodulina 

tipo II (CaMKII) (Lee y col., 1990). Esta proteína se encuentra en varios tejidos, y es 

abundante en células neurales donde participa en muchos procesos celulares (Colbran y 

Soderling, 1990; Soderling, 1996). Uno de los ARNm más abundantes en las dendritas 

codifica a la subunidad α de la CaMKII, y su síntesis es estimulada por señales 

reguladas por diferentes vías, entre las que se encuentra la vía de las quinasas activadas 
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por mitógenos (MAPK/ERK) (Soderling, 2000). La acción de la CaMKII sobre la Phd 

aumenta en 100 veces la inhibición de la interacción de la Phd con el dímero Gβγ. Se ha 

descrito que la PKA fosforila la Ser73, mientras que la CaMKII, además de fosforilar la 

Ser73, actúa sobre la Ser6, 36, 54 y 106. Así, la inhibición de la interacción entre Phd y 

Gtβγ es mucho mayor en el caso de fosforilación por CaMKII, siendo la principal 

responsable de la regulación de la actividad de la Phd, que requiere de las señales de 

ambas quinasas para su máxima fosforilación (Thulin y col., 2001). 

 

 De forma similar, la presencia de las Ser92 y 110 en la PhLPL, susceptibles de 

fosforilarse por CaMKII (Thulin y col., 2001), amplía la idea de regulación de esta 

proteína. Además, se han descrito en la Phd y PhLPL las secuencias consenso para la 

fosforilación por proteína quinasa C y caseína quinasa II, y sitios potenciales de N-

glicosilación, Phd Asn152 (Lee y col., 1990) con el correspondiente Asn189 en PhLPL. 

La N-glicosilación de PhLPL fue demostrada en el presente trabajo. Sin embargo, no 

hay trabajos que describan esta modificación en la Phd. Sitios potenciales de 

miristoilación se encuentran también en Phd, Gly195 y 215, y PhLPL, Gly222 y 242 

(Lee y col., 1990; Craft y col., 1998). 

 

 Por ser el lugar de unión a Gβγ, el dominio N-terminal de Phd/PhLPL ejerce un 

importante papel en la regulación de las proteínas G y la funcionalidad del receptor. 

Además, cubre la superficie de los dímeros Gβγ que interacciona con las subunidades 

Gα y con varios efectores, por ejemplo la enzima adenilato ciclasa tipo VII implicada 

en las acciones crónicas y agudas de la morfina (Yoshimura y col., 2000), impidiendo su 

asociación. De esta manera, el bloqueo de la PhLPL sobre Gβγ también sirve para 

modular los efectos de los receptores acoplados a proteínas G, incluidos los opioides 

(Schulz y col., 1999). 

 

Por su parte, el dominio C-terminal de Phd/PhLPL se liga a la superficie de Gβγ 

implicada en la unión a la membrana y promueve su liberación (Loew y col., 1998; 

Gaudet y col., 1999; Savage y col., 2000). En este sentido, la contribución de la 

fosforilación de la Phd por la PKA y CaMKII, ha sido analizada en detalle. Así, entre 

las distintas Ser susceptibles de fosforilarse por estas enzimas, se sabe que es la Ser106, 
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fosforilada por CaMKII, la que afecta a la inhibición de la interacción con la Gtβγ y 

promueve su disociación. Próximos a la Ser106 están Leu105, His102 y Met101 de la 

hélice 3, todos ellos interaccionan con Trp332 de Gtβ (Gaudet y col., 1996). El Trp332 

es uno de los residuos que produce un cambio conformacional en la unión a la Phd, que 

ha sido propuesto por crear una cavidad en la que se alojaría el grupo farneliso de la 

subunidad Gtγ (Loew y col., 1998), bloqueando la unión de Gtβγ a la membrana (Savage 

y col., 2000). Así, la fosforilación de la Ser106 de la Phd bloquea la interacción de 

Leu105, His102 y Met101 con el Trp332 de Gtβγ, inhibiendo el cambio conformacional, 

y con ello, la unión de Gtβγ a la Phd y la disociacion de Gtβγ de la membrana. 

 

Sin embargo, los resultados del presente trabajo indican que la PhLPL, ella 

misma o en asociación con Gβγ, permanece en el entorno de la membrana celular. 

Probablemente, la N-glicosilación de la PhLPL contribuye al anclaje estable de esta 

proteína acídica a la membrana plasmática sináptica, así la activación aguda o crónica 

del receptor opioide µ no produjo alteraciones en su localización subcelular. 

 

Aunque su interacción con la 14-3-3 también ha sido propuesta como 

mecanismo que controla la localización de la Phd en la célula, no está claro su papel 

fisiológico. Se sabe que su fosforilación por CaMKII, regula la interacción de la Phd 

con Gtβγ, al inhibir drásticamente esta unión, e inicia una interacción con la 14-3-3, que 

bloquea completamente la unión de la Phd fosforilada al dímero Gtβγ (Nakano y col., 

2000; Thulin y col., 2001). 

 

Otro papel asignado a la 14-3-3 es la protección de la Phd fosforilada frente a la 

degradación. La estructura del dominio N-terminal de la Phd cuando está ligada a Gtβγ 

indica que no es una estructura estable (Gaudet y col., 1999). Además, la acción de 

varias fosfatasas desestabilizaría aún más la estructura de la Phd, posiblemente haciendo 

de ésta una diana de las proteasas celulares. Su unión a la 14-3-3 estabilizaría el 

dominio N-terminal y la protegería de la degradación que ocurre como resultado de la 

fosforilación (Zhu y Craft, 1998). Sin embargo, como ya se ha mencionado, entre estas 

y otras propuestas el papel fisiológico preciso de la interacción de la Phd con la 14-3-3 

falta por determinar. 
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 La homología de la PhLPL con la Phd plantea un mecanismo de regulación 

similar. Los resultados obtenidos en nuestro estudio han permitido afirmar esta 

propuesta, de manera que en una primera aproximación confirmamos mediante estudios 

de co-inmunoprecipitación, con el anticuerpo anti-Phd/PhLPL generado en nuestro 

laboratorio, tanto su interacción con la Gβ1/2 como con la 14-3-3, en astrocitos 

obtenidos a partir del cerebro de rata. La estimulación receptorial con un agonista de los 

receptores opioides δ (DPDPE), que se sabe están presentes en este tipo de células (ver 

por ej., Stiene-Martin y col., 2001), aumenta la señal inmunorreactiva de la 14-3-3, en el 

material inmunoprecipitado, y disminuye la Gβ1/2 con respecto a la situación basal (en 

ausencia de agonista). Estos resultados se traducen en una mayor unión a la 14-3-3 en 

estas condiciones, lo que plantea un mecanismo de regulación de la actividad de la 

PhLPL similar al descrito para la Phd en el sistema visual, y en el que participa la 

proteína 14-3-3 (Nakano y col., 2001). 

 

Por otro lado, considerando que la región de Gβγ cubierta por el dominio donde 

se encuentran los residuos fosforilables de Phd/PhLPL por PKA es parte de la superficie 

que interacciona con Gα, es lógico asumir que cuando Phd/PhLPL se fosforilan, y se 

debilita su interacción con Gβγ, la Gα compite con la Phd/PhLPL por su unión al dímero 

y la desplaza (Wilkins y col., 1996). Así, se regenera la población de proteínas G 

heterotriméricas disponibles para la activación del receptor, por lo que aumenta la 

potencia de los agonistas (Gaudet y col., 1999). Sin embargo, el acceso de las quinasas 

específicas de los receptores G (GRK) a los dímeros Gβγ es todavía un impedimento. 

 

En este sentido, la disminución experimental de PhLPL, con un ODN específico, 

redujo la eficacia en la analgesia de varios agonistas de receptores G, como el receptor 

opioide µ (morfina y DAMGO), el receptor opioide δ (DPDPE y [D-Ala2] deltorfina II), 

y el α2-adrenérgico (clonidina). Los animales knock-down de PhLPL también 

desarrollan una tolerancia aguda que no revierte con la administración de subunidades 

Gα exógenas, lo que puede deberse a que en estas circunstancias los receptores no son 

capaces de regular las proteínas G triméricas nuevamente asociadas. Además, en los 

ratones tolerantes a morfina, la disminución de la función de PhLPL no alteró la 

incidencia de la dependencia física. Sin embargo, en ratones post-dependientes, el 
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retardo en el restablecimiento de la eficacia de la morfina, asigna un papel a PhLPL en la 

recuperación de la función del receptor opioide. El efecto del knock-down de PhLPL 

desapareció con el cese del tratamiento con el ODN, en este punto, los ratones 

recuperaron la respuesta antinoceptiva normal de los agonistas a los 3-4 días. 

 

 Como hemos comentado anteriormente, el tratamiento con morfina, 

particularmente el crónico, promueve la disminución de las proteínas G triméricas 

regulables por el receptor opioide, y el incremento de dímeros Gβγ libres. Durante el 

tratamiento crónico con morfina, el bloqueo de la unión de la Phd a Gβγ, inducido por 

su fosforilación por la CaMKII, podría justificar la fosforilación de los receptores 

opioides por las GRKs. Se ha comprobado que mutaciones de la Phd que mimetizan la 

forma fosforilada de la proteína, aumentan la traslocación de GRK3 a la membrana 

plasmática (Boekhoff y col., 1997). Además, facilitan la unión de regiones específicas de 

Gβ a las GRKs (Koch y col., 1993), que específicamente fosforilan residuos de 

receptores silentes ocupados por el agonista (Pitcher y col., 1998), y los convierte en 

receptores desacoplados incapaces de regular proteínas G (Kovoor y col., 1997; Zhang y 

col., 1998), impidiendo la protección que sobre el dímero Gβγ proporciona la PhLPL 

(Lohse y col., 1996). Así, en tratamientos crónicos, la presencia continuada del agonista 

facilita la acción de las GRKs sobre los receptores. 

 

La fosforilación del dominio C-terminal de Phd/PhLPL por GRK2, que 

disminuye la capacidad de estas proteínas para ligarse a los dímeros Gβγ (Ruiz-Gomez y 

col., 2000) también podría ser un mecanismo que elimine la protección de los GPCRs a 

la fosforilación por GRK. En estas circunstancias, predomina la fosforilación de los 

receptores opioides µ, frente a los procesos de resensibilización y reciclamiento, los 

cuales se muestran insuficientes para prevenir la desensibilización inducida por los 

agonistas. Además, los agonistas con una elevada capacidad para activar los receptores 

acoplados a proteínas G, promueven una reducción de las proteínas G heterotriméricas, 

y por consiguiente un aumento en el número de Gβγ libres. Si estos agonistas muestran 

también una alta afinidad de unión por los receptores, la probabilidad de que las GRKs 

actúen sobre estos receptores, cuando se encuentran unidos a estos agonistas, se 

incrementa. Estas propuestas explican las diferentes potencias que muestran los 
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agonistas opioides para producir la desensibilización e internalización de los receptores. 

Así, dependiendo de las propiedades de los agonistas, los receptores que no señalizan, 

deben ser principalmente receptores silentes o desacoplados. 

 

Una de las respuestas de la activación de los GPCRs es la estimulación de las 

proteína quinasas activadas por mitógenos (MAPKs). La activación de esta vía por los 

receptores opioides no necesariamente requiere la internalización de los receptores 

sobre los que actúan los agonistas. En este sentido, opioides como la morfina, que no 

inducen la internalización del receptor, son capaces de estimular la MAPK (Schmidt y 

col., 2000). Sin embargo, la inhibición de los caminos de la MAPK bloquea la 

desensibilización de los agonistas opioides, indicando que esta vía regula la 

fosforilación y el desacoplamiento del receptor por un mecanismo de retroalimentación 

negativa (Polakiewicz y col., 1998). 

4.- Importancia de las proteínas G y sus reguladores en la respuesta fisiológica del 

receptor opioide. 

 Los receptores opioides, al igual que el resto de los miembros de la familia de 

receptores acoplados a proteínas G (GPCR), presentan complejos mecanismos de 

regulación de su función, que modulan la eficacia de la transducción de la señal y 

protegen a la célula frente a una estimulación excesiva o prolongada. 

 

Estos mecanismos son la base de los procesos de desensibilización o tolerancia, 

de los que se diferencian los procesos a largo plazo (estimulaciones prolongadas con 

agonista –tolerancia a largo plazo) y los procesos a corto plazo (estimulaciones breves -

taquifilaxia). Los primeros se caracterizan por una disminución en el número total de 

receptores funcionales de la célula a lo largo de varias horas, lo que parece requerir la 

síntesis de nuevas moléculas de receptor para la recuperación del sistema (Hermans y 

col., 1997; Trejo y Coughlin, 1998; Oakley y col., 1999; Anborgh y col., 2000). Este 

proceso requiere la fosforilación de dominios intracelulares de los receptores por 

proteína quinasas, lo que aumenta notablemente la velocidad de internalización y, 

posiblemente también, la degradación de dichos receptores en un proceso mediado por 

vesículas de clatrina (Bouvier y col., 1988; Hausdorff y col., 1989; Lohse y col., 1990). 
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Por el contrario, la desensibilización a corto plazo (taquifilaxia), se caracteriza por una 

rápida atenuación de la respuesta y una recuperación, más o menos rápida, tras la 

desaparición del estímulo. En este proceso parecen influir mecanismos postreceptor, 

como proteínas G y proteínas reguladoras de la función de las proteínas G, entre las que 

se encuentran las proteínas RGS (Regulators of G-protein Signaling) y las proteínas tipo 

fosducina (PhLP de Phosducin-Like Proteins) las cuales limitan la duración e intensidad 

de la señal inducida por la proteína G. 

 
El principal objetivo de la presente Tesis Doctoral, ha sido profundizar en el 

conocimiento de los mecanismos, que operan a nivel de la proteína G y sus reguladores, 

y son responsables de los fenómenos de taquifilaxia y tolerancia/dependencia. Para ello, 

el posible papel y relevancia fisiológica de RGS y PhLP en estos procesos ha sido 

estudiado sobre la función del receptor opioide. Es importante considerar que los 

estudios de reconstitución en sistemas in vitro con diferentes clases de proteínas G y 

RGS, han permitido conocer cuáles son susceptibles de regulación por estas RGS 

(Berman y Gilman, 1998), sin embargo, esta información no es directamente 

extrapolable a la modulación de la función del receptor existente in vivo. En este trabajo 

y con el uso de ODNs antisentido dirigidos a bloquear la síntesis de diferentes RGS, 

aportamos las primeras evidencias in vivo que implican la participación de ciertas RGS 

en el desarrollo de taquifilaxia y tolerancia a largo plazo. Para ello hemos evaluado su 

participación en un efecto comportamental (la analgesia) mediado por un receptor G, el 

receptor opioide, en el ratón. 

 

En este sentido, sabemos que las proteínas RGS al unirse a las subunidades α 

activadas por el agonista-receptor (Gα-GTP), inhiben la interacción efectiva entre estas 

y los correspondientes sistemas efectores, y que por ello, ciertas RGS han sido 

propuestas como reguladores negativos en la señalización de los receptores acoplados a 

las proteínas G (Hepler, 1999). El hecho de que los animales en los que se han reducido 

los niveles celulares de RGS9, no presenten taquifilaxia después de la administración de 

una dosis aguda de morfina (DE80), la hace particularmente responsable de la aparición 

de taquifilaxia o tolerancia aguda (Garzón y col., 2001), y sugiere que la RGS9 

desensibiliza la vía de señalización secuestrando Gα-GTP activada por receptor, lo que 
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retrasa su reasociación con dímeros Gβγ y dan lugar a un descenso en heterodímeros 

funcionales Gαβγ. 

 

 De forma similar, hemos analizado la participación de las proteínas tipo 

fosducina (PhLP), que al igual que la fosducina, ejercen un control sobre las 

subunidades Gβγ que se liberan tras la disociación de las Gα-GTP activadas por 

agonista-receptor. Su unión a las Gβγ libres proporciona una cierta protección frente a 

enzimas con actividad quinasa, las GRK, que actúan uniéndose a estos dímeros y desde 

aquí inactivan, selectivamente, por fosforilación a los receptores ocupados por los 

agonistas. La reducción experimental de la PhLP con la administración 

intracerebroventricular a ratones de oligodeoxinucleótidos antisentido (ODN) frente a 

su correspondiente ARNm, también conduce a pérdidas de potencia analgésica opiácea. 

Como ya hemos comentado, resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado 

la captación por células neurales de subunidades Gα recombinantes inyectadas en el 

líquido cefalorraquídeo de roedores (Garzón y col., 1999). Sin embargo, en ausencia de 

deterioro de la transducción las Gα exógenas no amplifican las señales originadas por 

agonistas, tampoco en situaciones en las que las pérdidas de efectos agonistas se deben 

a una reducción experimental del número de receptores. Sin embargo, sí lo hacen en 

situaciones en las que se han dañado las proteínas G endógenas, por ejemplo, acción de 

toxina pertúsica (PTX) o reducción de la síntesis de Gα con ODNs frente a sus ARNm. 

También, se ha demostrado que en situaciones en las que la acción de una dosis de 

morfina acarrea pérdidas en la potencia de dosis sucesivas (taquifilaxia), las Gα 

exógenas son capaces de prevenir e incluso revertir la aparición de taquifilaxia (Garzón 

y Sánchez-Blázquez, 2001). 

 

 Por consiguiente, la administración de Gα constituye una herramienta que sirve 

para discriminar disfunciones causadas por alteraciones en la transducción, de aquellas 

debidas a perturbaciones a nivel del receptor de membrana. Así, es lógico asumir, que 

debido a que la administración de Gα a ratones en los que se ha disminuido la síntesis 

de PhLP con ODNs, no restaura los efectos de los opioides, los receptores en ausencia 

de PhLP son diana de las GRK y pasan a ser desacoplados de la transducción. 
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 Por tanto, los estudios que hemos realizado revelan la importancia del sistema de 

transducción en la calidad de la analgesia inducida por los opioides. A la vista de los 

resultados obtenidos, el principal hallazgo de este trabajo indica que los mecanismos 

responsables de la taquifilaxia o tolerancia aguda se localizan en la membrana celular y 

más concretamente a nivel de las proteínas G y sus reguladores. La depresión 

experimental de ciertos reguladores positivos, como la PhLP, o negativos, como la 

RGS9, puede consituir una vía de actuación para optimizar y controlar de forma efectiva 

los efectos agonistas, en este caso la producción de analgesia opiácea.
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1.- La administración crónica de morfina produce cambios diferenciales sobre los 

niveles de las PKCs en la fracción citosólica de la corteza cerebral del ratón. Los 

niveles de PKCα aumentan en animales tolerantes, por el contrario PKCγ, PKCβI, 

PKCβII y PKCε disminuyen. En ratones abstinentes, estos cambios persiten para 

PKCα, PKCγ y PKCε, sin embargo, los niveles de las isoformas de PKCβ revierten 

a valores control. Esta regulación se acompaña de un aumento en la fracción de 

membrana de la proteína de anclaje de las PKCs activas, RACK-1, sugiriendo la 

traslocación a la membrana celular del complejo PKC-RACK1. 

 

2.- Este estudio demuestra la selectividad y eficacia de la administración subcrónica de 

ODNs in vivo para reducir la expresión de las proteínas diana. Esta aproximación 

permite analizar el papel funcional de los distintos componentes de la cascada de 

señalización. Así, la redución de RGS2 y RGS3 disminuye la analgesia opioide. Por 

el contrario, animales knock-down para RGS4, RGS7, RGS9, RGS12, RGS14 o 

RGS16 presentan un aumento en esta respuesta. 

 

3.- El desarrollo de tolerancia aguda (taquifilaxia) a la morfina no se modifica al reducir 

los niveles de la RGS2, sin embargo, en los ratones knock-down de RGS9 se 

previene la aparición de la taquifilaxia. Esto indica que diferentes subtipos de RGS 

ejercen una modulación diferencial sobre las subunidades Gα. Así RGS2 acelera la 

formación de heterotrímeros funcionales al aumentar la actividad GTPasa de Gα, 

por el contrario, el secuestro de Gα-GTP por la RGS9, retrasa la asociación con el 

dímero Gβγ. En estos animales, la potenciación del efecto analgésico desaparece 

tras varias horas de tratamiento con el opioide, sugiriendo que, a fin de aminorar el 

impacto de la presencia continuada de morfina sobre el receptor, otras proteínas 

RGS sustituyen la función reguladora de RGS9. 

 

4.- Este estudio aporta la primera evidencia de la presencia de PhLPL glicosilada en la 

fracción sinaptosomal de diferentes áreas del cerebro de ratón. Asímismo, se 

demuestra la interacción de la PhLPL con la proteína adaptadora 14-3-3, que puede 
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contribuir a su ciclo de regulación y al control de la localización celular. La 

activación del receptor opioide µ no altera su localización subcelular, sugierendo que 

tanto la N-glicosilación como la unión a 14-3-3 contribuyen a su anclaje a la 

membrana.  

 

5.- La disminución en los niveles de PhLPL atenúa la función de diferentes receptores 

G. Los animales knock-down de PhLPL presentan un desarrollo de tolerancia a la 

morfina crónica más rápido e intenso que el observado en los grupos control. 

Además, la tolerancia aguda no revierte con la administración de subunidades Gα-

miristoiladas. Estos datos sugieren un papel protector para la PhLPL frente a la 

acción de GRKs, que fosforilan residuos intracelulares de los receptores G, 

provocando su inactivación. 

 

6- En conjunto, nuestros resultados indican que los mecanismos responsables de la 

taquifilaxia se localizan en la membrana celular, a nivel de proteínas G y su 

regulación. Así, la modulación del tono funcional de las proteínas G por RGS y 

PhLP, ayudan a controlar la intensidad de señales externas que pudiesen 

comprometer la supervivencia celular. En concreto, la acción de reguladores del tipo 

RGS9 es beneficiosa ya que en este estado, los receptores no señalizan pero son 

potencialmente capaces de hacerlo. El retorno de Gα-GDP desde las RGS y efectores 

libera a las Gβγ de su unión a PhLPL y reconstituye las proteínas G funcionales para 

seguir transmitiendo las señales de los complejos agonista-receptor hacia el interior 

celular.
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