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Los comportamientos que caracterizan a la adicción como la búsqueda de droga y el 

consumo compulsivo de droga no pueden ser explicados solo por el deseo de experimentar 

placer (efectos hedónicos positivos de la droga) o el deseo de calmar la abstinencia (evitar los 

efectos adversos de los síntomas de la abstinencia) (Markou y col., 1993). Por lo tanto, se 

propuso abordar este tema a partir de la sensibilización motivacional [“incentive-

sensitization” (Robinson y Berridge, 1993, 2000)]. Esta teoría postula que la sensibilización 

inducida por drogas provoca una atribución excesiva de la saliencia motivacional (incentive 

salience) relacionada con la recompensa. Este fenómeno no solo se ha visto en relación a 

drogas sino que también puede extenderse al efecto que produce la exposición a situaciones 

de estrés sobre la acción de psicoestimulantes denominándose “sensibilización cruzada”. Es 

así como la adicción a drogas es un desorden multifactorial en el que las experiencias previas 

del individuo, como la influencia del estrés, interactúan modulando las respuestas del 

individuo frente a sustancias adictivas y aumentado su vulnerabilidad a desarrollar adicción a 

drogas (Chen y Anthony, 2004). 

El tratamiento agudo o repetido de psicoestimulantes (Vanderschuren y col., 1999; 

Pierce y col., 1996) como la aplicación de estresores de forma aguda o crónica (Stewart y 

Kalivas, 1991; Robinson, 1985, Lu y col., 2003) inducen cambios a largo plazo en la 

sensibilización conductual y neuroquímica en la expresión de la sensibilización. 

Considerando, que el estrés aumenta la liberación de Hormona Liberadora de Corticotrofina 

(CRF) en Área Tegmental Ventral (ATV) y aumenta la respuesta de neuronas 

dopaminérgicas frente a eferentes de neuronas glutamatérgicas (Saal y col., 2003; Ungless y 

col., 2003), las adaptaciones inducidas por estrés mediarían cambios permanentes en la 

transmisión dopaminérgica y glutamatérgica del Núcleo Accumbens (NAc) (Kalivas y 

Stewart, 1991; Mameli y col., 2009).  

Teniendo en cuenta que el NAc es una estructura heterogénea que puede ser separada 

histológicamente en dos sub-estructuras Core y Shell (Pennartz y col., 1994) y que la 

liberación de dopamina (DA) en Core o Shell es diferencial dependiendo de la droga (Di 

Chiara, 2002), consideramos pertinente evaluar la liberación de DA en NAc Core y Shell, y la 

correlación temporal con la expresión de la sensibilización a los efectos estimulantes motores 

de cocaína. Por otro lado, conociendo la interacción de DA y glutamato (Glu) en NAc, y el 

rol crítico del Glu en la expresión de la sensibilización a cocaína luego del tratamiento 

repetido, consideramos pertinente también evaluar la liberación y homeostasis 

glutamatérgica, el rol de los receptores tipo AMPA y su interacción con el sistema 



          RESUMEN 

Constanza García Keller 

13 
 

dopaminérgico diferenciando las subestructuras del NAc en animales que fueron expuestos a 

una sola sesión de estrés. 

Este estudio provee evidencias que tres semanas después de la exposición a una 

sesión de estrés de inmovilización, se observó un aumento de los efectos estimulantes de 

cocaína sobre la actividad motora así como sobre la liberación de DA en el NAc Core, pero 

no Shell, mayor al observado en el grupo control. Por otro lado, se demostró el rol de los 

receptores glutamatérgicos AMPA en la expresión de la sensibilización a los efectos 

estimulantes motores luego de microinyecciones del agonista AMPA administradas en NAc 

Core, pero no en Shell, en animales previamente estresados. Consistentemente, la expresión 

del fenómeno de sensibilización conductual y neuroquímica a cocaína inducida por estrés 

agudo fue suprimido por la administración de un antagonista del receptor AMPA, CNQX, en 

NAc Core antes de la administración de la dosis desafío de cocaína. Estas evidencias se 

correlacionaron con un aumento en la expresión de superficie de los receptores AMPA en el 

grupo de animales expuestos previamente a estrés, sin denotarse un efecto por la inyección 

aguda de cocaína. Se evaluó además, la homeostasis y liberación de Glu evidenciando un 

aumento en los niveles basales de Glu extracelular en NAc Core que se correlacionan con una 

disminuida expresión del transportador GLT-1 en animales que fueron estresados; y que 

frente a una dosis desafió de cocaína liberaban en proporción menos Glu. En la misma línea, 

se demostró el rol crítico de la homeostasis glutamatérgica en la expresión de la 

sensibilización cruzada debido a que el tratamiento previo con Ceftriaxona revirtió la 

expresión de este fenómeno, reestablenciendo la actividad del GLT-1 y disminuyendo el 

desborde de Glu observado en NAc Core de animales previamente estresados. Sin embargo, 

Ceftriaxona no logró revertir el aumento de la relación de corrientes AMPA/NMDA 

observado por la condición estrés. En resumen, los cambios plásticos a nivel de las neuronas 

postsinápticas de NAc principalmente Core demuestran la relevancia de la participación de 

los receptores AMPA en la expresión de la sensibilización cruzada a cocaína inducida por 

estrés agudo, aunque en la expresión de la sensibilización conductual no solo intervienen los 

cambios en la postsinapsis sino también los que ocurren en la presinapsis glutamatérgica.  

Finalmente, los presentes resultados sugieren que los cambios plásticos inducidos por 

una sola sesión de estrés en la postsinápsis glutamatérgica como el aumento de la expresión 

de superficie del receptor AMPA, la alteración en la homeostasis y liberación de glutamato, 

en interacción con los cambios observados en la presinapsis dopaminérgica en el NAc Core, 
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podrían estar contribuyendo al aumento de la saliencia motivacional que caracteriza a la 

sensibilización a cocaína inducida por estrés agudo. Este estudio contribuye a la comprensión 

de los mecanismos neurobiológicos que median la influencia proactiva del estrés en la 

adicción a cocaína, y refuerza la observación clínica que el estrés de la vida puede ser un 

factor de vulnerabilidad en el desarrollo de adicción a cocaína. 
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GENERALIDADES  

Marco Conceptual 

Es bien conocido, dentro de la neurociencia de la adicción, que a pesar del gran 

número de personas que prueban o consumen droga  por períodos variables de tiempo solo un 

determinado número desarrolla adicción, es decir uso compulsivo de drogas que se convierte 

en la actividad principal del sujeto (O’Brien y col., 1986). El porcentaje de personas que 

desarrollan adicción en una población es de un 10 o un 15%. Para explicar la transición de 

uso de drogas a la adicción, se han propuesto dos principales marcos teóricos o paradigmas 

que pueden ser definidos como “centrado en la droga” o “centrado en el individuo” (Piazza y 

Le Moal, 1998).  

El enfoque más intensamente estudiado se centra en la droga como la principal causa 

de adicción, se trata de identificar los efectos neurobiológicos y conductuales que son los 

responsables de las propiedades adictivas de las drogas (Koob y Bloom, 1988; Wise y 

Rompre, 1989; Nestler, 1992; Robinson y Berridge, 1993). La mayoría de las investigaciones 

se han enfocado en los sustratos neurales de las acciones del reforzamiento positivo de las 

drogas y los mecanismos por los que estas sustancias inducen tolerancia, sensibilización, 

condicionamiento, dependencia y abstinencia. Desde esta perspectiva, la dependencia es un 

desorden iatrogénico y numerosas aplicaciones terapéuticas e investigaciones están 

orientadas hacia la comprensión de la acciones farmacológicas y toxicológicas de las 

sustancias psicoactivas. Este paradigma es dominante en los laboratorios de investigación 

donde los animales son generalmente estudiados en relación al tipo y cantidad de sustancia 

consumida o administrada, y en los que se intenta contrarrestar por medios farmacológicos 

los efectos inducidos por drogas. La fuerza del paradigma centrado en la droga es la 

capacidad para dilucidar los cambios neurobiológicos que ayudan a explicar la transición del 

uso inicial de sustancias al comportamiento compulsivo y la pérdida de control del individuo. 

Sin embargo, una limitación importante de este enfoque es que considera las diferencias 

individuales en la aparición de la adicción como artefactos del protocolo de investigación. 

Estudios más recientes, que tienen sus bases en estudios clínicos y epidemiológicos, 

consideran al abuso de drogas como un fenómeno que aparece solo en individuos 

particularmente vulnerables. Numerosos estudios han demostrado que la tasa de consumo de 

sustancias aumenta de acuerdo con el sexo, la edad, educación, ingresos y variables socio-

demográficas (Chen y Anthony, 2004; Crum y col., 2005; Grant y col., 2001; Hasin y col., 
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2007; Kessler y col., 2005; Swendsen y col., 2009; Warner y col., 1995). Más aún, disciplinas 

como psicología clínica y psiquiatría, hallaron una fuerte asociación entre la dependencia a 

sustancias y ciertos rasgos de personalidad o comorbilidad con trastornos mentales (Conway 

y col., 2002; Grant y col., 2004; Kessler y col., 1997, 2005; Merikangas y col., 1998; 

Swendsen, 2002, 2010). Por otro lado, la neurociencia ha demostrado que los factores 

genéticos y biológicos también llevan a una predisposición a estos desórdenes (Gelernter y 

Kranzler, 2009; Le Moal y Koob, 2007; Koob y Zorrilla, 2010). Se ha demostrado que estos 

factores tomados individualmente o en combinación contribuyen a rasgos psicobiológicos 

que llevan al sujeto a ser más vulnerable a desarrollar adicción. En este sentido, la visión 

“centrada en el individuo” ubica a la variación individual en el centro de interés. La adicción 

aparece en algunos individuos donde sus características biológicas generan respuestas 

patológicas a las drogas (Piazza y Le Moal, 1996), estas respuestas harían que las 

propiedades apetitivas de las drogas sean mayores en algunos sujetos, desencadenando un 

aumentado deseo por la droga. Si bien la perspectiva “centrada en el individuo” tiene en 

cuenta las investigaciones epidemiológicas y clínicas, la caracterización de estas en los 

laboratorios es más reciente. Aunque en este sentido, es de destacar que la gran diferencia 

individual observada en humanos ha sido reflejada en el trabajo pionero de Piazza y Le Moal, 

(1989). Estos autores demostraron en ratas: (i) una marcada diferencia individual en el 

desarrollo de autoadministración (AA) a psicoestimulantes, (ii) una diferente predisposición a 

la toma y búsqueda de droga dentro y entre diferentes cepas de animales, y (iii) una 

correlación positiva entre la magnitud de la reactividad del animal y la cantidad de droga 

autoadministrada durante la etapa de adquisición.  

Investigaciones sobre la influencia del estrés en la adicción a drogas han 

conceptualizado al estrés dentro del marco teórico del paradigma “centrado en el individuo”. 

Los estudios sobre estrés contribuyeron a demostrar que el estado biológico del individuo 

juega un rol importante en determinar la propensión a desarrollar dependencia y remarcaron 

la importancia de la condición ambiental en la inducción de un fenotipo adictivo. Existen 

numerosos estudios en humanos que evidencian una mayor prevalencia de abuso de drogas 

en individuos que previamente estuvieron expuestos a estresores ambientales sociales (Brown 

y col., 1995) y en pacientes diagnosticados con desórdenes de estrés postraumáticos (PTSD, 

Jacobsen y col., 2001). Además en estudios correlacionales se ha demostrado una alta 

comorbilidad entre estrés y enfermedades psiquiátricas como ansiedad, depresión (Brady y 

col., 1997) y abuso de drogas (Kandel y col., 1997). Más aún, existe una larga lista de 

literatura que demuestra la asociación entre eventos como abuso sexual/acoso, estrés de 
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combate, estrés ocupacional, traumas físicos con abuso de psicoestimulantes, opioides o 

alcohol (Aro, 1981; Triffleman y col., 1995; Richman y col., 1996; Brown y col., 2006; 

Brady y col., 2001; Clark y col., 2001; Ompad y col., 2005; Reed y col., 2007) y en 

particular, eventos relacionados con experiencias traumáticas durante la niñez juegan un rol 

importante en la susceptibilidad a drogas de abuso (Dembo y col., 1988; Newcomb y Bentler, 

1988; Harrison y col., 1997; Dube y col., 2003; Mullings y col., 2004; Osler y col., 2007; 

Fothergill y Ensminger, 2006).  

Se han utilizado diferentes modelos animales para representar experiencias adversas 

de la vida, estos modelos varían considerablemente desde el punto de vista de la predicción y 

validación dada por numerosas variables que lo influencian como tiempo de exposición, 

edad, intensidad del estresor, estrés agudo o crónico, predictivo o no predictivo (Lu y col., 

2003). Por lo tanto, el efecto resultante obtenido puede ser específico del tipo de estrés 

realizado, del modelo o de la droga.  

A pesar de las diferencias entre los modelos de estrés estudiados, se ha demostrado 

que el estrés es capaz de modificar a nivel neurobiológico, la motivación y/o aumentar las 

propiedades reforzantes de las drogas de abuso. Trabajos de laboratorios como el de Kalivas 

y Stewart (1991), Piazza y Le Moal (1998) y Pacchioni y col. (2007) han demostrado que el 

estrés incrementa la actividad de los circuitos neurobiológicos dopaminérgicos implicados en 

la motivación y recompensa. Más específicamente, las neuronas mesencefálicas, las cuales 

proyectan rostralmente desde Área Tegmental Ventral (ATV) hacia Núcleo Accumbens 

(NAc) y regiones corticales, parecen ser los sustratos neurobiológicos donde hormonas como 

el factor liberador de corticotrofina (CRF) y glucocorticoides, liberadas durante eventos 

estresantes, aumentan su actividad y, por lo tanto, aumentan la tendencia a autoadministrarse 

drogas de abuso (Piazza y Le Moal, 1996; Koob y Bloom, 1988; Wise, 1996). De esta forma 

se ha propuesto que el estrés y el consumo de drogas comparten sustratos neuronales 

comunes.  

Investigaciones que apoyan el paradigma “centrado en el individuo” se han enfocado 

en factores conductuales y biológicos que predisponen a ciertos individuos al abuso de drogas 

y en el origen de las diferencias interindividuales en la conducta, y no solo como 

consecuencia de los efectos de la sustancia. Es así como la adicción a drogas es un desorden 

multifactorial en el que variables genéticas, ambientales y las experiencias previas del 

individuo, como la influencia del estrés, interactúan modulando las respuestas del individuo 

frente a sustancias adictivas y aumentado su vulnerabilidad a desarrollar adicción a drogas 

(Chen y Anthony, 2004).  
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SENSIBILIZACIÓN 

La mayoría de las explicaciones sobre la adicción postulan que la motivación de las 

personas adictas al consumo de drogas primariamente proviene de dos fuentes: el deseo de 

experimentar efectos hedónicos positivos de la droga o el deseo de evitar los efectos adversos 

de los síntomas de la abstinencia (Markou y col., 1993). Sin embargo, el comportamiento de 

búsqueda de drogas y el consumo de drogas compulsivo que caracteriza a la adicción a 

menudo no es el placer o el deseo de calmar la abstinencia (Robinson y Berridge, 1993, 

2000). Por esto se ha propuesto abordar este tema a partir de la sensibilización motivacional 

[“incentive-sensitization” (Robinson y Berridge, 1993, 2000)]. En esta teoría se postula que la 

sensibilización inducida por drogas provoca una atribución excesiva de la saliencia 

motivacional (incentive salience) relacionada con la recompensa, esto podría llevar a 

desencadenar patrones de compulsión y de búsqueda de droga en personas que desarrollaron 

adicción y son susceptibles a recaer aún después de largos períodos sin consumo (Robinson y 

Berridge, 1993). Es interesante remarcar que este fenómeno no solo se ha visto en relación a 

drogas sino también con reforzadores naturales como sucrosa (Wvell y Berridge, 2001) o 

incentivo sexual (Fiorino y Phillips, 1999a, b; Mitchell y Stewart, 1990a) en animales con 

previa exposición repetida a anfetamina o morfina. Una de las evidencias de la 

sensibilización motivacional es la sensibilización psicomotora.  

La sensibilización conductual o psicomotora hace referencia a un aumento progresivo 

y duradero de las respuestas conductuales específicas que ocurren durante la administración 

repetida a psicoestimulantes y persiste por períodos largos de abstinencia (Kalivas y Stewart, 

1991). La sensibilización, un fenómeno también observado en humanos (Sofuoglu  y col., 

2007), ha sido ampliamente estudiada en modelos de sensibilización locomotora en roedores 

y principalmente en psicoestimulantes como cocaína y anfetamina (Dougherty y Ellinwood, 

1981; Robinson y col., 1998) como así también en opioides (Vezina y Stewart, 1989), y en 

menor medida en Δ-9 tetrahidrocanabinol (Cadoni y col., 2001) y nicotina (Benwell y 

Balfour, 1992).  

La inducción de la sensibilización por pre-exposición a drogas es altamente 

dependiente de la naturaleza del tratamiento previo, sin embargo, dosis intermitentes y 

moderadas o bajas son más efectivas para inducir sensibilización que exposiciones a dosis 

altas y crecientes (Post, 1980; Robinson y Becker, 1986; Stewart y Badiani, 1993; 

Vanderschuren y col., 1997). Es interesante remarcar que la sensibilización puede ser 

observada desde varios meses hasta un año después de haber sido inducida por el tratamiento 
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repetido del psicoestimulante (Paulson y col., 1991) y puede acentuarse luego de períodos 

libres del mismo (Vanderschuren y Pierce, 2010). Se ha demostrado además, que la 

sensibilización conductual puede ser dependiente o independiente del contexto (Stewart y 

Druhan, 1993; Anagnostaras y Robinson, 1996; Robinson y col., 1998). Por otro lado, 

evidencias de numerosos laboratorios han revelado que no solo la administración repetida de 

una misma droga induce sensibilización, sino una sola exposición a cocaína o anfetamina 

también es capaz de inducir sensibilización conductual y neuroquímica (Vanderschuren y col, 

1999; Robinson y col., 1982; Robinson, 1984; Peris y Zahniser, 1987; Kalivas y Alesdatter, 

1993). Más interesante aún, se ha evidenciado el desarrollo de “sensibilización cruzada” entre 

drogas de distintas características farmacológicas. Animales que fueron tratados 

crónicamente con cocaína demostraron sensibilización cruzada a las propiedades estimulantes 

motoras (McDaid y col., 2005) y reforzantes (Shipenberg  y col., 1998) de morfina, y estos 

efectos también se observaron luego de una sola inyección de cocaína (Kim y col, 2004). 

Igualmente fue demostrado en animales tratados con heroína, sensibilización conductual a los 

efectos estimulantes de cocaína (Leri y col, 2003), y ratas tratadas con morfina demostraron 

sensibilización cruzada locomotora (Yoo y col, 2003) y propiedades reforzantes aumentadas 

(Shippenberg y col., 1998) a cocaína. Estas evidencias indican que las drogas de abuso a 

pesar de ser farmacológicamente diferentes, comparten sustratos neuronales comunes y 

podrían jugar un rol importante en la escalada de consumo de droga y en el desarrollo de una 

mayor vulnerabilidad a adicción en poblaciones que muestran policonsumo de drogas. 

A partir de la sensibilización cruzada por diferentes drogas de abuso, se desprende el 

fenómeno de sensibilización cruzada inducida por estrés agudo o crónico, que se manifiesta 

luego de una dosis aguda del psicoestimulante o viceversa. El estrés ha sido definido como la 

exposición forzada a eventos o condiciones que normalmente son evitadas por los sujetos no-

humanos del laboratorio (Lu y col., 2003). Estos eventos o condiciones pueden ser 

ampliamente divididos en dos categorías. La primera consiste en exponer al animal a un 

evento ambiental aversivo, que incluye estresores como inmovilización, pinchazo en la cola o 

derrota. La segunda categoría incluye estresores como deprivación de comida, aislamiento 

social y deprivación maternal, y consiste en la eliminación de una condición ambiental que es 

importante para mantener condiciones de equilibrio fisiológico y psicológico normal del 

sujeto. 

Existe evidencia que demuestra la influencia proactiva del estrés en la conducta y las 

respuestas neuroquímicas a numerosas drogas de abuso. El aumento en los efectos de los 

psicoestimulantes inducido por estresores ha sido observado por numerosos laboratorios, 
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incluyendo el nuestro, tanto a niveles conductuales como bioquímicos (Camp y Robinson, 

1988; Rouge-Pont y col., 1995; Deroche y col., 1995; Kalivas y Stewart 1991; Pacchioni y 

col., 2007). Se ha demostrado que la exposición a diferentes estresores como pinchazo en la 

cola, choque eléctrico en las patas o restricción de comida inducen potenciación a los efectos 

estimulantes de anfetamina y cocaína (Lu y col., 2003). Como así también aumento a las 

propiedades reforzantes utilizando un modelo de autoadministración (AA) (Piazza y LeMoal, 

1998; Shaham y col., 2003) en animales que fueron previamente estresados. Concretamente, 

datos de nuestro laboratorio han propuesto y demostrado que los efectos del estrés por 

inmovilización de forma aguda o crónica, conducen a una respuesta sensibilizada frente a una 

dosis desafío de droga. Así es como Diaz-Otañez (1997), del Rosario CN (2002a, b) y 

Capriles y Cancela (1999, 2002) demostraron que una sola sesión de estrés por 

inmovilización es suficiente para inducir sensibilización conductual a los efectos estimulantes 

motores y propiedades reforzantes de anfetamina y morfina; así como un aumento en la 

liberación de dopamina (DA) por anfetamina en áreas relacionadas con el reforzamiento 

(Pachioni y col., 2007). Además se demostró que el estrés crónico por inmovilización induce 

aumento de la actividad locomotora luego de una dosis desafío de anfetamina (Diaz-Otañez y 

col, 1997), morfina (del Rosario y col, 2002a), y cocaína (Esparza y col, 2012), como así 

también cambios en la dinámica de actina y expresión de receptores glutamatérgicos de tipo 

AMPA en membranas de superficie de núcleo accumbens, un núcleo cerebral fundamental en 

el circuito del reforzamiento (Esparza y col, 2012).  

Dada la dependencia por el contexto y la persistencia en el tiempo, la sensibilización 

ha sido propuesta como mecanismo neural central que conduce a la adicción (Robinson y 

Berridge, 1993, 2001; Kalivas, 2004; Vezina, 2004), y concretamente se ha propuesto a la 

saliencia motivacional como una de las teorías de la adicción que sostiene que la 

sensibilización de los circuitos neuronales lleva a respuestas conductuales sensibilizadas. Este 

proceso de sensibilización ha sido asociado a estadios tempranos dentro del espiral de la 

adicción como así también a la recaída (Robinson y Berridge, 2000; Vezina y col., 2002). 

Basados en datos de la sensibilización cruzada a las propiedades estimulantes entre drogas y 

estrés se evidencia que los mecanismos neurobiológicos que subyacen a las respuestas 

estimulantes aumentadas inducidas por estrés se parecen a aquellas observadas por el 

tratamiento repetido de drogas (Kalivas y Stewart, 1991).  
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Iniciación y Expresión de la Sensibilización 

Un concepto fundamental en la sensibilización es que este fenómeno puede ser 

estudiado en dos dominios temporal y anatómicamente diferentes: iniciación y expresión 

(Kalivas y Stewart, 1991; Robinson y Becker, 1986). La iniciación de la sensibilización 

conductual a psicoestimulantes es operacionalmente definida como secuencia transiente de 

eventos celulares y moleculares precipitados por la administración de psicoestimulantes, que 

lleva a cambios duraderos en la función neuronal y es responsable del aumento de la 

respuesta conductual. La expresión se define como las alteraciones neuronales perdurables 

derivadas del proceso de iniciación que median directamente la respuesta conductual 

aumentada. Existe una marcada dependencia temporal en la expresión de la sensibilización 

conductual y las neuroadaptaciones asociadas. Esto significa que después de la inducción por 

drogas o por estrés, ocurre una cascada de neuroadaptaciones que conduce al desarrollo de un 

aumento de la respuesta de forma persistente. Autores como White (1995), Pierce y Kalivas 

(1997) proponen que estas adaptaciones transientes, generadas durante la inducción, son 

necesarias para evocar a largo plazo (semanas a meses) las adaptaciones que median de forma 

persistente la sensibilización conductual. Se ha descripto que la iniciación de la 

sensibilización conductual a psicoestimulantes ocurre en ATV (Kalivas, 1995; Pierce y 

Kalivas, 1997); en contraste, los eventos asociados a la expresión se encuentran distribuidos a 

lo largo de los núcleos interconectados del circuito de la motivación, y más específicamente 

en NAc (Vanderschuren y Kalivas, 2000). 

Esta separación anatómica de los sitios de iniciación y de la expresión implica una 

transferencia de la sensibilización desde ATV a NAc, presumiblemente, como resultado de 

cambios de frecuencia de disparos o cambios en los patrones de proyección desde estas 

estructuras.  

CIRCUITO DE LA MOTIVACIÓN 

El circuito de la motivación tiene un rol importante en la traducción de un estímulo 

biológicamente relevante en una respuesta conductual adaptativa (Kalivas y col., 1993). Se 

activa por estímulos o actividades que promueven la aptitud evolutiva del organismo, como 

los alimentos ricos en nutrientes, el sexo y la estimulación social. Estudios realizados en la 

última década demostraron que los núcleos interconectados del circuito de la motivación 

actúan de forma integrada para permitir u obstruir la expresión de la respuesta conductual a 

los estímulos ambientales o farmacológicos. El circuito de la motivación está conceptualizado 
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como un mecanismo de control de ganancia que determina tanto el umbral como la intensidad 

de la respuesta a un estímulo dado. Se propone que la administración repetida de 

psicoestimulantes produce cambios a largo plazo en la neurotransmisión que son distribuidos 

en todo el circuito de la motivación (Pierce y Kalivas, 1997). La conducta de sensibilización 

ocurre porque estos cambios en la neurotransmisión alteran la ganancia de este circuito, 

llevando a una respuesta conductual adaptativa, que frente a un estímulo farmacológico se 

obtiene una mayor respuesta.  

Los núcleos del circuito de la motivación se encuentran topográficamente 

interconectados de forma tal que permiten un flujo de información desde las estructuras 

límbicas a los sistemas motores piramidales y extra-piramidales (Heimer y col., 1993; 

Pennartz y col., 1994; Wright y col., 1996). Como se observa en la figura 1, la topografía de 

las interconexiones provee un marco anatómico para que la información fluya desde las 

estructuras límbicas al sistema motor. La Amígdala inerva preferencialmente ATV, NAc 

Shell y al área ventromedial del Ventral Pallidum (VPv). Estos tres subnúcleos están 

recíprocamente interconectados entre ellos, pero no con el sistema motor (Heimer y col., 

1993; Wright y col., 1996). Para acceder al núcleo que regula la actividad motora, ATV 

proyecta a NAc Core y al compartimiento dorsolateral del VP, que se encuentran 

interconectados con el sistema motor extrapiramidal vías Sustancia Nigra (S Nigra) (Heimer 

y col., 1993; Kalivas y col., 1993; Mogenson y col., 1985). Además, el compartimiento del 

VP proyecta al Tálamo medio dorsal que inerva la CPf dorsal. La CPf dorsal prelímbica 

proyecta preferentemente al Core como así también a la S Nigra (Sesack y col., 1989). Este 

componente Talámico del circuito de la motivación permite el flujo de información al sistema 

extrapiramidal, vía interconexión con la CPf.  
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Figura 1. Circuito de la Motivación. La figura muestra las interconexiones entre los subnúcleos del circuito e 

ilustra como la información se trasmite desde el sistema límbico a los sistemas motores piramidales y 

extrapiramidales. Tálamo mediodorsal (Tálamo MD), Ventral Pálido lateral (VPl), Ventral Pálido medial 

(VPm), Núcleo Accumbens Core (NAc Core), Núcleo Accumbens Shell (Shell), Corteza Prefrontal dorsal 

(CPfd), Corteza Prefrontal ventral (CPfv), Sustancia Nigra (S Nigra), Área Tegmental Ventral (ATV). (Pierce y 

Kalivas, 1997). 

Dentro del circuito de la motivación, la respuesta conductual a estímulos 

biológicamente relevantes se encuentra asociada con cambios en los niveles extracelulares de 

los neurotransmisores y la actividad electrofisiológica en los núcleos que la conforman (Mark 

y col., 1991; Post y col., 1992 ). Una de las áreas donde la mayoría de los circuitos convergen 

es el NAc que tiene el rol central en la integración de las aferentes límbicas y corticales 

glutamatérgicas bajo la influencia moduladora de DA (figura 2).  

El NAc es parte del complejo de estriado ventral y funciona como una región crítica 

donde el control de la motivación que proviene de las regiones límbicas hace interfase con el 

control del circuito motor y regula la conducta apropiada dirigida a objetivos (Mogenson y 

col., 1980; Groenewegen y col., 1996; Nicola y col., 2000; Zahm, 2000; Wise, 2004). La 

mayoría de las neuronas de NAc, aproximadamente 90%, son neuronas medianas espinosas 

(MSN) del tipo gabaérgicas (Meredith y col., 1999). El NAc está subdividido en dos 

regiones, Core y Shell, que pueden ser distinguidas en base a su morfología, conectividad y 
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rol funcional. El Core corresponde a la región central por debajo del cuerpo estriado y de 

forma continua rodea la comisura anterior, el Shell en cambio ocupa las porciones ventral y 

medial del NAc.  

El Shell ha sido relacionado con el sistema límbico e incluido en la amígdala 

extendida (Heimer y col., 1991; Heimer y col., 1997) y se encuentra interconectado con el 

hipotálamo y ATV. Juega un rol importante para la modulación de la motivación saliente, 

reforzamiento y contribuye a establecer asociaciones entre eventos motivacionales y 

percepción del ambiente (Di Chiara, 1998; 2002). Por otro lado, al Core se lo ha relacionado 

con el sistema motor, interconectado con la Cingulata Anterior y la Corteza Orbitofrontal; ha 

sido asociado al Estriado y por esto sería el sitio donde se controla la ejecución de la 

motivación conductual. Por lo tanto, estaría involucrado en la integración sensorio-motora de 

la conducta (Zahm y Brog, 1992) y recibe no solo proyección dopaminérgica sino también 

glutamatérgica.  

De esta manera, podría decirse que las propiedades emotivas o motivacionales 

estarían codificadas en el NAc Shell y las propiedades estimulantes motoras, en cambio, 

podrían estar codificadas en el Core. El Shell cumple un rol preponderante durante el 

desarrollo de las conductas adictivas, mientras que el Core mediaría la ejecución más a largo 

plazo de las conductas relacionadas con la adicción (Di Chiara, 2002; Ito y col., 2004; 

Meredith y col., 2008).  

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Modelo de las vías dopaminérgicas (línea naranja), glutamatérgicas (línea verde) y gabaérgicas (línea 

marrón) involucradas en la inducción y expresión de la sensibilización conductual. Amígdala Basolateral 

(ABL), Núcleo Accumbens Core (NAc Core) y Núcleo Accumbens Shell (NAc Shell). Corteza Prefrontal dorsal 

(CPfd, prelímbica y cingulata anterior), Corteza Prefrontal ventral (CPfv, infralímbica), Área Tegmental Ventral 

(ATV). (Vanderschuren y col., 2000). 
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SUSTRATOS NEUROBIOLÓGICOS COMUNES ENTRE PSICOESTIMULANTES Y 

ESTRÉS 

Los reforzadores naturales, las drogas adictivas y el estrés influencian la conducta 

como resultado de su habilidad para aumentar la liberación sináptica de DA en el NAc, el 

mayor componente del estriado ventral (Wise y Bozarth 1987; Koob y Bloom 1988; Di 

Chiara, 1998; Wise, 1998 figura 3). Todas las drogas de abuso aumentan la liberación de DA 

en NAc, ya sea directa o indirectamente (Johnson y North 1992; Tapper y col., 2004; 

Waldhoer y col., 2004; Justinova y col., 2005), efecto que también es observado luego de una 

sesión de estrés agudo o crónico (Kalivas y Stewart, 1991). Diferentes autores como Saal 

(2003), Wanat (2008) y Korotkova (2006) demostraron un aumento de la liberación de DA en 

el NAc luego de microinyectar CRF en ATV. Además, utilizando agonistas y antagonistas 

farmacológicos para CRF evidenciaron que hay receptores para esta hormona en ATV, que 

participan de la activación y liberación de DA en NAc. La principal fuente de DA en el NAc 

y estriado dorsal como así también de Amígdala, Hipocampo y Corteza Prefrontal (CPfr), es 

ATV en el cual se concentran los somas de las neuronas dopaminérgicas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Proyecciones dopaminérgicas hacia el prosencéfalo. Se encuentran ilustradas las proyecciones desde 

Área Tegmental Ventral hacia Núcleo Accumbens, Corteza Prefrontal y proyecciones desde Sustancia Nigra a 

Estriado Dorsal (Hyman y col., 2006). 

Los psicoestimulantes como cocaína o anfetamina aumentan la concentración 

extracelular de las monoaminas (DA, serotonina, norepinefrina) debido a que bloquean la 

recaptación del transportador DAT (transportador de DA) de las monoaminas liberadas de 

fuentes vesiculares (Ritz y col., 1987).  
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Figura 4. Cocaína bloquea el transportador de DA (DAT) localizado 

en la membrana presináptica aumentando de forma aguda la 

concentración de DA extracelular (Hyman y col., 2006). 

 

 

Si bien el rol preciso de DA aún es debatido, se cree es el componente clave en el 

desarrollo y expresión de la sensibilización conductual por la administración repetida de 

droga (Robinson y Berridge, 1993; Pierce y Kalivas, 1997) y por estrés (Kalivas y Stewart, 

1991). La proyección dopaminérgica más a menudo vinculada con la sensibilización 

conductual, es la proyección desde ATV hacia NAc (Le Moal y Simon, 1991), aunque la 

proyección dopaminérgica desde ATV a CPf y amígdala también se ha visto implicada.  

Por otro parte, considerable evidencia ha comprobado que la administración aguda o 

crónica de psicoestimulantes induce un aumento en la liberación de glutamato (Glu) 

extracelular en ATV, NAc y estriado (Kalivas y Duffy, 1995; Smith y col., 1995; Reid y 

Berger, 1996; Reid y col., 1997), debido a que la CPf y Amígdala emiten proyecciones 

glutamatérgicas corticofugales que inervan una serie de estructuras subcorticales, incluyendo 

ATV y NAc (Sesack y col., 1989; Sesack y Pickel, 1990; Wright y Groenewegen, 1995, 

1996; Wright y col., 1996; orelova y Yang 1997; Groenewegen, 1999). Siguiendo la misma 

hipótesis de mecanismos comunes entre drogas de abuso y estrés, el grupo de Bonci demostró 

que la microinyección de CRF en ATV regula la excitabilidad de neuronas dopaminérgicas 

de VTA, específicamente un aumento de la potenciación sináptica de VTA mediada por los 

receptores NMDA fue observada luego de la administración de CRF (Ungless y col., 2003). 

Consistente con estos resultados, el estrés repetido o tratamiento crónico de cocaína aumentó 

la expresión de superficie del receptor NMDA y del receptor AMPA en ATV (Fitzgerald y 

col., 1996), y años más tarde se demostró por electrofisiología un aumento en la relación de 

las corrientes AMPA/NMDA (aumento de la fuerza sináptica) en ATV por estrés y por 

diferentes drogas de abuso, entre ellas cocaína (nicotina, anfetamina, morfina, alcohol) (Saal 

y col., 2003). De esta forma, la sensibilización es un mecanismo común disparado por estrés 

y drogas en las sinapsis excitatorias de neuronas dopaminérgicas (Saal y col., 2003; Ungles y 

col., 2003), siendo la sensibilización conductual un ejemplo de plasticidad dependiente de la 
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experiencia que involucra plasticidad en las sinapsis glutamatérgicas (Kauer y Malenka, 

2007; Kalivas, 2009).  

Por otra parte, estudios ultraestructurales anatómicos del NAc han demostrado que 

algunas de las proyecciones terminales descendientes de Glu de la corteza prelímibica y 

aquellas proyecciones ascendentes mesencefálicas dopaminérgicas llegan en cercana 

aposición entre ellas y forman contactos sinápticos en las mismas neuronas intrínsecas de 

NAc (figura 5) (Sesack y Pickel, 1990, 1992). Esta configuración provee las bases de la 

posible interacción entre Glu y DA a nivel sináptico en NAc.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Interacción de Glu y DA en el Estriado. La mayor proporción de células que conforman el NAc son 

las MSN. Como se observa en el gráfico de la derecha, las aferentes glutamatérgicas de la corteza cerebral y las 

aferentes dopaminérgicas desde ATV o S Nigra interactúan en las espinas de NAc y del estriado dorsal 

permitiendo la integración de la información sensorial y motora que proviene de la corteza con la información 

del estado motivacional del organismo del cerebro medio. Como se observa en el panel de la izquierda las 

aferentes glutamatérgicas hacen sinapsis en las cabezas de las MSN y las aferentes dopaminérgicas hacen 

sinapsis en los cuellos de las espinas generando un área de intercambio (Hyman y col, 2006). 

SISTEMA DOPAMINÉRGICO 

Dopamina: Neurotransmisor Catecolaminérgico más Importante del SNC. 

Participa en la regulación de diversas funciones como la conducta motora, la 

emotividad y afectividad como así también en la comunicación neuroendócrina. Además, se 

estableció una función muy importante de DA, que es la de ayudar a consolidar el aprendizaje 

estímulo-respuesta para que los individuos adquieran el hábito de perseguir aquellos 

estímulos que son reforzantes y necesarios para la supervivencia.  
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Síntesis, Metabolización y Eliminación 

Existen mecanismos que regulan de manera precisa la síntesis y liberación de DA. La 

síntesis tiene lugar en las terminaciones dopaminérgicas donde se encuentra una alta 

concentración de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) y la enzima descarboxilasa de 

aminoácidos aromáticos [(L-DOPA) Freund y col., 1984]. La hidroxilación del aminoácido 

L-tirosina es el punto de regulación de la síntesis de catecolaminas en el SNC y en 

consecuencia la TH es la enzima limitante de la síntesis de DA (Nagatsu y col., 1964; Levitt 

y col., 1965). Esta enzima adiciona un grupo hidroxilo al aminoácido L-tirosina y forma L-

3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), para esto utiliza como cofactores tetrahidrobiopterina 

(BH4), oxígeno e hierro. Luego por la acción de la L-DOPA de aminoácidos aromáticos y 

piridoxal fosfato se obtiene DA o 3,4-dihidroxifenilalanina.  

El principal mecanismo de terminación de la transmisión sináptica de DA ocurre 

cuando es recaptada por el transportador DAT (transportador de DA) en el SNC (Feldman y 

col., 1997). Aunque existen enzimas extraneuronales que la catabolizan, como la 

monoamino-oxidasa (MAO) y la catecol-O-metiltransferasa (COMT), la terminación del 

efecto del neurotransmisor se debe principalmente a la captura del mismo por las propias 

terminales nerviosas que la liberaron. La estequiometría del intercambio indica que DA es 

cotransportada al interior de la terminal con 2 iones de Na
+
 y un ion Cl

-
 (Attwell y Mobbs, 

1994).  

Receptores Dopaminérgicos  

Existen dos subtipos de receptores dopaminérgicos acoplados a proteína G y se los 

denomina receptor dopaminérgico tipo 1 (D1), que incluye a los D1 y D5, y receptor 

dopaminérgico tipo 2 (D2), que incluye a los D2, D3 y D4. Los receptores D1 y D5 se 

caracterizan por tener una región carboxilo terminal larga que se acopla a proteína G 

estimulatoria y activa a la enzima adenilato ciclasa conduciendo a la producción de AMPc. 

En contraste, una estructura inversa con un extremo carboxilo terminal corto, se observa en 

los receptores D2, D3 y D4 que se acopla a proteínas G inhibitoria, e inhibe la formación de 

AMPc.  

Los receptores tipo D1 se ubican a nivel postsináptico, la mayoría sobre las MSN 

gabaérgicas. Los receptores tipo D2 se encuentran a nivel presináptico sobre la neurona 

dopaminérgica actuando como auto-receptores (regulan la liberación de DA), también sobre 

terminales glutamatérgicas y sobre las neuronas MSN.  
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Rol del sistema Dopaminérgico en la Inducción y Expresión de la Sensibilización 

El sistema dopaminérgico es conocido por tener un rol crítico en las propiedades 

reforzantes de los psicoestimulantes (Wise y Bozarth, 1987; Di Chiara y Imperato, 1988; 

Koob 1992), y se ha demostrado su participación en la AA de estas drogas (Fibiger y col., 

1987; Koob y Bloom, 1988). Datos de nuestro y otros laboratorios, han demostrado que los 

receptores dopaminérgicos D1 y D2 están involucrados en la inducción de la sensibilización a 

psicoestimulantes y estrés (Ujike y col., 1989; Vezina y Stewart, 1989; Kuribara y Uchihashi 

1993; Diaz-Otañez y col., 1997). Concretamente, el bloqueo de estos receptores por 

antagonistas farmacológicos dopaminérgicos inyectados antes del estrés bloquearon tanto el 

aumento de la actividad locomotora por estrés agudo y crónico (Diaz-Otañez y col., 1997), 

como la preferencia a anfetamina condicionada a un lugar luego de estrés agudo (Capriles y 

Cancela, 1999).  

No se ha podido demostrar hasta el momento la participación de los receptores 

dopaminérgicos en la expresión de la sensibilización. Si bien la estimulación de los 

receptores dopaminérgicos en el NAc es necesaria para la expresión de la sensibilización 

conductual, la estimulación con agonistas farmacológicos parece no ser suficiente para 

provocar la respuesta conductual. Estudios de expresión de los receptores D1 y D2 al menos 

una semana después del tratamiento repetido con psicoestimulantes, no hallaron cambios 

consistentes. Estos resultados indican que los receptores dopaminérgicos contribuyen en la 

expresión a largo plazo de la sensibilización conductual, pero por sí solos no son suficientes 

para expresar la sensibilización a las drogas (Bonhomme y col., 1995; Claye y col., 1995; 

Mayfield y col., 1992). 

SISTEMA GLUTAMATÉRGICO 

Glutamato: Neurotransmisor Excitatorio más Abundante del SNC 

El amino ácido L-glutamato es considerado el mayor mediador excitatorio en el 

sistema nervioso central (SNC) de mamíferos y está involucrado en la mayoría de los 

aspectos del funcionamiento normal del cerebro como son los procesos cognitivos de 

memoria y aprendizaje (Fonnum, 1984; Ottersen y Storm-Mathisen, 1984; Collingridge y 

Lester, 1989; Headley y Grillner, 1990). El Glu también tiene un rol muy importante en el 

desarrollo del SNC, que incluye inducción y eliminación de sinapsis, migración de células, 

diferenciación y muerte neuronal. La mayoría de las neuronas e inclusive las células gliales 
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tienen receptores para Glu en sus membranas (Hosli y Hosli, 1993; Steinhauser y Gallo, 

1996; Vernadakis, 1996; Shelton y McCarthy, 1999; Bergles y col., 2000). Se ha encontrado 

además, que en los órganos de la periferia y tejidos, como así también en células endócrinas 

(Moriyama y col., 2000), el Glu tiene rol de señalización.  

Glutamato Intracelular y Extracelular 

El cerebro contiene gran cantidad de Glu, de 5 a 15 mmol por kg de peso húmedo 

dependiendo de las áreas (Schousboe, 1981), y para asegurar una adecuada neurotransmisión 

las concentraciones extracelulares de Glu son estrechamente controladas. La concentración 

media de Glu en el cerebro es de 10 mM (Kvamme y col., 1985), mientras que en el líquido 

extracelular es de 2-9 μM (Baker y col., 2003). Es importante destacar que la distribución del 

Glu se encuentra en un equilibrio dinámico, altamente sensible a cambios energéticos debido 

a que el Glu es constantemente liberado de la célula y recaptado del líquido extracelular. La 

pérdida del equilibrio de la homeostasis y la toxicidad del Glu han sido implicadas en la 

patogénesis de enfermedades neuronales del sistema nervioso central (SNC), incluyendo 

isquemia, hipoxias, hipoglucemias (Haddad y Jiang, 1993; Lipton, 1999; Small y col., 1999), 

Esclerosis Lateral Amiotrófica (Ludolph y Münch, 1999; Shaw, 1999; Spencer, 1999), 

Alzheimer (Honig y col., 2000), Epilepsia (Meldrum, 1994), como así también en el 

desarrollo de adicción a drogas (Kalivas, 2009).  

Síntesis y Metabolismo del Glutamato 

En el cerebro, el Glu es sintetizado en las terminales presinápticas a partir de la 

glucosa del ciclo de Krebs o de la glutamina de las células gliales, astrocitos, que es liberada 

al espacio extracelular y transportada al interior de las terminales neuronales donde es 

convertida en Glu por la enzima mitocondrial glutaminasa. Este transporte de Glu y 

glutamina (Gln) entre astrocitos y neuronas ha sido propuesto como la mayor vía por la cual 

el Glu es reciclado y se refiere normalmente como ciclo Glu-Gln. Una vez en la terminal 

nerviosa, el Glu es cargado en las vesículas por el transportador vesicular (VGLUT) que es 

una proteína multimérica compleja que funciona con gradiente de protones (Takamori, 2006). 

Después de la polarización de la membrana presináptica el Glu es liberado al espacio 

sináptico, mecanismo conocido como liberación vesicular, difunde pasivamente y se une a los 

receptores glutamatérgicos presinápticos, postsinápticos y peri-sinápticos. Existe otro 

mecanismo de liberación de Glu conocido como no sináptico (o no vesicular), donde el Glu 
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es liberado por el intercambiador Cisteína/Glutamato (Cis/Glu). La Gln se encuentra 

normalmente presente en el líquido extracelular en una concentración de alrededor de 200-

500 uM (Gjessing y col., 1972; Hamberger y Nystrom, 1984). La Gln en contraste con el Glu, 

no es tóxica y no es capaz de activar los receptores glutamatérgicos.  

Intercambiador Cisteína/Glutamato 

El intercambiador Cis/Glu, también conocido con el nombre Xc-, se encuentra 

predominantemente expresado en células gliales con otros transportadores glutamatérgicos 

gliales. En el NAc Core el 60% del Glu basal extracelular deriva en forma constitutiva del 

intercambiador Cis/Glu (Baker y col., 2002). Como se observa en la figura 6, el 

intercambiador está compuesto por dos subunidades, una subunidad catalítica de cadena 

liviana xCT y otra de cadena pesada de glicoproteína (4F2hc). El intercambiador está 

altamente expresado en el cerebro e incorpora cisteína (Cis-S-S-Cis) que es un precursor en la 

síntesis de glutatión (GSH), crítico para las respuestas contra estrés oxidativo y 

detoxificación (Griffith, 1999; Sato y col., 2002). El sistema Xc- regula el medio antioxidante 

por desplazar el par redox cisteína a un estado más reducido (Cis-SH). La recaptación de 

cisteína se encuentra relacionada con la liberación de Glu citoplasmático en relación 

estequiométrica 1:1 (McBean, 2002). Este intercambio entre moléculas no insume gasto 

energético ni requiere de Na
+
, por lo tanto se denomina Glu Na

+
 independiente.  

 

 

 

 

 

 

Figura 6. El Sistema Xc- está compuesto por una cadena pesada 4F2hc (4F2 heavy chain) y una cadena liviana, 

xCT, que se encuentran unidas por un puente disulfuro (no se observa en el gráfico). El sistema Xc- importa una 

molécula de cisteína (Cis-SS-Cis) en intercambio por una molécula de Glu. 
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El rol del intercambiador cobra importancia en el estudio de la adicción debido a que 

se ha demostrado en modelos animales de administración repetida de cocaína y luego de un 

período de tres semanas de abstinencia, una reducción de los niveles de la subunidad 

catalítica xCT y de la funcionalidad del intercambiador en el NAc (Knackstedt y col., 2010a); 

consistentemente los niveles basales extracelulares de Glu medidos por la técnica de 

microdiálisis, se ven disminuidos en un 50% en NAc Core (Madayag y col., 2007; Pendyam 

y col., 2009; Knackstedt y col., 2010a). Resultados similares sobre la disminución del xCT y 

niveles de Glu se obtuvieron con el modelo de administración repetida de nicotina, luego de 

12 hs de abstinencia [tiempo al que se observan marcados efectos de abstinencia a nicotina 

(Knackstedt y col., 2010b)]. Además Baker (2003) demostró utilizando la técnica de 

microdiálisis asociada con No Net Flux, tres semanas después de la administración sistémica 

de cocaína durante 7 días, una disminución en los niveles de Glu basal en NAc, pero no en 

CPf o estriado.  

Receptores Glutamatérgicos Ionotrópicos y Metabotrópicos 

Existen dos grandes familias de receptores glutamatérgicos: ionotrópicos (iGluRs), 

ligado a canales iónicos (Na
+
 y Ca

++
, menor medida K

+
)

 
que median las respuestas 

excitatorias rápidas, y los metabotrópicos (mGluRs) que se encuentran asociados a proteína 

G y tienen un rol modulador en la transmisión glutamatérgica (Kew y Kemp, 2005). 

Los receptores glutamatérgicos ionotrópicos tradicionalmente fueron clasificados en 

tres subtipos basados en datos obtenidos de farmacología y electrofisiología: receptor N-

metil-D-aspartato (NMDA), receptor a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole propionato 

(AMPA) y receptor kainato (KA). Los receptores NMDA se encuentran implicados en 

múltiples aspectos de la fisiología del cerebro y funciones cognitivas, como memoria y 

aprendizaje (Bliss y Collingridge, 1993). Son mediadores de plasticidad sináptica, como la 

potenciación a largo plazo (LTP) y la depresión a largo plazo (LTD) (Massey y col., 2004; 

Morishita y col., 2007; Berberich y col., 2005; Weitlauf y col., 2005). Los receptores NMDA 

tienen una alta afinidad por Glu, pero para ser completamente activados necesitan de un co-

agonista como glicina o D-serina. Cuando se activan conducen la entrada de Na
+
 y 

principalmente Ca
++

, para esto la membrana debe estar ya despolarizada para liberar al ión 

Mg
+
 que se encuentra bloqueando el canal del receptor NMDA, y luego se inactivan 

lentamente. La estructura de los receptores NMDA no es del todo clara, ya que se ha 

propuesto que puede formar estructuras tetra o pentaméricas (Michaelis EK, 1998). Sin 
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embargo, lo cierto es que se forman por combinaciones de diferentes subunidades. 

Específicamente han sido identificadas tres familias de subunidades del receptor NMDA: 1) 

NR1, 2) NR2A-D, y 3) NR3A-B. El receptor nativo poseería una estructura pentamérica 

heteróloga conformada por dos copias de la subunidad NR1 (Behe y col., 1995), y al menos 

dos subtipos de las subunidades NR2 (Monyer y col., 1992; Chazot y col., 1994) que le 

darían la heterogeneidad funcional (Monyer y col., 1994), por lo tanto, el dímero NR1-NR2 

se considera la estructura base de organización funcional. Los receptores NMDA que 

contienen la subunidad GluNR2B se encuentran presente en estriado y corteza, presentan 

cinéticas de decaimiento lentas (Cull-Candy y Leszkiewicz, 2004) y una baja probabilidad de 

apertura comparado con la subunidad GluNR2A (Brigman JL y col., 2010). Los receptores 

NMDA se encuentran en el espacio sináptico o extrasináptico, y constituyen dos pooles 

funcionales diferentes de receptores. Numerosos estudios han demostrado la distribución 

preferencial en el espacio extrasináptico, que tiene el receptor NMDA que contiene la 

subunidad GluNR2B (Papouin y col., 2012; Petralia, 2012). 

La mayor parte de la transmisión sináptica excitatoria en el cerebro se encuentra 

mediada por los receptores AMPA. El tráfico de los receptores AMPA, dentro y fuera de la 

sinapsis, es un mecanismo importante para regular la fuerza sináptica en numerosos procesos 

de plasticidad sináptica incluyendo potenciación a largo plazo (LTP), depresión a largo plazo 

(LTD) y escalamiento sináptico (Malinow y Malenka, 2002; Bredt y Nicoll, 2003; Watt y 

col., 2004). Los canales de los receptores AMPA se abren por la exposición a Glu pero 

desensibilizan rápidamente (Trussell y Fischbach, 1989) y tienen baja afinidad por el Glu 

(Patneau y Mayer, 1990). Los receptores AMPA funcionales son tetrámeros formado por 

dímeros de dímeros (Mano y Teichberg, 1998; Rosenmund y col., 1998; Greger y Esteban, 

2007). Las subunidades que lo conforman son cuatro y se denominan desde GluR1 hasta 

GluR4 (Collingridge y col., 2009). Independientemente de la composición de subunidades 

que lo constituyen estos receptores son permeables a Na
+
 y K

+
. Sin embargo, cuando la 

subunidad GluR2 no está presente en el tetrámero, las propiedades del canal cambian y se 

vuelve permeable a Ca
++

. Se ha demostrado que la incorporación sináptica de este receptor 

sin GluR2, es altamente regulada y juega un rol importante en aumentar la fuerza sináptica 

asociada con numerosas formas de plasticidad (Cull-Candy y col., 2006; Isaac y col., 2007; 

Liu y Zukin, 2007). 

La composición particular del receptor determina las diferentes funciones fisiológicas 

y propiedades de tráfico de receptores AMPA. En el NAc de animales sin tratamiento, se ha 

demostrado por estudios de co-inmunoprecipitación que aproximadamente el 90% de los 
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receptores están constituidos por las subunidades GluR1 asociados con GluR2 o GluR3, 

aunque GluR1-GluR2 constituyen la principal población. Una menor población de receptores 

se encuentra constituida por las subunidades GluR2-GluR3, y en menor proporción GluR1 

como homómeros. El porcentaje de receptores AMPA sin la subunidad GluR2 en condiciones 

basales constituye la minoría, un 5-10%, y no contribuye significativamente a la transmisión 

sináptica (Conrad y col., 2008). Estos datos fueron obtenidos de preparaciones de membranas 

de NAc de animales sin tratar (Reimers y col., 2011), y resultados similares se obtuvieron de 

animales que pasaron por la experiencia de autoadministración de salina (Conrad y col., 

2008; Boudreau y col., 2007).  

Para la inserción la membrana de los receptores AMPA en el espacio sináptico se 

requiere un esquema de tres pasos: 1) movilización intracelular de vesículas que contienen 

receptores AMPA a la superficie de la membrana, 2) difusión lateral al sitio sináptico y 3) 

retención en la sinapsis vía interacción con proteínas de anclaje. Bajo condiciones normales 

este proceso es altamente dinámico y los receptores AMPA son continuamente 

intercambiados de la sinapsis a los pools de almacenado (Triller y Choquet, 2003; Newpher y 

Ehlers, 2008; Shepherd y Huganir, 2007). Para asegurar una efectiva transmisión sináptica, 

los receptores AMPA se encuentran anclados en la densidad postsináptica (PSD) observada 

como matriz densa, formada principalmente por actina, debajo de la membrana en la cual se 

encuentran los conglomerados de receptores glutamatérgicos, proteínas de anclaje y 

elementos del citoesqueleto (Lisman y Raghavachari, 2006; Newpher y Ehlers, 2008; Okabe, 

2007). La composición de las subunidades también confiere reglas en el tráfico y difusión de 

los receptores. Se ha determinado que la inserción en la membrana sináptica de los receptores 

GluR1-GluR2 ocurre de forma dependiente de la actividad, mientras que GluR2-GluR3 

ciclan constitutivamente dentro y fuera de la sinapsis (Malinow, 2003). Las diferencias en la 

regulación de la fosforilación e interacción con otras proteínas se debe a la longitud de los 

extremos C-terminales de las subunidades, GluR1 contiene extremo C-terminal largo y 

GluR2 y GluR3 contienen extremos C-terminales cortos (Song y Huganir, 2002; Derkach, 

2007). El número de receptores AMPA en la sinapsis no es fijo, varía de acuerdo a desarrollo 

sináptico y actividad, por esto se ha relacionado a los receptores AMPA con la fuerza 

sináptica (Lisman y Raghavachari, 2006; Newpher y Ehlers, 2008).  

La familia de receptores metabotrópicos se encuentran asociados a proteína G 

estimulatoria o inhibitoria. Existen 8 tipos diferentes de receptores mGluR y se denominan 

desde el mGluR1-mGluR8 y se encuentran subdivididos en tres grupos de acuerdo con la 

estructura, homología en la secuencia, propiedades farmacológicas y transducción de señales 
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(Pin y Duvoisin, 1995; Ferraguti y Shigemoto, 2006). El Grupo I está compuesto por los 

receptores mGluR1 y mGluR5, se encuentran acoplados a la enzima fosfolipasa C y de este 

modo aumentan la producción de inositol trifosfato y diacilglicerol. En general la activación 

de estos receptores llevan a la excitabilidad neuronal vía activación de los receptores iGluR 

(Cartmell y col., 2000; Ferraguti y Shigemoto, 2006). El Grupo II se compone de los 

receptores mGluR2 y mGluR3, y el Grupo III se compone de los receptores mGluR4, 

mGluR6, mGluR7 y mGluR8, ambos grupos se encuentran se acoplados a proteínas G 

inhibitoria e inhiben la formación de AMPc (Malherbe y col., 1999). La activación de ambos 

grupos de receptores modulan negativamente la liberación sináptica de Glu (Olive, 2009).  

Utilizando el bloqueo farmacológico de los receptores metabotrópicos en diferentes 

especies animales, se ha demostrado que estos juegan un papel vital para la inducción y el 

mantenimiento del LTP. Los receptores mGluR1 están localizados principalmente en la 

neurona postsináptica en la perisinápsis, pero cerca del espacio sináptico en las dendritas, 

soma y espinas; sin embargo algunos sugieren que podrían estar en la presinapsis también 

(Ottersen y Landsend, 1997; Cartmell y col., 2000). La activación de estos receptores al 

estimular fosfolipasa C, lleva a la liberación de Ca
++

 de las fuentes internas, estimula a la 

proteína quinasa C que potencia canales de Ca
++

 voltajes dependientes tipo-L y disminuye la 

conductancia de los canales de K
+
 generando repolarización lenta (Francesconi y Duvoisin, 

2000; Lesage y Steckler, 2010). Los mGluR2 y mGluR3 se encuentran principalmente 

ubicados en las neuronas presinápticas glutamatérgicas donde actúan como auto-receptores 

inhibitorios; sin embargo también se los han encontrado expresado en la membrana 

postsináptica. El mecanismo por el cual median sus propiedades inhibitorias se debe a la 

potenciación de los canales de K
+
 presinápticos, suprimiendo los canales de Ca

++
 voltaje 

dependientes que tienen influencia directa sobre la liberación de neurotransmisores (Conn y 

Pin, 1997; Kew y Kemp, 2005; Ferraguti y Shigemoto, 2006). El grupo III se encuentran 

predominantemente en neuronas presinápticas como auto-receptores, suprimiendo la 

transmisión excitatoria (Ohishi y col., 1995; Conn y Pin, 1997); sin embargo también se los 

ha encontrado en algunas células gliales. 

Rol de los Receptores AMPA en la Expresión de la Sensibilización 

El aumento en la expresión de superficie de los receptores AMPA en NAc y su 

relación con el fenómeno de sensibilización fue primeramente observado en el modelo de 

sensibilización conductual inducido por la exposición previa a dosis repetidas de cocaína. 
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Pennartz (y col, 1994) y Hu y White, (1996) comenzaron a describir la activación de las MSN 

de NAc por la llegada de vías aferentes glutamatérgicas, cuyos efectos están primariamente 

mediados por la estimulación postsináptica de los receptores AMPA. Luego, debido a la 

aparición de agonistas y antagonistas potentes y selectivos como CNQX (6-ciano-7-

nitroquinoxalina-2,3-diona) y NBQX (6-nitro-7-sulfomobezo quinoxalina-2,3-diona), se 

evidenció el rol de los receptores AMPA mediante la realización de experimentos 

farmacológicos. Así, se observó la expresión de la sensibilización cruzada a efectos 

estimulantes motores luego de microinyecciones de agonista AMPA administradas en NAc 

Core, pero no en Shell, en animales que previamente fueron sensibilizados por la 

administración crónica de cocaína (Pierce y col., 1996; Bell y col., 2000). Consistentemente, 

la expresión del fenómeno de sensibilización a cocaína inducida por un tratamiento repetido 

de la droga fue suprimida por la administración del antagonista CNQX en NAc Core antes de 

la administración de la dosis desafío de cocaína sistémica (Pierce y col., 1996).  

Estudios utilizando ensayos de proteínas de entrecruzamiento, que distinguen 

proteínas de la superficie de aquellas de depósitos intracelulares, demostraron que luego del 

tratamiento con dosis repetidas de cocaína se observa un aumento en la expresión de 

superficie de la subunidad GluR1 del receptor AMPA en el NAc de animales que 

desarrollaron sensibilización (Boudreau y Wolf, 2005). Mientras que en aquellos animales en 

los que no se evidenció este fenómeno, no hubo un aumento de GluR1 en la superficie de la 

membrana (Boudreau y Wolf, 2005). Esto fue demostrado a los 7, 14 y 21 días después de la 

última inyección de cocaína, aunque 24 h después de la última inyección este efecto no fue 

observado (Boudreau y Wolf 2005; Boudreau y col., 2007, 2009). En estudios más recientes 

utilizando dosis más altas de cocaína con el objetivo que todos los animales desarrollen 

sensibilización, se encontró un aumento en la relación de superficie/total de los receptores 

AMPA al día 14 después de la última inyección de la droga (Wolf y Ferrario, 2010). Del 

mismo modo, utilizando otra técnica donde se cuantificó las subunidades del receptor AMPA 

en la fracción de membrana sinaptosomal (terminaciones nerviosas o botones sinápticos), se 

encontró en animales previamente sensibilizados un aumento de las subunidades GluR1 y 

GluR2 del receptor AMPA preparado a partir del NAc extraído a los 21 días, pero no 24 hs 

después de la última inyección de cocaína (Schumann y Yaka, 2009). Evidencias similares 

también se obtuvieron con estudios de electrofisiología donde se encontró un aumento en la 

relación de las corrientes AMPA/NMDA en NAc Shell y Core de animales previamente 

sensibilizados al tratamiento repetido de cocaína, 14-21 días después de la última inyección 

de cocaína (Kourrich y col., 2007, Moussawi y col., 2011).  
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Por otro lado, en la literatura disponible se reportó que el tratamiento repetido a 

diferentes drogas de abuso (anfetamina, cocaína, nicotina, morfina) altera la morfología de 

las dendritas y las espinas dendríticas en las regiones del cerebro asociadas con propiedades 

incentivo-motivacionales y reforzantes como el NAc, CPu y CPfr (Robinson y Kolb, 2004). 

Interesantemente, se demostró por la técnica de marcación DiI (colorante lipofílico que 

permite ver la morfología de las espinas) y electrofisiología en animales con administración 

repetida de cocaína, un aumento en el tamaño de las cabezas de las espinas de las MSN de 

NAc Core que se relacionó con el aumento en la relación de las corrientes AMPA/NMDA 

(aumento de la fuerza sináptica), a expensas del aumento de la expresión de los receptores 

AMPA (Gipson y col., 2013).  

Es interesante remarcar, que estudios de nuestro laboratorio demostraron que 

neuroadaptaciones similares en el NAc contribuyen a la expresión de la sensibilización 

conductual inducida por estrés crónico de 7 días y una dosis aguda de cocaína. En el modelo 

de sensibilización cruzada estrés-cocaína, se demostró un aumento de la subunidad GluR1 en 

la expresión de superficie de NAc (preferentemente Core), que se correlacionó positivamente 

con un aumento del tamaño de la PSD y de la dinámica de actina, así como del número de 

espinas maduras en NAc Core, pero no así en Shell (Esparza y col., 2012, Esparza datos no 

publicados). Interesantemente, la expresión de la sensibilización conductual en este modelo 

de sensibilización cruzada estrés-cocaína fue bloqueado cuando se microinyectó en NAc 

Core una dosis de CNQX o de Latrunculina A (despolimerizante de actina), previo a la 

inyección aguda de cocaína tres semanas después del estrés repetido por inmovilización. 

Además, cuando se evaluó la expresión de superficie del receptor AMPA en NAc luego de la 

microinyección intra-Core de Latrunculina en animales previamente estresados, no se 

encontraron cambios respecto del control. Estos resultados indicaron que es necesaria la 

integridad del citoesqueleto en la expresión de superficie de los receptores AMPA, y que 

estos receptores constituyen una de las neuroadaptaciones que subyacen a la expresión de la 

sensibilización conductual inducida por estrés (Esparza y col., 2012) y drogas (Pierce y col., 

1996). 

Rol de los Receptores NMDA en la Expresión de la Sensibilización 

Como ya se ha descripto, la neurotransmisión glutamatérgica juega un rol crítico en la 

sensibilización y, a diferencia del rol de los receptores AMPA en la expresión de este 

fenómeno, numerosos estudios han implicado a los receptores glutamatérgicos del tipo 
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NMDA en la inducción o desarrollo del fenómeno de sensibilización. Mediante la utilización 

de un antagonista no competitivo de los receptores NMDA, MK 801, co-administrado junto 

con anfetamina, cocaína o morfina, se previno el desarrollo de sensibilización a corto plazo 

(Karler y col., 1989, 1990, 1991) o a largo plazo luego de 7-10 días de abstinencia (Wolf y 

Jeziorski, 1993). Más aun, utilizando antagonistas de los receptores NMDA, MK-801 o CGS 

19755, co-administrados con anfetamina, se previno la inducción de sensibilización 

conductual de estereotipía y los cambios celulares en el sistema dopaminérgico 

mesocorticolímbico que normalmente acompañan el desarrollo de la sensibilización 

conductual (Wolf y col., 1995). Sin embargo, los antagonistas NMDA (ácido 

carboxipiperasin-4-yl-propil-1-fosfórico) CPP, MK-801 y CGS 19755, no bloquean la 

expresión de la sensibilización conductual a anfetamina cuando son inyectados 30 min antes 

de la dosis desafío de anfetamina (Karler y col., 1991; Wolf y col., 1995).  

Aportes de nuestro laboratorio también demostraron que animales inyectados con 

MK-801 de forma sistémica antes de la sesión de estrés, no desarrollan de sensibilización 

conductual y neuroquímica dopaminérgica en NAc Core y Shell a anfetamina a las 24 hs 

después del estrés, y en Core 8 días después del estrés (Pacchioni y col., 2002, 2007). Por 

otro lado, también se demostró que la inyección sistémica de MK-801 previo a la sesión de 

estrés por inmovilización impidió el desarrollo de sensibilización conductual y el aumento de 

las propiedades reforzantes a morfina (del Rosario Capriles y col., 2002).  

Respecto a la expresión de superficie en NAc de las subunidades del receptor NMDA 

los hallazgos son contradictorios, algunos estudios no mostraron cambios y otros 

evidenciaron un aumento en la expresión de la subunidad GluNR1 del receptor NMDA al día 

1 de abstinencia luego del tratamiento crónico de cocaína (Lu y col., 2003; Self y Choi, 2004; 

Conrad y col., 2008). Estudios de autoradiografía en NAc Core y Shell también fallaron al 

intentar demostrar alteraciones en la expresión del receptor NMDA por autoadministración 

de cocaína de acceso corto (1 h de acceso a cocaína) o de acceso extendido (6 hs) luego de 14 

o 60 días de abstinencia (Ben-Shahar y col., 2007). Sin embargo, Schuman y Yaka (2009) 

demostraron que inyecciones no contingentes de cocaína crónica aumentaron las subunidades 

GluNR1, GluNR2A y GluNR2B a los 21 días después de abstinencia a cocaína, pero no a las 

24 hs, en el NAc de animales sensibilizados. Estudios más recientes sobre exposición crónica 

a nicotina demostraron aumento de las subunidades GluNR2A y GluNR2B en el NAc Core 

de animales sin período de abstinencia (Gipson y col., 2013) y el bloqueo de este receptor 

previno la recaída en la búsqueda de nicotina. Shen y col. (2011) demostraron resultados 

similares con un tratamiento repetido de heroína. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jeziorski%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8186979
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Transportadores Glutamatérgicos  

Debido a que el exceso de Glu extracelular puede llevar a neurotoxicidad, existen 

transportadores de Glu de alta afinidad expresados en células gliales y neuronas para remover 

el Glu libre del espacio sináptico y controlar los niveles extracelulares de Glu (Danbolt, 

2001). Los transportadores dependientes de Na
+
/K

+ 
de alta afinidad por Glu y aspartato 

constituyen una familia de transportadores solute carrier 1 (SLC1) y se encuentran 

conformados por 5 miembros EAAT1/GLAST, EAAT2/GLT-1 y EAAT3-5 (transportadores 

de amino ácidos excitatorios, EAAT, figura 7) (Danbolt, 2001; Kanai y Hediger, 2004; Beart 

y O'Shea, 2007). GLAST y GLT-1 se expresan predominantemente en astrocitos, se 

encuentran con sus procesos rodeando las sinapsis glutamatérgicas donde son los 

responsables de remover inmediatamente el 90% del Glu liberado en el cerebro de mamíferos 

(Rothstein, 1995, 1996; Danbolt, 2001; Mitani y Tanaka, 2003). Mientras que los EAAT3-5 

tienen una distribución anatómica diferente en las neuronas (Amara y Fontana, 2002). El 

transportador GLT-1 está presente en la mayoría (si no en todos) los astrocitos de la 

neocorteza, estriado y tálamo, así como en los astrocitos de la materia blanca (Lehre y col., 

1995). EAAT mantienen un control riguroso sobre la señal glutamatérgica sináptica, para 

limitar el daño por excitotoxicidad pero también de la activación sostenida de receptores 

glutamatérgicos iGluR y mGluR (Bergles y col. 1999).  

El transportador GLT-1 es necesario para la transmisión excitatoria glutamatérgica 

normal, su disminución podría ser uno de los causales de las disfunciones neurológicas y 

enfermedades neurodegenerativas asociadas al Glu (Rothestein, 1995; Ye y col., 1999; Rao y 

col., 2001; Sepkuty y col., 2002), como así también ha sido implicado en la recaída y 

compulsión de búsqueda de droga (Kalivas, 2009). Específicamente, se ha demostrado una 

disminuida expresión de GLT-1 en modelos animales con historia previa de AA de cocaína, 

nicotina y heroína, en estructuras relacionas con los efectos reforzantes de las drogas como el 

NAc Core (Knackstedt y col., 2010, 2012; Gipson y col., 2013; Shen y col., 2011), 

disminución que lleva a una alteración en la homeostasis glutamatérgica (Knackstedt y col., 

2010; Trantham-Davidson y col., 2012; Gipson y col., 2013). En un trabajo donde los 

animales tenían acceso corto o extendido a AA de cocaína se observó una disminución de 

GLT-1 en Core y Shell dependiente del acceso a la droga, siendo en la subestructura de Core 

el cambio más evidente (Fischer-Smith y col., 2012).  
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Figura 7. Representación esquemática de la localización celular de los transportadores de Glu en neuronas y 

células gliales. Los transportadores identificados poseen diferente localización regional y celular. EAAT1 se 

encuentra expresado en la glía de todo el cerebro, particularmente cerebelo. EAAT2 se encuentra 

predominantemente en las células gliales, más específicamente astrocitos y microglía. EAAT3 es un 

transportador neuronal, expresado en todo el sistema nervioso central (SNC) y ubicado post-sinápticamente. 

EAAT4 transportador post-sináptico ubicado en células de Purkinje de cerebelo. EAAT5 se encuentra solo en 

retina. Estos transportadores co-transportan 2 o 3 moléculas de Na+ y un H+ con cada molécula de Glu o 

Aspartato y en contra-transporte un K+. 

Homeostasis Glutamatérgica  

La homeostasis glutamatérgica implica la regulación de los niveles de Glu 

extracelular en los espacios sinápticos y peri-sinápticos del ambiente extracelular. La 

homeostasis afecta la actividad sináptica y plasticidad, debido a que controla el acceso de Glu 

a los receptores iGluRs y mGluRs. Un factor crucial en el mantenimiento de la homeostasis 

glutamatérgica es el balance entre la liberación y eliminación del Glu glial, y sináptico 

(figura 8).  
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Figura 8. Homeostasis Glutamatérgica en NAc. Recaptación de Glu a través del transportador GLT-1, limita el 

acceso del Glu sináptico al espacio perisináptico y los receptores mGluRs. Además, limita el acceso de Glu no 

sináptico al espacio sináptico y a los receptores iGluRs. Como resultado, el Glu que proviene del intercambiador 

no estimula directamente los iGluRs. Las líneas sólidas representan las interacciones fisiológicas bajo 

condiciones basales, las líneas de punto representan las interacciones menores. (Kalivas, 2009). 

A partir de estudios “in vitro” e “in vivo” de electrofisiología y microdiálisis se 

demostró que existe un complejo ambiente regulatorio en el cual el Glu no sináptico puede 

modular la transmisión excitatoria sináptica y la plasticidad. En estudios de los años 90 

(Timmerman y Westerick, 1997), se evidenció que los niveles de Glu extrasináptico no se 

modificaban utilizando fármacos antagonistas que bloquearan los canales de Ca
++

 y Na
+
 

(necesarios para la liberación del neurotransmisor), por lo tanto este provenía de una fuente 

diferente de la sináptica. El hecho de que se han medido concentraciones altas de Glu 

extracelular (o no sináptico) de entre 1 y 5 µM, reveló importantes influencias fisiológicas en 

la transmisión glutamatérgica: el Glu extracelular deriva principalmente de fuentes no 

sinápticas gliales, los receptores mGluR ubicados en la perisinápsis son activados por el Glu 

no sináptico y la recaptación de Glu no sináptico protege a los receptores iGluR del espacio 

sináptico y a la inversa, la recaptación del Glu sináptico de no activar los receptores mGluR 

perisinápticos (Barbour, 2001; Warr y col., 1999; Haydon, 2001). Existe numerosa evidencia 

que indica que estas funciones fisiológicas se encuentran alteradas en modelos animales de 

administración repetida de cocaína, heroína y nicotina como se detallará a continuación. 
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Alteración de la Homeostasis de Glutamato en la Expresión de la Sensibilización y 

Cambios Neuroadaptativos. 

En modelos de administración repetida de cocaína, heroína y nicotina se ha 

demostrado que la expresión de la subunidad xCT del intercambiador se encuentra 

disminuida, por lo tanto los niveles basales de Glu extracelular se encuentran reducidos y 

como consecuencia el tono inhibitorio (que regula la liberación de Glu sináptico) debido a la 

poca activación de los mGluR2/3 se encuentra también disminuido (Gipson y col., 2013; 

Shen y col., 2011; Knackted y col., 2009). Estos animales frente a una situación de 

reinstalación de la conducta de búsqueda inducida por estrés, por droga (cocaína, anfetamina, 

nicotina, heroína), o claves asociadas previamente al consumo de la droga han demostrado 

responder con una mayor liberación sináptica de Glu en NAc Core que proviene de la CPf 

dorsal o prelímbica (McFarland y col., 2004, 2003; Madayag y col., 2007; LaLumiere y 

Kalivas, 2008; Stefanick y col., 2013; Gipson y col., 2013). Recordando además, que dado 

que los niveles del transportador glutamatérgico GLT-1 se encuentran disminuidos, el 

desborde de Glu sináptico (spillover) que se produce durante la recaída en la búsqueda de 

droga no solo se debe al aumento en la liberación de Glu sináptico sino también a una 

recaptación disminuida. Además, la liberación de Glu sináptico evocado por la búsqueda de 

droga se ha asociado con cambios rápidos en la morfología de las espinas sinápticas y en el 

contenido de proteínas dentro de los 45 min luego de la inyección aguda de cocaína, por 

ejemplo, el aumento en la expresión del número de receptores AMPA insertados en la 

membrana correlacionado positivamente con el aumento en el tamaño de la cabeza de la 

espina en el NAc Core (Shen y col., 2009; Anderson y col., 2008; Toda y col., 2006). Sin 

embargo, 120 min después de la inyección de cocaína cuando los niveles extracelulares de 

Glu no se encuentran ya aumentados, el tamaño de la cabeza de la espina se encontró 

disminuido. Consistente con la disminución en la expresión de los receptores AMPA de 

superficie, una disminución en la relación de las corrientes AMPA/NMDA fue observada 6 o 

24 hs luego de la inyección aguda de cocaína en animales que recibieron previamente un 

tratamiento crónico de cocaína de forma no contingente (Shen y col., 2009; Boudreaw y col., 

2007; Kourrich y col., 2007; Thomas y col., 2001). De esta forma se ha propuesto como uno 

de los mecanismos que subyacen a la recaída y búsqueda de droga, a la pérdida la 

homeostasis glutamatérgica que perjudica la regulación del circuito de CPf dorsal hacia el 

estriado y lleva a neuroadaptaciones en el NAc (Kalivas, 2009). 
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Herramientas Terapéuticas para Restablecer la Homeostasis 

Considerando el rol que tiene la homeostasis de Glu en NAc Core en el modelo de 

recaída y de compulsión por búsqueda de cocaína (Mc Farland y col., 2003), como así 

también en la expresión de la sensibilización a psicoestimulantes como anfetamina y cocaína 

(Pierce y col., 1996), se han utilizado dos herramientas farmacológicas para el 

restablecimiento de la homeostasis glutamatérgicas y revertir ambos procesos.  

El primero de los fármacos utilizados es la N-acetil-cisteína, cuyo mecanismo de 

acción consiste en restaurar la función de la subunidad catalítica xCT por aumentar la 

concentración extracelular de cisteína, aumentando la concentración extracelular de Glu en 

NAc y reestableciendo la señalización a partir de los receptores metabotrópicos pre y 

postsinápticos mGluR2/3 con una disminución de la probabilidad de liberación de Glu 

sináptico frente a una dosis aguda de cocaína (Moran y col., 2005). Diferentes autores han 

demostrado además su eficiencia en atenuar la recaída en un modelo animal de búsqueda de 

cocaína (Moussawi y col., 2009; Backer y col., 2003; Madayag y col., 2007). Es importante 

destacar que debido a que es un fármaco ya aprobado y utilizado como antioxidante, fue 

utilizado también en humanos en los cuales se ha demostrado una disminución en la 

reactividad por claves a cocaína en individuos con historia de consumo de cocaína previa 

(LaRowe y col., 2007). Otro fármaco también utilizado para restablecer la homeostasis 

glutamatérgica es Ceftriaxona, un antibiótico β-lactámico, el cual se ha demostrado que 

aumenta la expresión y funcionalidad del transportador GLT-1 por activación del factor NFĸβ 

que aumenta la transcripción para GLT-1. Por lo tanto, frente a un aumento de Glu basal y 

sináptico como consecuencia de una inyección aguda de cocaína en animales previamente 

sensibilizados a anfetamina, la previa administración de Ceftriaxona restablece la captación 

del Glu desbordado (spillover) (Rasmussen y col., 2011). Investigaciones sobre la eficacia de 

Ceftriaxona en el transcurso del tiempo encontraron que hay un aumento en la expresión de 

GLT-1 a partir del tercer día de administración diaria repetida, siendo el pico de expresión a 

partir del día cinco (Chu y col., 2007). La dosis efectiva de Ceftriaxona que disminuye de 

forma persistente el Glu extracelular, propuesta por Rasmussen (2011), es de 200 mg/kg i.p. y 

es una dosis estándar utilizada por otros laboratorios para investigar el rol de la homeostasis 

glutamatérgica en la adicción a drogas (Rothstein y col., 2005; Miller y col., 2008; Rawls y 

col., 2010a, b; Knackstedt y col., 2010). El nivel de actividad y de eficacia de las drogas de 

abuso es provista por datos que demuestran que la administración repetida de Ceftriaxona 

inhibe tanto el desarrollo de tolerancia a morfina como la dependencia física, además de 
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prevenir la recaída a la búsqueda de cocaína en ratas (Rawls y col., 2010; Knackstedt y col, 

2010; Sari y col., 2009). Ceftriaxona también inhibió la abstinencia a anfetamina y cocaína en 

un modelo de invertebrados (Rawls y col., 2008). 

Resumiendo, la sensibilización conductual o psicomotora hace referencia a un 

aumento progresivo y duradero de las respuestas conductuales específicas que ocurren 

durante la administración aguda o repetida de psicoestimulantes y que se extiende también a 

la influencia de situaciones de estrés agudo o crónico sobre la acción de psicoestimulantes. Se 

ha demostrado que el estrés incrementa la actividad de los circuitos neurobiológicos 

dopaminérgicos implicados en la motivación y recompensa. Más específicamente, en las 

neuronas mesencefálicas las cuales proyectan rostralmente desde ATV hacia NAc y regiones 

corticales en estrecha relación con el sistema glutamatérgico que proyecta desde CPf y 

Amígdala hacia NAc, parecen ser los sustratos neurobiológicos activados durante eventos 

estresantes. La sensibilización es un mecanismo común disparado por estrés y drogas en las 

sinapsis excitatorias de neuronas dopaminérgicas y se sugiere que la sensibilización 

conductual es un ejemplo de plasticidad dependiente de la experiencia que involucra 

plasticidad en las sinapsis glutamatérgicas. De esta forma se ha propuesto que el estrés y el 

consumo de drogas comparten sustratos neuronales comunes. 

A pesar de la extensa literatura que detalla las contribuciones de estos circuitos 

comunes en el proceso de adicción aún se desconoce la influencia del estrés sobre la acción 

de cocaína en la neurotransmisión glutamatérgica de neuronas presinápticas y postsinápticas 

de forma diferencial en el NAc Core y Shell, y la interacción con el sistema dopaminérgico 

en esta estructura. En este marco, proponemos que existen mecanismos comunes e 

intercambiables al impacto del estrés y drogas de abuso, responsables de la influencia 

proactiva del estrés sobre la acción de psicoestimulantes.  
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HIPÓTESIS 

La exposición a situaciones de estrés agudo de inmovilización produce 

neuroadaptaciones en NAc similares a las observadas luego del tratamiento repetido de 

cocaína. Estas neuroadaptaciones median la expresión de la sensibilización cruzada a los 

efectos estimulantes de cocaína, e incluyen la desregulación de la homeostasis 

glutamatérgica, reflejada en cambios en los niveles basales y en la liberación sináptica de 

Glu, que impacta sobre neuronas postsinápticas de NAc de forma diferencial en Core 

respecto de Shell, el aumento en la expresión de receptores AMPA y la modulación de la 

transmisión y liberación de DA en NAc Core. La presente hipótesis plantea que las 

neuroadaptaciones inducidas por estrés agudo en el sistema glutamatérgico y su interacción 

con el dopaminérgico en NAc Core tienen un rol crítico en la expresión de la sensibilización 

cruzada a los efectos estimulantes de cocaína.  

OBJETIVO GENERAL 

La experiencia de situaciones traumáticas en la vida, no es sólo un factor de riesgo en 

el desarrollo de la adicción, sino también un disparador para la reincidencia al uso de drogas 

(Dewart y col., 2007; Ouimette y col., 2007). Estudios clínicos en los años 90 demostraron la 

influencia facilitadora del estrés atribuida al abuso de drogas, específicamente, la hipótesis de 

consumo de drogas en respuesta al estrés (O’Doherty, 1991). En apoyo de estos estudios 

preclínicos, se ha utilizado modelos animales bajo la conducta de adquisición de AA y se 

demostró una interacción facilitadora entre la exposición a estrés y esta conducta (Piazza y 

col., 1990; Boyson y col., 2011).  

En apoyo de estas observaciones, se ha demostrado que el tratamiento agudo o 

repetido con psicoestimulantes (Vanderschuren y col., 1999; Pierce y col., 1996) así como la 

aplicación de estresores de forma aguda o crónica (Stewart y Kalivas, 1991; Robinson, 1985, 

Lu y col., 2003) induce cambios a largo plazo en la sensibilización conductual y 

neuroquímica tanto en el desarrollo como en la expresión de la sensibilización. 

Específicamente, se ha demostrado que el estrés agudo o crónico aumenta la transmisión 

sináptica dopaminérgica en el circuito mesocorticolímbico, como así también el efecto 

estimulante en la actividad locomotora (Lu y col., 2003; Yap y Miczek, 2008) y los efectos 

reforzantes de cocaína y otras drogas adictivas (Lett, 1989; Capriles y Cancela, 1999, 2002). 

Particularmente, el estrés aumenta la liberación de CRF en ATV y aumenta la respuesta de 
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neuronas dopaminérgicas frente a eferentes de neuronas glutamatérgicas (Saal y col., 2003; 

Ungless y col., 2003; Wang y col., 2005). Estas adaptaciones en la transmisión 

glutamatérgica de ATV por estrés median cambios permanentes en la transmisión 

dopaminérgica y glutamatérgica del NAc (Kalivas y Stewart, 1991; Mameli y col., 2009). 

Como se mencionó anteriormente, el NAc es una estructura heterogénea que puede ser 

separada histológicamente en dos sub-estructuras Core y Shell (Pennartz y col., 1994). La 

liberación de DA en Core o Shell es diferencial y depende de la droga de abuso en cuestión 

(Di Chiara, 2002). Ha sido demostrado el rol crítico de la liberación de Glu en Core en la 

expresión de la sensibilización conductual luego de una inyección aguda de cocaína (Pierce y 

col., 1996, McFarland y col, 2003, Stefanick y col, 2013). A pesar de que el rol de la 

transmisión glutamatérgica en NAc, Core y Shell, está bien caracterizado en algunos aspectos 

conductuales inducidos por la administración crónica no contingente o por AA de cocaína, la 

participación del sistema glutamatérgico y la interacción con el sistema dopaminérgico, en el 

aumento a largo plazo del efecto estimulante y reforzante de cocaína, sobre la actividad 

motora producida por estrés (una sola sesión de estrés por inmovilización) no ha sido bien 

caracterizada aún. 

Es por ello que el presente estudio tiene como objetivo general identificar la 

participación de la liberación y homeostasis de Glu, y la interacción con el sistema 

dopaminérgico en el NAc en la expresión de la sensibilización a cocaína a largo plazo 

inducida por una sola sesión de estrés agudo por inmovilización mediante estudios 

conductuales, bioquímicos y electrofisiológicos. El principal objeto de estudio es determinar 

los cambios plásticos inducidos por una sola sesión de estrés en la postsinápsis 

glutamatérgica como la expresión de superficie del receptor AMPA, el rol en la liberación y 

homeostasis de Glu en interacción con la presinapsis dopaminérgica en el NAc Core y Shell, 

y su relevancia en la expresión de la sensibilización a cocaína inducida por estrés por 

inmovilización. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar la Influencia de la Exposición a Estrés Agudo por Inmovilización Sobre los 

Efectos Estimulantes Motores de Cocaína y Liberación de DA en NAc Core y Shell. 

Numerosas evidencias de nuestro laboratorio han demostrado que la exposición a una 

o varias sesiones de estrés por inmovilización inducen cambios a largo plazo que llevan a la 

expresión del fenómeno de sensibilización cruzada a los efectos estimulantes de anfetamina 

sobre la actividad motora y la liberación de DA en NAc Core y Shell (Pachionni y col., 2002, 

2007). Estudios más recientes de nuestros laboratorio demostraron la persistencia del 

fenómeno de sensibilización cruzada a los efectos estimulantes motores de anfetamina a los 7 

días luego de la exposición a estrés agudo por inmovilización (Pachionni y col., 2007). 

Además, considerando que el NAc tiene una característica única de doble inervación 

dopaminérgica y glutamatérgica de espinas individuales, así como, una interacción de DA-

Glu preferencial en NAc Core, respecto de Shell, es interesante remarcar que esta estructura 

fue implicada en el desarrollo como la expresión de la sensibilización inducida por drogas 

(Pierce y Kalivas, 1997; Wolf, 1998) y por estrés (Pacchioni y col., 2007; Esparza y col., 

2012). Este objetivo propone evaluar tres semanas después de la sesión de estrés por 

inmovilización el efecto estimulante de dosis crecientes de cocaína (0–15 mg/kg i.p.) en la 

actividad locomotora y evaluar el efecto diferencial estimulante de cocaína (15 mg/kg i.p.) 

sobre la liberación de DA en NAc Core y Shell. 

2. Determinar la Influencia de la Exposición a Estrés Agudo por Inmovilización Sobre la 

Expresión de Superficie de Receptores AMPA en Membranas de NAc, así como el Rol 

Funcional de los Receptores AMPA, en la Expresión de la Sensibilización Cruzada 

sobre las Propiedades Estimulantes de Cocaína (15 mg/ kg) en la Actividad Motora y la 

Liberación de DA en NAc Core y Shell. 

Estudios previos evidenciaron el rol de los receptores AMPA en modelos de 

sensibilización a drogas de abuso, mediante la realización de experimentos farmacológicos 

con agonistas y antagonistas de los receptores AMPA. Así, se observó la expresión de la 

sensibilización cruzada a efectos estimulantes motores luego de microinyecciones del 

agonista AMPA administradas en NAc Core, pero no en Shell, en animales que previamente 

recibieron un tratamiento crónico de cocaína (Pierce y col., 1996, Bell y col., 2000). 
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Consistentemente, la expresión del fenómeno de sensibilización conductual y neuroquímica a 

cocaína inducida por un tratamiento repetido de la droga fue suprimida por la administración 

de un antagonista del receptor AMPA, CNQX, en NAc Core antes de la administración de la 

dosis desafío de cocaína (Pierce y col., 1996; Choi y col., 2005). 

Estudios que permiten distinguir proteínas de superficie de aquellas de depósitos 

intracelulares, demostraron que luego del tratamiento con dosis repetidas de cocaína se 

observa un aumento de la expresión de superficie de membrana de la subunidad GluR1 del 

receptor AMPA a los 7, 14 y 21 días después de la última inyección de cocaína (Boudreau y 

Wolf, 2005; Boudreau y col., 2007, 2009) en NAc de animales que desarrollan 

sensibilización, mientras que cuando este fenómeno no se evidenció, no hubo un aumento de 

receptores AMPA en la superficie de la membrana.  

Tomados en conjunto estos antecedentes y los de nuestro laboratorio, demuestran que 

la expresión de la sensibilización conductual a cocaína inducida por exposición a estrés 

crónico de inmovilización tres semanas antes, es revertida por la microinyección del 

antagonista CNQX en el NAc Core antes de la inyección aguda de cocaína (Esparza y col., 

2012). Asimismo, en ese modelo de sensibilización cruzada estrés-cocaína se encontró un 

aumento en la expresión de superficie del receptor AMPA en NAc tres semanas después del 

estrés repetido. Por lo tanto en este objetivo se propone evaluar el rol funcional de los 

receptores AMPA en la expresión de la sensibilización conductual a las propiedades 

estimulantes de cocaína en la actividad motora y la liberación de DA en NAc, utilizando 

agonistas y antagonistas farmacológicos como AMPA y CNQX (antagonista de los 

receptores AMPA), diferenciando Core y Shell tres semanas después del estrés por 

inmovilización. Además, nos proponemos evaluar la expresión de superficie de los receptores 

AMPA en el modelo de sensibilización cruzada estrés-cocaína, utilizando una técnica de 

biotinilación de proteínas e inmunotransferencia. 

3. Determinar la Influencia de la Exposición a Estrés Agudo por Inmovilización en la 

Homeostasis Glutamatérgica de NAc Core y Shell, Basal y en Respuesta a Cocaína. 

Se sabe que la administración repetida de droga induce cambios duraderos en la 

liberación de Glu en NAc (Mc Farland y col., 2003) así como en la señalización postsináptica 

en MSN (Conrad y col., 2008) y en la densidad de receptores mGluR2/3 dentro de NAc (Xi y 

col., 2002). Modelos computacionales evidenciaron que el Glu extracelular tiene diferentes 

concentraciones con diferentes regulaciones en los compartimentos: sináptico, perisináptico y 
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extrasináptico (Pendyam y col., 2009). Además, el Glu no vesicular es liberado por el 

intercambiador Cis-Glu (independiente de Na
+
), y constituye la fuente primaria del Glu 

extracelular que modula la transmisión de Glu sináptico, por actuar en los receptores 

mGluR2/3 (Baker y col., 2002). El GLT-1 es el mayor transportador glutamatérgico que 

remueve por recaptación el 90% del total de Glu extracelular proveniente de fuente sináptica 

y extra-sináptica (Tanaka y col., 1997; Danbolt y col., 2001). Se ha demostrado en modelos 

animales con historia previa de autoadministración de cocaína, nicotina y heroína, una 

disminuida expresión del transportador GLT-1 en NAc Core (Knackstedt y col., 2010, 2012; 

Gipson y col., 2013; Shen y col., 2012) y como consecuencia una alteración en la 

homeostasis glutamatérgica (Knackstedt y col., 2010, 2012; Gipson y col., 2013). En otro 

estudio donde los animales tenían acceso corto o extendido a la autoadministración de 

cocaína, se observó una disminución dosis dependiente de GLT-1 en Core y Shell, siendo en 

la subestructura de Core el cambio más evidente (Smith-Fiher y col., 2009).  

Considerando estos antecedentes, nos proponemos evaluar el efecto de una sola sesión 

de estrés a las propiedades estimulantes de cocaína sobre la liberación de Glu, como así 

también la liberación basal de Glu extracelular, en estructuras como NAc Core y Shell por la 

técnica de microdiálisis en animales despiertos. En relación con estos resultados se propuso 

también, evaluar la expresión del transportador GLT-1 en la fracción enriquecida de gliosoma 

en la estructura de NAc en animales que recibieron una sola sesión de estrés por 

inmovilización.  

4. Determinar la Influencia del Tratamiento Previo de Ceftriaxona sobre la Expresión de 

la Sensibilización Inducida por Estrés Agudo por Inmovilización, a las Propiedades 

Estimulantes Motoras de Cocaína y los Cambios en la Homeostasis Glutamatérgica 

Asociados: Medidos por Determinación Neuroquímica (Captación de Glu en NAc Core) 

y Registros Electrofisiológicos de Funcionalidad de la Pre y Post-sinapsis [Desborde 

(Spillover) de Glu y Relación de las Corrientes AMPA/NMDA]. 

Diferentes estudios han demostrado utilizando un tratamiento de cinco días de 

Ceftriaxona (200 mg/kg) el bloqueo de la sensibilización conductual a anfetamina en un 

modelo de sensibilización a anfetamina aguda y crónica (Rasmussen y col., 2011 a) así como, 

una marcada disminución en los niveles extracelulares de Glu en NAc de manera dependiente 

de la dosis de Ceftriaxona utilizada (Rasmussen y col., 2011b). En estos modelos, animales 

expuestos simultáneamente a Ceftriaxona y anfetamina demostraron una reducción en la 
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actividad locomotora. Como fue mencionado previamente, Knackstedt y col. (2009, 2010) y 

Gipson y col. (2013) demostraron que el pretratamiento de 5-7 días con una dosis de 200 

mg/kg de Ceftriaxona restaura los niveles de GLT-1 y previene la recaída a la conducta de 

búsqueda de cocaína (Knackstedt y col., 2010; Sari y col., 2009) en forma concomitante al 

restablecimiento de la homeostasis glutamatérgica y la funcionalidad del transportador GLT-

1 (Trantham-Davidson y col., 2012). Resultados similares sobre la expresión y funcionalidad 

del GLT-1 también se obtuvieron luego de un tratamiento de AA de heroína. Al respecto, 

estudios de electrofisiología revelaron que el decaimiento de las corrientes NMDA fueron 

más lentos en estos animales, producto del desborde (spillover) de Glu en la zona peri-

sináptica (donde se encuentran principalmente los R NMDA con la subunidad GluNR2B) 

debido al aumento de Glu extracelular por la disminución de GLT-1, lo cual fue revertido por 

el pre-tratamiento con Ceftriaxona (Shen y col., 2014). Este mismo laboratorio utilizando 

técnicas de electrofisiología, en animales previamente sensibilizados al tratamiento repetido 

de cocaína encontró un aumento en la relación AMPA/NMDA en el NAc Shell y Core, 14-21 

días después de la última inyección de cocaína (Kourrich y col., 2007, Mousawwi y col., 

2011), que fue revertido con un tratamiento crónico de 12 días de N-Acetil-Cisteína, lo cual 

llevó a una normalización de la fuerza sináptica en la neurona postsináptica (Mousawwi y 

col., 2011). 

Utilizando como herramienta farmacológica el tratamiento de Ceftriaxona para 

restablecer los cambios en la homeostasis Glu, se evaluará la influencia del tratamiento con 

Ceftriaxona sobre la sensibilización conductual a las propiedades estimulantes de cocaína (15 

mg/kg) en animales previamente estresados. Por otro lado, evaluaremos la expresión y 

actividad del transportador GLT-1 en animales estresados dos semanas antes y que recibieron 

tratamiento de Ceftriaxona por 5 días; y por último registraremos parámetros 

electrofisiológicos como caída de corrientes NMDA (índice de desborde de Glu en el espacio 

peri-sináptico) y relación AMPA/NMDA (provee una idea de la fuerza sináptica) en animales 

estresados dos semanas antes.  
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GENERALIDADES METODOLÓGICAS 

Animales 

Los experimentos fueron realizados utilizando ratas macho adultas de la cepa Wistar 

del bioterio del Departamento de Farmacología de la Facultad de Ciencias Químicas de la 

Universidad Nacional de Córdoba (UNC). Se usaron animales de entre 250 y 350 g (que 

corresponde a dos meses de edad aproximadamente), fueron agrupados de a cuatro por caja 

(12 x 30 x 50 cm) y asignados al azar a los distintos grupos experimentales. Una semana 

después del período de habituación, se iniciaron los tratamientos. En todos los casos los 

animales se mantuvieron a una temperatura de 21-23 ºC con libre acceso de agua y comida. 

Ciclo de luz-oscuridad de 12 h, comenzando el horario de luz a las 7.00 hasta las 19.00 hs. 

Todos los experimentos citados en la tesis fueron realizados dentro de este horario. 

Los experimentos fueron llevados a cabo bajo la reglamentación de la Guía para el 

Cuidado y el Uso de Animales del Instituto Nacional de Salud, USA, aprobado por el Comité 

de Cuidado y Uso de Animales de la Facultad de Ciencias Químicas, UNC. 

Estrés Agudo por Inmovilización 

Los animales fueron sometidos a una sola sesión de estrés por inmovilización durante 

2 hs, entre las 10.00 y las 14.00 hs, en cilindros de plexiglas que fueron diseñados para que la 

cola del animal salga por una ranura y la cabeza quede expuesta para permitir la respiración. 

Los animales mostraron aspecto saludable, lo cual fue evidenciado por la textura del pelo y 

cambios leves de peso corporal (Cancela y col., 1996). El grupo control fue dejado en sus 

cajas sin ninguna manipulación. Veintiún días más tarde de este episodio de estrés, los 

animales fueron asignados a los diferentes experimentos. 

Tratamiento con Ceftriaxona 

Para realizar los experimentos que corresponden al objetivo 4, un grupo de animales 

(estrés y no estrés) recibió tratamiento con el antibiótico β-lactámico, Ceftriaxona. Ambos 

grupos de animales, estrés y control, a partir del día dieciséis fueron asignados aleatoriamente 

a una de las dos condiciones: inyección de vehículo (0.3 ml i.p.) o Ceftriaxona (200 mg/kg 

i.p.) durante cinco días, y luego fueron destinados a distintos experimentos. 
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Modelo Experimental 

Los animales fueran expuestos a una sola sesión de estrés por inmovilización durante 2 hs y 

permanecieron en sus cajas hasta tres semanas, momento en el que recibieron una inyección 

aguda de cocaína (15 mg/kg i.p.) o salina, y fueron designados a los diferentes experimentos 

conductuales, bioquímicos y electrofisiológicos. 

 

Figura 1. Modelo Experimental.  

Análisis Estadístico 

Los valores experimentales de cada grupo en los diferentes experimentos fueron 

promediados obteniendo la media ± error estándar (SEM). Para la comparación estadística de 

los datos se utilizó el programa GRAPH PAD PRISM versión 6. El tipo de análisis 

estadístico realizado será detallado en cada experimento. 

CIRUGÍAS 

Los animales (250-350 g) fueron anestesiados con una mezcla de Ketamina/Xilacina, 

55 mg/kg y 11 mg/kg i.p., respectivamente, y colocados en un aparato estereotáxico 

Stoelting. La barra dental incisiva se ubicó a -3.3 mm por debajo de la línea interaural. El 

cráneo fue expuesto y se realizaron los orificios, con un torno odontológico, necesarios para 

implantar cánulas guías (para microinyecciones) o probes de microdiálisis y tornillos. Para 

fijarlos al cráneo se utilizó cemento de uso dental. Las cánulas o probes fueron implantadas 

de acuerdo con las coordenadas del Atlas Paxinos y Watson (2007), utilizando como 

referencia bregma como se detalla a continuación. 
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Cirugía para Microinyecciones 

Cánulas guías de acero inoxidable (de 14 mm de largo y 22 G) fueron implantadas de 

forma bilateral 2.5 mm por arriba del sitio final de inyección (para evitar el reflujo del líquido 

inyectado). Las coordenadas utilizadas para NAc Core fueron (AP= +1.4, L= ±1.5, DV= -4.3) 

y para NAc Shell fueron (AP= +1.4, L= ±0.8, DV= -4.3). Finalizada la cirugía los animales 

recibieron inyecciones subcutáneas de una suspensión de antibióticos, 

penicilina/estreptomicina, para disminuir al mínimo el riesgo de infecciones. Se les permitió 

una recuperación de 5-6 días antes de comenzar con los experimentos conductuales.  

Cirugía para Microdiálisis 

Las probes de microdiálisis fabricadas por nosotros en el laboratorio (para una descripción 

detallada ver la sección de Microdiálisis) fueron implantadas de forma unilateral. Las 

coordenadas utilizadas para NAc Core fueron (AP= +1.4, L= ±1.5, DV= -7.8) y para NAc 

Shell fueron (AP= +1.4, L= ±0.8, DV= -7.8). Se permitió a los animales una recuperación de 

no menos de 18 hs antes de comenzar con los experimentos de microdiálisis.  

Histología 

Una vez finalizados los experimentos conductuales con microinyecciones y 

experimentos de microdiálisis, los animales fueron sacrificados, sus cerebros removidos y 

colocados en formaldehido 4% (o formalina) durante una semana. Posteriormente, fueron 

cortados en secciones coronales de 60 µm en el crióstato y observados bajo lupa 

microscópica para la confirmación histológica de la localización de las cánulas guías y 

probes de microdiálisis.  

ESTUDIOS CONDUCTUALES 

Dos semanas después de la sesión de estrés los animales fueron operados e 

implantadas las cánulas de forma bilateral en NAc Core o Shell, se les permitió recuperarse y 

al día veintiuno después del estrés fueron microinyectados. Para efectuar las 

microinyecciones de los diferentes fármacos o vehículos, se removieron los obturadores de 

las cánulas guías y se los reemplazó por un inyector de acero inoxidable (30 G) que se 

extendió 2.5 mm por debajo de la cánula hasta alcanzar el sitio de inyección. Los inyectores 

se conectaron a una jeringa Hamilton de 10 µl vía un catéter de polietileno (P10) unido a una 
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bomba de infusión Harvard (modelo 22). Finalizadas las infusiones, los inyectores se 

mantuvieron en el lugar por 1 min adicional para evitar reflujo y luego fueron removidos. 

Para los estudios conductuales con agonista AMPA, se microinyectó en NAc Core o 

Shell el agonista AMPA en dosis de 0.03 ó 0.1 µg o salina como vehículo, en un volumen de 

0.3 µl por lado durante 1 min. Cada animal fue considerado como su propio control, lo cual 

significa que primero se inyectó el vehículo salina y dos días después de la recuperación se 

inyectó una de las dos dosis de AMPA.  

Para los estudios conductuales con antagonista de los R AMPA, CNQX, se 

microinyectó en NAc Core CNQX en dosis 0.01, 0.1 ó 1.0 nmol o el vehículo (DMSO) en 

dosis de 0.1, 1.0 ó 10.0%, en un volumen de 0.5 µl por lado en 1 min. Luego de cinco min los 

animales recibieron una inyección de salina o cocaína (15 mg/kg). Después de un mínimo de 

dos días de intervalo, cada animal recibe un máximo de dos combinaciones de DMSO o 

CNQX, salina o cocaína, dando lugar a dos combinaciones designadas aleatoriamente: 

microinyección de DMSO seguido de una inyección de salina sistémica, dos días después 

microinyección de DMSO seguido de una inyección de cocaína sistémica; o microinyección 

de CNQX seguido de una inyección salina sistémica, dos días después microinyección de 

CNQX seguido de una inyección de cocaína sistémica. 

Registro de la Actividad Locomotora 

El equipo para registrar la actividad locomotora consiste de ocho cajas rectangulares 

(30 cm x 19 cm x 46 cm) equipadas con dos fotocélulas de rayos infrarrojos localizados 3 cm 

por encima del piso. La interrupción de cualquier haz de luz resulta en una cuenta en la 

fotocelda que se traduce en la computadora. El equipo se encuentra en una habitación 

diferente de donde residen los animales y libre de ruido. Los animales se colocaron de forma 

individual en cada caja del equipo, se les permitió un período de habituación de 1 h y luego 

recibieron inyecciones i.p. (salina o cocaína) y/o microinyecciones de agonistas o 

antagonistas farmacológicos, la actividad locomotora fue registrada por 2 hs en intervalos de 

10 min. 
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Figura 2. Representación esquemática del equipo utilizado para la medición de la actividad locomotora. 

Análisis Estadístico 

En los estudios conductuales donde se analizaron las cuentas totales de actividad 

motora, se utilizó el ANOVA de dos vías considerando los siguientes factores: estrés 

(estrés/no estrés) y droga (SAL/COC), o estrés (estrés/no estrés) y tratamiento (AMPA/SAL, 

CNQX/DMSO o CEF/VEH). Para los análisis de curso temporal, los factores bajo 

consideración fueron: estrés (estrés/no estrés) y tiempo, con muestras repetidas en el tiempo 

(lecturas cada 10 min). En ambos casos (cuentas totales y curso temporal) el test de 

comparaciones múltiples utilizado fue Bonferroni. Para demostrar los efectos de la inyección 

aguda de cocaína, se realizó un t-test a los tiempos 60 y 70 min desde el comienzo del 

registro de la actividad locomotora (se consideró  60 min como el tiempo al cual se considera 

que el animal se habituó al ambiente nuevo y 70 min como los primeros 10 min después de la 

inyección aguda de cocaína). Este análisis estadístico corresponde a los experimentos de los 

objetivos 1.I, 2.I y 2.II, 4.I. 

ESTUDIOS BIOQUÍMICOS 

MICRODIÁLISIS  

Construcción de las Probes, Implantación y Colección de los Dializados. 

Las probes de diálisis concéntricas fueron preparadas con membranas de diálisis de 

AN69 (Hospal, Bologna Italia) de acuerdo con el método Di Chiara y col., (1993) con 

modificaciones menores (Tesis de Pacchioni, 2004). El largo de la zona activa de diálisis fue 

2.0 mm para el NAc Core y Shell.  
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Los animales fueron operados e implantadas las probes de diálisis en NAc Core y 

Shell, tres semanas después de la sesión de estrés. Luego de un período de 24 hs de 

recuperación se comenzó la diálisis con solución Ringer, un buffer de características similares 

a líquido cefalorraquídeo (LCR), (en nM: NaCl, 145; KCl, 4.0; CaCl2, 2.2; de acuerdo a 

Pontieri y col., 1995), a un flujo constante de 1 µl/min durante todo el experimento. Una vez 

estabilizados los niveles de DA o Glu en los eluatos, todos los animales recibieron una 

inyección de salina y luego cocaína (15 mg/kg), los dializados fueron recolectados durante 

120 min y 180 min (respectivamente) en fracciones de 30 min en viales mantenidos a 4 ºC 

por un colector de fracciones. 

 

 

 

                       

Figura 3. Representación esquemática del equipo utilizado para la microdiálisis. 

Perfusión en Buffer de Diálisis con DMSO o CNQX.  

Los animales fueron implantados con las probes de microdiálisis, tres semanas 

después de la sesión de estrés, y 24 hs después dializados con CNQX 1 nM o DMSO 10% 

(vehículo) disueltos en solución Ringer para que circulen de forma constante desde el 

comienzo de la diálisis. Una vez estabilizados los niveles basales de DA, los animales fueron 

inyectados con salina y las muestras recolectadas por 120 min, para luego recibir una 

inyección de cocaína (15 mg/kg) y las muestras ser recolectadas durante 180 min más. Los 

dializados fueron colectados en fracciones de 30 min a un flujo de 1 µl/min en viales 

mantenidos a 4 ºC por un colector de fracciones.  

Niveles Basales de Glutamato Extracelular: No Net Flux 

Tres semanas después de la exposición a estrés por inmovilización, los animales 

fueron implantados con las probes de microdiálisis y 24 hs después comenzó la diálisis con la 

técnica de No Net Flux. De acuerdo con Chefer y col. (2009), el método más aceptado para 

medir Glu en condiciones basales es el No Net Flux en la cual al aumentar las 
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concentraciones de Glu exógeno que circulan por la probe, el Glu extracelular es liberado 

hasta el punto donde el Glu “in vivo” y el Glu exógeno son equilibrados. La técnica de 

diálisis consiste en determinar las concentraciones basales de Glu extracelular al agregar 

concentraciones conocidas de Glu al buffer de diálisis, en concentraciones mayores y 

menores de las esperadas de Glu. Se obtiene así una serie de puntos o concentraciones que se 

utilizan para el ajuste de la regresión lineal, cuando la recta cruza al eje de las x se extrapola y 

se obtiene la concentración a la cual no hay cambio de flujo neto. La perfusión del buffer a 

través de la probe de diálisis, comienza con la concentración más baja y continúa con las 

siguientes de forma creciente (0.0, 2.5, 5.0, 10.0 µM). Se recolectan cuatro muestras, de 30 

min de diálisis a cada concentración de Glu, siendo solo utilizadas para el análisis y 

estadística las tres últimas. Esto se debe a que se considera que el Glu necesita un período de 

tiempo para restablecer el equilibrio entre el líquido extracelular y el buffer de diálisis a cada 

una de las diferentes concentraciones de Glu utilizadas.  

Este método mide alrededor de 1-30 µM de Glu extracelular en diferentes regiones 

del cerebro en mamíferos, mientras que en la mayoría de las estructuras se encuentra en 

niveles entre 1-5 µM (Lerma y col., 1986; Miele y col., 1996; Baker y col., 2003).  

Cromatografía Líquida de Alta Performance (HPLC) para la Cuantificación de 

Dopamina y Glutamato. 

Los equipos ESA Coulochem II y III utilizan el método de oxidar-reducir los analitos 

y logran transformar el 100% de las muestras. Esto le confiere una alta sensibilidad y 

reproducibilidad al método, permitiendo desarrollar la microdiálisis en pequeñas áreas 

cerebrales como NAc Core y Shell.Las muestras fueron analizadas para determinar el 

contenido de DA y Glu por HPLC de fase reversa acoplado con detectores electroquímicos 

ESA Coulochem II y ESA Coulochem III, respectivamente. La fase móvil para cuantificar 

DA estuvo compuesta de (en mM): NaH2PO4, 50; Na2HPO4, 5; EDTA-Na, 0.1; 

Octilsulfonato de Sodio, 0.5; 12% de metanol y el pH ajustado a 5.5, y distribuido por una 

bomba (Modelo 582, solvent delivery model, ESA Chemsford, USA) a un flujo de 1 ml/min a 

través de una columna de RP 18 (C18, 12.5 cm x 4.0 mm, 5 µm). La fase móvil para 

cuantificar Glu estuvo compuesta de (en mM): Na2HPO4, 100; acetonitrilo, 1.75% y 15% de 

metanol, el pH ajustado a 6.67 con ácido fosfórico, y distribuido por una bomba (Modelo 

582, solvent delivery model, ESA Chemsford, USA) a un flujo de 0.5 ml/min a través de una 

columna de RP 18 (C18, 15cm x 4.6 mm, 3 µm). El Glu liberado fue medido por 
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derivatización con OPA/OME (oftaldehido y β mercaptoetanol disuelto en tetraborato de 

sodio) de acuerdo con lo descripto por Donzanti y Yamamoto (1988). Los 15 µl del agente 

derivatizante OPA/OME fueron mezclados con 20 µl del eluato de microdiálisis, el cual 

después de 2 min de reacción es cuantificado. Las muestras tanto para DA como para Glu 

fueron inyectadas en un loop de 20 µl de capacidad en el equipo de HPLC. La DA fue 

cuantificada usando un detector coulombométrico que consiste en tres electrodos: celda de 

referencia (+350 mV), electrodo de oxidación (+175 mV) y detector de reducción (-175 mV) 

de acuerdo con el método de Pontieri (y col., 1995). Para cuantificar Glu los potenciales del 

detector coulombométrico en la celda de referencia (+650 mV), en el electrodo de oxidación 

(+150 mV) y en el detector de reducción (+550 mV) de acuerdo al método de Donzanti y 

Yamamoto (1988). Los picos fueron registrados y se midieron las alturas correspondientes a 

cada muestra con un sistema para análisis de datos cromatográficos, EZ Chrome Elite. Los 

valores obtenidos fueron comparados con una curva de estándares externos de DA o Glu.  

Recuperación de las Probes de Microdiálisis 

Para calcular la recuperación, se colocó la probe de diálisis en LCR y se conectó a la 

bomba. Se perfundió con el buffer durante 10 min a un flujo de 1 µl/min, luego se colocó la 

probe en una solución de concentración de DA o Glu conocida y se dejó estabilizar durante 

30 min. Se determinaron las concentraciones de DA o Glu en las muestras y en la solución 

donde se encuentra la cánula. De la comparación de ambas muestras se obtuvo el porcentaje 

de recuperación, siendo el porcentaje general de recuperación de 30-40%. 

Análisis Estadístico 

Los datos de microdiálisis de DA o Glu fueron expresados como porcentaje de la 

liberación basal de DA o Glu ± SEM, excepto los valores basales  que fueron expresados en 

fmol/20 µl ± SEM o pmol/muestra ± SEM, respectivamente. Se consideró como niveles 

basales para cada neurotransmisor al promedio de las tres muestras tomadas antes de la 

administración de salina y de la droga. Los criterios utilizados para incluir los datos en el 

análisis estadístico fueron: que los animales presenten niveles detectables de 

neurotransmisores, que las muestras se estabilizaran (es decir que las muestras no difieran 

entre sí en más de un 15%) y que dentro del grupo su valor no excediera el valor medio ± 2 

veces la desviación estándar; por último la correcta posición de las membranas de diálisis 

también fue considerada.  
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Para el análisis estadístico de los efectos principales se realizó un ANOVA de dos 

vías con muestras repetidas en el tiempo. Para las comparaciones múltiples entre grupos se 

utilizó el test post hoc a posteriori de Bonferroni. Los factores bajo consideración fueron: 

estrés (estrés/no estrés) y tiempo, con muestras repetidas en el tiempo (en eluatos medidos 

cada 30 min). Para demostrar los efectos de la inyección aguda de cocaína, se realizó un t-test 

a los tiempos 210 min y 240 min o 270 min desde el comienzo de la diálisis (se consideró 

210 min como el tiempo al cual se estabilizó la liberación de DA o Glu después de la 

inyección de salina y 240 ó 270 min como los primeros 30 min después de la inyección aguda 

de cocaína). Este análisis estadístico corresponde a los experimentos de los objetivos 1.II, 

2.III y 3.I.  

Las concentraciones basales de Glu extracelular obtenidas por No Net Flux fueron 

expresadas en µM. En la estadística se aplicó un t-test a los puntos donde las rectas de la 

regresión lineal cortan al eje de la x (equivalente a los valores basales extracelulares). Este 

análisis estadístico corresponde al experimento del objetivo 3.II. 

WESTERN BLOT 

Para los experimentos de western blot, tres semanas después de la sesión de estrés por 

inmovilización, los animales fueron sacrificados 45 min después de la inyección aguda de 

cocaína (15 mg/kg) o de salina, y los cerebros rápidamente removidos. Para la disección del 

tejido se realizaron cortes coronales de 2 mm de espesor de acuerdo con Heffner y col. 

(1980). El tejido de NAc abarcará ambas subregiones de Core y Shell, aunque conteniendo 

relativamente más tejido Core. Se realizó un pool bilateral de dos animales para obtener 

suficiente material para la expresión de superficie de GluR1 y del transportador de Glu,  

GLT-1.  

Biotinilación de Proteínas de Superficie: Expresión del Receptor AMPA  

Las áreas disecadas fueron transferidas a una solución fría de biotina 

(sulfosuccinimidil-6-[biotina-amido] hexanoato, Pierce) en buffer fosfato salina (PBS) (0.3 

mg/ml) e incubados por 1 h a 4º C, luego fueron lavados con Tris-glicina frío, para enfriar a 

la biotina libre (5 min), seguido de tres lavados con tris-salina frío (TBS) (5 min x 3 veces). 

Las secciones de NAc fueron homogeneizadas en 300 µl de buffer RIPA [Tris, 50 mM; NaCl, 

50 mM; Tritón-X100, 1%; deoxicolato de sodio, 0.5%; SDS 1%; inhibidores de proteasas 

(aprotinina, 2 μg/ml; leupeptina, 10 μg/ml; pepstatina A, 1 μg/ml; fluoruro de 
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fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mM y ortovanadato de sodio, 1 mM, como inhibidor de 

fosfatasas)]. Luego los homogenatos fueron centrifugados a 13000 g por 30 min para 

precipitar la fracción insoluble. Para la fracción total de GluR1 (superficie + interna), 50 µl 

del sobrenadante fue mezclado y calentado con 12.5 µl de SDS buffer 4x. Las proteínas de 

superficie biotiniladas en el resto de sobrenadante (200 µl) fueron inmunoprecipitadas con 50 

µl de esferas de avidina-agarosa al 50% durante 2 h a 4 ºC. Las esferas de agarosa fueron 

separadas (pellet) y el sobrenadante mezclado y hervido con buffer de siembra 4X. Las 

esferas fueron luego lavadas tres veces con buffer Tris-salina y hervidas con 50 µl de buffer 

de siembra 2X (fracción de superficie). Alícuotas de las tres fracciones fueron utilizadas para 

realizar la cuantificación de proteínas utilizando la técnica de Bradford (Bio-Rad Bradford 

Protein Assay kit). 

Las muestras de la fracción de superficie y la fracción total (superficie + interna) 

conteniendo 25-50 µg de proteínas fueron detectadas por inmunotransferencia utilizando 

actina como control de carga de proteína. Se evaluó la inmunoreactividad utilizando 

anticuerpo anti- GluR1.  

Control del procedimiento de la técnica de biotinilación de proteínas de superficie.  

Como control de la eficiencia del procedimiento realizamos una prueba utilizando la proteína 

citoplasmática LIMK-1 a fin de comprobar que la misma no está presente en la fracción de 

superficie.  

 

 

 

 

Figura 4. Control del procedimiento de la técnica de Biotinilación de proteínas de superficie. Análisis de 

inmunotranferencia de las proteína intracelulares no biotiniladas (Fracción Interna), proteínas biotiniladas de 

superficie (Fracción de Superficie) y proteínas de superficie + intracelulares (Fracción Total). La proteína 

citoplasmática LIMK-1 se encuentra presente solo en las fracciones total e interna. 

Expresión en Gliosoma: Transportador Glutamatérgico GLT-1 

Se realizó la separación de la fracción de gliosoma por gradiente de Percoll de 

acuerdo con Dunkley y col. (2008). El Percoll es una suspensión coloidal de partículas de 

sílice recubiertas con pirrolidina con un tamaño uniforme de 17 nm. El Percoll tiene dos 
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ventajas importantes: tiene baja viscosidad, permitiendo una rápida sedimentación y el uso de 

fuerzas centrífugas bajas, y además se puede utilizar para preparar soluciones isotónicas que 

necesiten mantener la osmolaridad. El gradiente de Percoll es ensamblado con diferentes 

concentraciones de Percoll al 2%, 6%, 10% y 20% en buffer gradiente (sucrosa, 1.28 M; 

EDTA, 4 mM; Tris, 20 mM; ajustado a pH de 7.4) en tubos de centrifuga con características 

especiales. Para cada grupo o tratamiento se utiliza un tubo diferente. El gradiente se arma de 

mayor a menor concentración, la fracción que corresponde al gliosoma se encuentra entre las 

capas de Percoll 2% y 6%. Alícuotas del sobrenadante fueron utilizadas para realizar la 

cuantificación de proteínas utilizando la técnica de Bradford (Bio-Rad Bradford Protein 

Assay kit). 

Muestras conteniendo 25-50 µg de proteínas fueron detectadas por 

inmunotransferencia utilizando actina como control de carga de proteínas. Se evaluó la 

inmunoreactividad de GLT-1. 

 

Inmunotransferencia  

Luego de los procedimientos de “biotinilación de proteínas de superficie” y 

“separación por gradiente de Percoll”·se evaluaron los niveles de las proteínas 

correspondientes mediante la técnica de inmunotransferencia. Con este fin las muestras 

correspondientes a cada grupo experimental fueron sembradas y separadas en geles de SDS-

PAGE (10-12%) y posteriormente transferidas a membranas de PVDF (Fluoruro de 

polivinilideno, Amersham Hybond-P de GE Healthcare). Dichas membranas fueron lavadas 

varias veces con buffer TBS-Tween 0.05% o T-TBS (Tris, 20 mM; NaCl, 150 mM; Tween-

20, 0.05%, pH 7.6), luego fueron incubadas con albumina sérica bovina (BSA) en T-TBS al 

5% durante 1 h a 37º C, para reducir las uniones inespecíficas (bloqueo) y posteriormente 

incubadas durante toda la noche a 4°C con el correspondiente anticuerpo primario. Al día 

siguiente las membranas fueron lavadas con T-TBS para eliminar el exceso de anticuerpo 

primario. Luego las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario conjugado 

con peroxidasa de rábano (HRP) (según la especie del anticuerpo primario utilizado 

previamente) durante 1 h a temperatura ambiente. Una vez finalizada la incubación con el 

anticuerpo secundario se realizaron lavados con T-TBS para posteriormente realizar el 

revelado. Para llevar a cabo el revelado de las membranas se utilizó la técnica de 

quimioluminiscencia con luminol, ácido cumárico como catalizador y peróxido de hidrógeno 
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como sustrato de reacción (ECL). El revelado se plasmó en placas de rayos X (AGFA). 

Finalmente el resultado obtenido en las placas de revelado fue escaneado y analizado 

utilizando el programa Image J. La cuantificación de la señal mediante el uso del Image J, 

consistió en medir la densidad óptica para cada banda estableciendo la relación entre los 

valores obtenidos para la proteína de interés y los valores de densidad óptica de actina 

utilizada como control de siembra.  

Análisis Estadístico 

Los resultados fueron analizados utilizando análisis de varianza (ANOVA) de dos 

vías con los siguientes factores: estrés (estrés/no estrés) y droga (COC/SAL) y el test de 

Tukey como test a posteriori. Este análisis estadístico corresponde a los experimentos de los 

objetivos 2.IV y 3.III. 

CAPTACIÓN DE GLUTAMATO-H
3 

Dos semanas después de la sesión de estrés por inmovilización, los animales 

recibieron por cinco días el tratamiento con Ceftriaxona (200 mg/kg) o Vehículo. Al día 

veintiuno después del estrés, los animales fueron sacrificados y la captación de Glu-H
3
 fue 

medida usando una preparación “in vitro” como fue descripta por Knackstedt y col. (2010). 

Para la disección del tejido se realizaron cortes coronales de 2 mm de espesor de acuerdo con 

Heffner y col. (1980). El tejido de NAc contiene ambas subregiones de Core y Shell, aunque 

conteniendo relativamente más tejido de Core. Por cada animal se utiliza el NAc de cada 

hemisferio para evaluar la actividad de GLT-1 y de XC-. El tejido fue cortado en rebanadas 

de 250 x 250 µm de sección usando McIllwan.  

Los cortes fueron oxigenados e incubados a 37 ºC en una solución de Ringer fosfato 

(en mM: NaCl, 140; CaCl2, 1.3; KH2PO4, 1.2; HEPES, 5; glucosa, 10 y 1 MgCl2, pH 7.4) 

para cuantificar la captación de Glu Na
+
 dependiente, o en un buffer idéntico pero el NaCl fue 

reemplazado por 140 mM de cloruro de colina para medir la recaptación de glutamato Na
+
 

independiente. La captación fue estimulada por la adición de L-Glu-H
3
 (40 nM, 51 Ci/mM; 

PerkinElmer) a los tejidos en presencia de 10 µM de L-glutamato. La reacción fue realizada a 

37 ºC por 15 min y finalizada al agregar buffer libre de Na
+
 en frío. Las rebanadas fueron 

solubilizadas en SDS al 1% y la radioactividad determinada usando un contador de centelleo. 

El contenido de proteínas fue medido y las cuentas fueron calculadas en pmol/mg de 

proteínas en 15 min de reacción. Como se explica anteriormente se utilizan dos buffers de 
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características diferentes para esta técnica, cada uno proporciona un resultado diferente. Si el 

buffer es libre de Na
+
,
 
 el ensayo de uptake de Glu-H

3
 evalúa la actividad del sistema 

intercambiador XC- (Mendelez y col., 2005), y si el buffer contiene Na
+
, el ensayo de uptake 

de Glu-H
3
evalúa la actividad del transportador GLT-1.  

Los estudios de captación de Glu-H
3
 se realizaron en colaboración con el laboratorio del Dr 

Peter Kalivas, MUSC, Medical University of South Caroline, Carolina del Sur, EEUU.  

Análisis Estadístico 

Los resultados bioquímicos fueron analizados utilizando análisis de varianza 

(ANOVA) de dos vías con los siguientes factores: estrés (estrés/no estrés) y tratamiento 

(CEF/VEH), el test de Bonferroni fue utilizado como el test a posteriori. El análisis se 

independizó del glutamato independiente de Na
+
, debido a que no había cambio por estrés, ni 

por el tratamiento con Ceftriaxona. Este análisis estadístico corresponde al experimento del 

objetivo 4.III. 

ESTUDIOS ELECTROFISIOLÓGICOS 

Análisis de Células Completas en Cortes de Cerebro Agudo.  

Dos semanas después de la sesión de estrés por inmovilización, los animales 

recibieron por cinco días el tratamiento con Ceftriaxona (200 mg/kg) o Vehículo. Al día 

veintiuno después del estrés, los animales fueron anestesiados con Ketamina (87.5 mg/kg i.p.) 

y los cerebros rápidamente removidos en aCSF frío (buffer de características de LCR).  

Se realizaron cortes coronales (230 µm de ancho) conteniendo el NAc en aCSF frío 

en vibrátomo e incubado a 32 ºC (en mM; NaCl, 126; KCl, 2.5; NaH2PO4, 1.4; MgCl2, 1.2; 

CaCl2, 2.4; NaHCO3, 25; glucosa, 11) al menos durante 45 min a temperatura ambiente antes 

de comenzar los registros. Se agregó picrotoxina (50 µM) al buffer para bloquear los 

receptores de ácido-γ-aminobutirico (GABA A) que median las corrientes postsinápticas 

inhibitorias (IPSCs) durante los registros. Las células fueron visualizadas usando una óptica 

de contraste de interferencia. Para evaluar la transmisión sináptica excitatoria, las neuronas 

fueron fijadas a un voltaje constante de -80 mV usando Multiclamp 700 A amplificador 

(Molecular Devices, Foster City, CA). Los electrodos tipo patchs (1.5-2 MΩ) fueron llenados 

con solución interna conteniendo (en mM; Cesio Metansulfonato, 124; NaCl, 10; MgCl2, 1; 
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HEPES, 10; EGTA, 1; QX-314, 1; MgATP, 2 y 0.3 MgGTP (275–285 mOsm, pH 7.2–7.4). 

La resistencia en serie (<20 MΩ) y la resistencia de entrada fue monitoreada en línea con un 

paso despolarizante en 5 mV (100 ms) dado para cada estímulo. Las aferencias fueron 

estimuladas a 0.05 Hz por un electrodo bipolar concéntrico ubicado a 150 µm dorsomedial al 

NAc Core. Los registros “in vivo” fueron hechos en la entrada de la vía Prefrontal que son los 

más densos (Voorn y col., 2004; Gorelova y Yang 1997). Las MSN fueron visualizadas 

usando video microscopia.  

Decaimiento de las Corrientes NMDA 

La intensidad de la estimulación fue elegida para evocar 500-600 pA en corrientes 

postsinápticas excitatorias (EPSC) que se encuentran a -80 mV de voltaje constante. Las 

aferentes glutamatérgicas fueron estimuladas eléctricamente y las corrientes NMDA fueron 

aisladas farmacológicamente por el agregado de CNQX, antagonista de los R AMPA (10 

μM) a +40 mV de voltaje constante. Los datos fueron filtrados a 2 kHz y digitalizados a 5 

kHz. El decaimiento de las corrientes NMDA fueron cuantificadas por el tiempo transcurrido 

desde el pico de las EPSC al 50% de amplitud usando AxoGraphX. 

Relación de AMPA/NMDA 

Las EPSC fueron evocados usando estimulación bipolar a ~ 100-200 µm. Las 

corrientes AMPA fueron aisladas por agregar un antagonista del receptor NMDA, D-AP5 a 

+40 mV y las corrientes NMDA fueron obtenidas de sustraer las corrientes AMPA del total 

de las corrientes (Kourrich y col., 2007). Los datos fueron analizados usando AxoGraph X 

software (AxoGraph Scientific, Sydney, Australia).  

Los estudios de electrofisiología se realizaron en colaboración con el laboratorio del Dr Peter 

Kalivas, MUSC, Medical University of South Caroline, Carolina del Sur, EEUU.  

Análisis Estadístico 

Los resultados de decaimiento de las corrientes NMDA fueron evaluados utilizando 

análisis de varianza (ANOVA) de dos vías con los siguientes factores: estrés (estrés/no 

estrés) y número de pulsos (1, 2, 4, 8). Los datos del experimento que evalúa la relación 

AMPA/NMDA fueron evaluados mediante un análisis de varianza (ANOVA) de una vía con 

los grupos No Estrés/VEH, Estrés/VEH y Estrés/CEF. El test de Bonferroni fue utilizado 
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como el test a posteriori. Este análisis estadístico corresponde a los experimentos de los 

objetivos 4.IV y 4.V. 

DROGAS 

 Clorhidrato de cocaína (Laboratorios Verardo. Buenos Aires, Argentina).  

Las dosis utilizadas de cocaína fueron de 5.0, 10, o 15 mg/kg i.p. preparado en solución 

salina 0.9% o solución fisiológica. 

 Agonista competitivo de los receptores AMPA: α-amino-3-hidroxi–5-metil-4-

ácido isoxazolepropiónico (AMPA, Sigma-Aldrich) 

Las dosis de AMPA fueron elegidas a partir del trabajo de Pierce y col., (1996), donde se 

demostró que la microinyección de la dosis de 0.1 pero no 0.03 µg administrada en NAc 

Core, tres semanas después del tratamiento crónico con cocaína indujo un aumento de la 

actividad motora significativamente mayor al observado en el grupo control previamente 

tratado con vehículo.  

 Antagonista competitivo de los receptores AMPA: 6-ciano-7-nitroquinoxalina-

2,3-diona (CNQX, Sigma-Aldrich)  

Las dosis de CNQX (0.01, 0.1 y 1.0 nmol) fueron elegidas a partir del trabajo de Pierce y 

col., (1996), donde se demostró que tanto la dosis intermedia de 0.1 nmol como la más alta de 

1.0 nmol fueron capaces de atenuar y/o revertir la expresión de la sensibilización conductual 

a cocaína inducida por el tratamiento crónico previo con la droga. Además, estudios de 

nuestro laboratorio han demostrado que tres semanas después de la exposición crónica a 

estrés, la microinyección de 0.1 y 1 nmol de CNQX intra-NAc core, bloqueó la respuesta 

motora sensibilizada a cocaína sin interferir la respuesta aguda de la droga en animales 

control. 

 Dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich) 

Los porcentajes utilizados de DMSO de 0.1, 1.0, 10% corresponden con las diluciones que 

son necesarias para las diferentes dosis de CNQX utilizadas (0.01, 0.1, 1.0 nmol), 

respectivamente. 
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 Antibiótico β-lactámico: Ceftriaxona 

La dosis de Ceftriaxona fue elegida de acuerdo con el trabajo de Rothestein y col. (2005), en 

el cual se demostró que la administración de 200 mg/kg de Ceftriaxona en animales controles 

diariamente durante 5 días, induce un aumento de la expresión de GLT-1. Además, 

demostraron que un tratamiento similar con Ceftriaxona revirtió la disminución en los niveles 

de GLT-1 así como la sensibilización conductual a anfetamina inducida por la pre-exposición 

aguda o crónica a esta droga (Rasmussen y col., 2011a, b).  

ANTICUERPOS 

Los siguientes anticuerpos primarios fueron utilizados: anticuerpo policlonal de cabra 

dirigido contra actina (1: 500; Santa Cruz Biotechnology), anticuerpo monoclonal de ratón 

dirigido contra α-tubulina (1: 2000; Sigma-Aldrich), anticuerpo policlonal de conejo dirigido 

contra LIMK-1 (1: 100; Santa Cruz Biotechnology), anticuerpo monoclonal de conejo 

dirigido contra GluR1 (1: 400; Millipore), anticuerpo monoclonal de conejo dirigido contra 

GLT-1 (1: 1000; Cell Signaling).  

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti-IgG de cabra conjugado a 

peroxidasa (1: 2000; Jackson Laboratories), anti-IgG de ratón conjugado a peroxidasa (1: 

2000; Jackson Laboratories), anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (1: 2000; Jackson 

Laboratories) 
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1. Influencia de la Exposición a Estrés Agudo por Inmovilización Sobre los Efectos 

Estimulantes Motores de Cocaína y Liberación de DA en NAc Core y Shell. 

 

1.I. La Previa Exposición a Estrés Agudo Indujo Sensibilización a los Efectos 

Estimulantes Motores de Cocaína.  

Diseño Experimental 

Tres semanas después del estrés agudo, los animales fueron habituados durante 1 h a 

las cajas de registro de actividad locomotora. Luego recibieron una de las dosis de cocaína 

(5.0, 10.0, 15.0 mg/kg) o salina y la respuesta conductual fue monitoreada durante 2 hs en 

intervalos de 10 min.  

 

Resultados 

Se realizó una curva dosis-respuesta de la expresión de la actividad locomotora a las 

propiedades estimulantes de cocaína. Como se observa en la figura 1.I A se obtuvo un 

aumento en la respuesta conductual dependiente de la dosis de cocaína utilizada en ambos 

grupos de animales, estrés y no estrés. Se observó que la dosis de 15 mg/kg indujo una 

marcada diferencia significativa entre los grupos control y estrés, denotándose en este último 

grupo la expresión del fenómeno de sensibilización cruzada a cocaína. Los datos en la figura 

I.1 A fueron analizados por un ANOVA de dos vías (estrés x droga) y la estadística reveló 

efecto de estrés, F(1,55)=23.31, p<0.001; de droga, F(3,55)=36.87, p<0.001 y de interacción 

entre ambos, F(3,55)=3.83, p<0.05. Comparaciones post-hoc de Bonferroni indicaron que las 

cuentas totales observadas en el grupo estrés/COC (15 mg/kg) fueron diferentes de no 

estrés/COC (15 mg/kg), ***p<0.001; diferente de estrés/COC (10 mg/kg), 
++

p<0.01; y 

también diferente de no estrés/COC (10 mg/kg), 
####

p<0.0001. El efecto de la inyección 

aguda de cocaína de 15 mg/kg también fue evidente cuando se analizó el curso temporal 
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(figura I.1 E). Los datos de la actividad locomotora fueron analizados por ANOVA de dos 

vías (estrés x tiempo) con muestras repetidas en el tiempo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.I. Efecto de la administración de cocaína sobre la actividad locomotora, tres semanas después 

del estrés agudo. (A) Los valores representan las medias de las cuentas horizontales totales (± SEM) durante 

120 min luego de la inyección de salina o las diferentes dosis de cocaína (5, 10 ó 15 mg/kg). ***p<0.001 

comparado con el grupo no estrés/COC (15 mg/kg), ++p<0.01 comparado con el grupo estrés/COC (10 mg/kg), y 

####p<0.0001 comparado con el grupo no estrés/COC (10 mg/kg). (B, C, D) Los valores representan el promedio 

de cuentas ± SEM en intervalos de 10 min, y corresponde a los mismos animales de la figura 1.I A. El período 

entre 10 y 60 min corresponde al tiempo de habituación de los animales previo a inyección de salina o cocaína. 

(B) Curso temporal de la actividad locomotora de animales inyectados con salina; (C) con cocaína 5 mg/kg; (D) 

cocaína 10 mg/kg y (E) cocaína 15 mg/kg. *p<0.05 y **p<0.01 comparado con el grupo no estrés. En los 

gráficos se indica el número de animales por grupo. 



RESULTADOS 

Constanza García Keller 

73 
 

La estadística reveló efecto de estrés, F(1,23)=11.88, p<0.01; de tiempo, F(17,23)=12.00, 

p<0.001 y de interacción entre ambos, F(3,55)=3.83, p<0.05. El test a posteriori de Bonferroni 

indicó que el número de cuentas era significativamente mayor en el grupo estrés a los 70 y 

110 min, *p<0.05, y a los 80 y 90 min, **p<0.01, después la inyección aguda de cocaína de 

15 mg/kg, respecto de los controles. En concordancia con los resultados obtenidos, estudios 

previos de nuestro laboratorio demostraron expresión de sensibilización conductual a las 

propiedades estimulantes motoras de cocaína 15 mg/kg (Esparza y col., 2012) o anfetamina 

(Diaz-Otañez y col., 1997; Pachioni, y col., 2007) luego de estrés crónico o agudo por 

inmovilización, respectivamente. 

Conclusión Parcial 

Estos resultados indican que la exposición a una sola sesión de estrés por inmovilización 

indujo el fenómeno de sensibilización cruzada de largo término a los efectos estimulantes de 

cocaína (15 mg/kg) sobre la actividad motora, dependiente de la dosis de la droga, tres 

semanas después de la aplicación del estresor.  

1.II. La Previa Exposición a Estrés Agudo Indujo Sensibilización al Aumento en la 

Liberación de DA en NAc Core no así en Shell, Luego de la Inyección Aguda de 

Cocaína. 

Diseño Experimental 

Tres semanas después del estrés agudo, los animales fueron operados e implantadas 

las probes de diálisis en NAc Core y Shell. Se dejó no menos de 24 hs a que los animales se 

recuperen y se comenzó la diálisis. Luego de establecer los niveles basales de DA, los 

animales recibieron una inyección de salina, se recolectaron muestras por 120 min y seguido 

de una inyección de cocaína (15 mg/kg) con muestras que se recolectaron por 180 min más. 
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Resultados 

Se evidenció expresión de la sensibilización cruzada a los efectos estimulantes de 

cocaína sobre la liberación de DA en NAc Core, pero no NAc Shell, en animales que fueron 

previamente expuestos a estrés. Específicamente, animales pertenecientes al grupo estrés 

mostraron un aumento de la liberación de DA inducido por cocaína en NAc Core 

significativamente mayor al inducido por la misma dosis de cocaína en animales del grupo no 

estrés (figura 1.II A). El análisis por ANOVA de dos vías (estrés x tiempo) con muestras 

repetidas en el tiempo, arrojó un efecto significativo de estrés, F(1,208)=5.36, p<0.05; tiempo, 

F(13,208)=9.92, p<0.001 y de la interacción entre ambos, F(3,55)=2.50, p<0.05. El test de 

comparaciones múltiples post hoc de Bonferroni reveló diferencia significativa entre el grupo 

estrés y control en NAc Core a los 30 min posteriores a la inyección aguda de cocaína, 

**p<0.01. El t-test realizado a los 240 min respecto de los 210 min desde el comienzo de la 

diálisis, demostró que existe un efecto en la liberación de DA luego de la inyección aguda de 

la droga en el grupo estrés, t-test16=6.61, 
+++

p<0.001. Efecto que también fue observado en el 

grupo no estrés t-test16=2.86, 
#
p<0.05 a los tiempos 240 min respecto de 210 min desde el 

comienzo de la diálisis. Es interesante remarcar que el pico máximo de efecto de cocaína (15 

mg/kg) sobre la liberación de DA en NAc Core se correlaciona temporalmente con los 

efectos estimulantes motores de cocaína observados en los grupos controles y experimentales 

observados en la figura 1.I E. Por el contrario, cuando se evaluó en NAc Shell el porcentaje 

de liberación de DA frente a una dosis desafío de cocaína de 15 mg/kg, como se observa en la 

figura 1.II B, no se observaron diferencias significativas entre los grupos estrés y no estrés. 

La estadística arrojó solo efecto de tiempo, F(13,156)=5.82 , p<0.001, sin observarse diferencia 

por el tratamiento previo. El t-test realizado a los tiempos 240 min respecto de los 210 min 

del comienzo de la diálisis, demostró que hay efecto en la liberación de DA luego de la 

inyección aguda de la droga tanto en el grupo estrés t-test12=2.47, 
+
p<0.05, como en el grupo 

no estrés, t-test12=2.99, 
#
p<0.05 (B). La diferencia en la funcionalidad dopaminérgica 

observada entre las estructuras Core y Shell luego de la inyección de cocaína en los animales 

previamente estresados, concuerda con los resultados a largo plazo observados por Pachioni y 

col col. (2007) en un modelo de sensibilización cruzada inducida por estrés en respuesta a 

una dosis subsecuente de anfetamina.  
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Figura 1.II. Efecto estimulante de cocaína (15 mg/kg) sobre la liberación de DA en NAc Core y Shell, tres 

semanas después del estrés agudo. Los valores representan el promedio (± SEM) del porcentaje de aumento de 

liberación de DA respecto de los niveles basales. El período de 0 a 90 min corresponde a las determinaciones 

basales de los niveles de DA. La inyección de salina fue administrada a los 90 min, y la inyección de cocaína 

(15 mg/kg) a los 210 min respecto del comienzo de la diálisis. Las muestras se colectaron cada 30 min a un flujo 

de 1 µl/min. (A) NAc Core, **p<0.01 comparado con el grupo no estrés y +++p<0.001 comparado con los 

niveles basales del grupo estrés. #p<0.05 comparado con los niveles basales del grupo no estrés. (B) NAc Shell, 

+p<0.05 comparado con los niveles basales del grupo estrés. #p<0.05 comparado con los niveles basales del 

grupo no estrés. En los gráficos se indica el número de animales de cada grupo.  

Niveles Basales de DA  

Los niveles basales de DA fueron expresados en fmoles/20 µl. No se observaron 

diferencias significativas entre los grupos control y experimental. Descripción tabla 1.I. 

 

Tabla 1.I. Niveles basales de DA expresados en fmoles/20 µl, descriptos como las medias ± SEM. Los valores 

corresponden a los valores basales de DA obtenidos en los grupos no estrés y estrés del experimento anterior. 
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Histología 

En la figura 1.II C se representa la ubicación de las membranas activas de las probes 

de diálisis en NAc Core y Shell de los animales que fueron incluidos en los análisis 

estadísticos luego de los experimentos de microdiálisis de DA.  

 

Figura 1.II C. Secciones esquemáticas del cerebro de rata, adaptadas del atlas de 

Paxinos y Watson, 2007. La línea punteada corresponde al tracto de las probes de 

animales controles, las líneas completas corresponde a los animales estrés.  

 

 

Conclusión Parcial 

Estos resultados indican que una sola sesión de estrés por inmovilización indujo el fenómeno 

de sensibilización cruzada a las propiedades estimulantes de cocaína (15 mg/kg) sobre la 

liberación de DA en NAc Core, pero no en Shell, tres semanas después de la aplicación del 

estresor.  

  

C 
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2. Influencia de la Exposición a Estrés Agudo por Inmovilización Sobre la Expresión de 

Superficie de Receptores AMPA en Membranas de NAc, así como el Rol Funcional de 

los receptores AMPA, en la Expresión de la Sensibilización Cruzada, sobre las 

Propiedades Estimulantes de Cocaína (15 mg/ kg) en la Actividad Motora y la 

Liberación de DA en NAc Core y Shell. 

 

2.I. La Microinyección del Agonista AMPA en NAc Core, pero no en Shell, Indujo la 

Expresión de la Sensibilización Motora en Animales Expuestos a Estrés. 

Diseño Experimental  

Dos semanas después del estrés los animales fueron operados e implantadas las 

cánulas guías en NAc Core y Shell. Una semana después de la cirugía, fueron habituados 

durante 1 h a las cajas de registro de actividad locomotora y luego microinyectados en Core o 

Shell con una de las dosis de agonista de los receptores AMPA (0.03, 0.1 μg) o salina, y la 

respuesta conductual fue monitoreada durante 2 hs en intervalos de 10 min.  

 

Resultados  

La administración intra-Core de AMPA indujo un incremento dosis-dependiente en 

las cuentas horizontales totales en ambos grupos, estrés y no estrés. No obstante, este 

aumento después de la dosis mas alta de AMPA (0.10 µg), fue significativamente mayor en 

los animales previamente estresados que en los controles. En la figura 2.I A se muestra la 

respuesta conductual a las microinyecciones de AMPA en NAc Core, datos analizados por 

ANOVA de dos vías (estrés x tratamiento). La estadística reveló efecto de estrés, 

F(1,39)=18.12, p<0.001; de tratamiento, F(2,39)=68.29, p<0.001 y de interacción entre ambos 

factores, F(2,39)=12.47, p<0.001. El test de comparaciones múltiples (Bonferroni) determinó 

una diferencia significativa de ***p<0.001 entre animales pre-estresados y controles con la 
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dosis de 0.10 µg de AMPA. En la figura 2.I B-C se observa el curso en el tiempo de la 

actividad locomotora que corresponde a las dosis de 0.03 µg y 0.10 µg de AMPA en NAc 

Core. La estadística demostró diferencia significativa entre los grupos con la dosis de 0.10 µg 

de AMPA, analizado por ANOVA de dos vías (estrés x tiempo) con muestras repetidas en el 

tiempo (2.I C). Se evidenció efecto de estrés, F(1,13)=14.20, p<0.01 y de tiempo, 

F(17,13)=12.42, p<0.001 así como una interacción entre ambos factores, F(17,13)=2.74, p<0.001. 

El test de comparaciones múltiples (Bonferroni) determinó una diferencia significativa entre 

los grupos de animales no estrés y estrés a los tiempos de 80, 90 y 100 (**p<0.01) y a los 110 

min (*p<0.05) después de la microinyección de AMPA.  

 

Figura 2.I. Efecto de la microinyección del agonista AMPA en NAc Core sobre la actividad motora, tres 

semanas después del estrés agudo. (A) Los valores representan las medias de las cuentas horizontales totales 

(± SEM) durante 120 min luego de la microinyección de AMPA (0.0, 0.03, 0.10 µg). ***p<0.001 comparado 

con el grupo no estrés/AMPA 0.10 µg. (B, C) Los valores representan el promedio de cuentas ± SEM en 

intervalos de 10 min, y corresponde a los mismos animales de la figura 2.1 A. El período entre 10 y 60 min 

corresponde al tiempo de habituación de los animales previo a la microinyección de salina o agonista. (B) Curso 

temporal de la actividad locomotora de animales microinyectados con agonista AMPA 0.03 µg y (C) agonista 

AMPA 0.10 µg. *p<0.05 y **p<0.01 comparado con el grupo no estrés. En los gráficos se detalla el número de 

animales por grupo. 

En otro grupo de animales, luego de la microinyección del agonista AMPA (0.0, 0.03, 

0.10 µg) en NAc Shell se observó un incremento dosis-dependiente en las cuentas totales 

horizontales de ambos grupos, pero sin evidenciarse diferencias significativas entre los 

grupos estrés y no estrés (figura 2.I D). La estadística reveló efecto de tratamiento, sin 

diferencias significativas del factor estrés (ANOVA de dos vías (estrés x tratamiento), efecto 

de tratamiento, F(2,32)=12.17, p<0.001). En las figuras 2.I E-F se muestra el curso en el 

tiempo de la actividad locomotora que corresponde a las dosis de 0.03 µg y 0.10 µg de 

AMPA, respectivamente. No se observaron diferencias significativas entre los grupos estrés y 

no estrés en los distintos puntos de registro luego de la administración del agonista AMPA en 
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Shell. Nuestros resultados concuerdan con el estudio farmacológico de Pierce y col. (1996) el 

cual demostró que la microinyección de la dosis más alta de agonistas AMPA (0.10 μg) en 

NAc Core, pero no en Shell, induce la expresión de la sensibilización conductual a cocaína en 

animales con previa administración repetida de la droga. Además, las diferencias sobre la 

transmisión glutamatérgica en los subnúcleos de NAc, Core y Shell, se encuentran en 

correlación con estudios de diferencias anatómicas y funcionales observadas entre estos dos 

subcompartimentos (Maldonado-Irizarry y Kelley, 1994; Pulvirenti y col., 1994; Pierce y 

col., 1996).  

 

Figura 2.I. Efecto de la microinyección de agonistas AMPA en NAc Shell sobre la actividad motora, tres 

semanas después del estrés agudo. (D) Los valores representan las medias de las cuentas horizontales totales 

(± SEM) durante 120 min luego de la microinyección de AMPA (0.0, 0.03, 0.10 µg). (E, F) Los valores 

representan el promedio de cuentas ± SEM en intervalos de 10 min, y corresponde a los mismos animales de la 

figura 2.1 D. El período entre 10 y 60 min corresponde al tiempo de habituación de los animales previo a la 

microinyección de salina o agonista. (E) Curso temporal de la actividad locomotora de animales 

microinyectados con agonista AMPA 0.03 µg y (F) agonista AMPA 0.10 µg. En los gráficos se detalla el 

número de animales por grupo 

Histología 

En la figura 2.I G se representa la ubicación de las cánulas para la microinyección del 

agonista AMPA (0.0, 0.03, 0.10 µg) en NAc Core y Shell, correspondiente a los animales que 

fueron incluidos en los análisis estadísticos. 

Figura 2.I G. Secciones esquemáticas del cerebro de rata, adaptadas del atlas de 

Paxinos y Watson, 2007. Los círculos vacíos corresponden a la ubicación de las cánulas 

en el grupo control y los círculos llenos denotan la ubicación de las cánulas en el grupo 

estrés.  

G 
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Conclusión Parcial  

Estos resultados demuestran que la administración del agonista AMPA 0.1 µg en NAc Core, 

pero no en NAc Shell, provocó un aumento mayor de la actividad locomotora en los animales 

previamente estresados que en los controles, tres semanas después de la aplicación del 

estresor.  

2.II. El Bloqueo de los Receptores AMPA en el NAc Core Previene la Expresión de la 

Sensibilización Cruzada a Cocaína inducida por Estrés Agudo. 

Diseño Experimental 

Dos semanas después del estrés los animales fueron operados e implantadas las cánulas guías 

en NAc Core y Shell. Una semana después de la cirugía los animales fueron microinyectados 

en Core con una de las dosis del antagonista de receptor AMPA, CNQX (0.01, 0.1, 1.0 nmol) 

o DMSO (0.1, 1.0, 10%), las cuales fueron seguidas de una inyección de cocaína (15 mg/kg) 

o salina, y la respuesta conductual monitoreada durante 2 hs en intervalos de 10 min.  

 

 

 

 

Resultados 

En concordancia con los resultados obtenidos en la figura 1.I A, los resultados de la 

figura 2.II A confirman que el aumento de los efectos estimulantes motores de una dosis 

aguda de cocaína (15 mg/kg) fue mayor en animales previamente expuestos a una sola sesión 

de estrés por inmovilización con respecto a un grupo control que no fue expuesto a estrés. Es 

importante destacar de la figura 2.II A que el pre-tratamiento con CNQX a la dosis de 1.0 

nmol, la dosis más alta utilizada, en el NAc Core, bloqueó la expresión de la sensibilización a 

las propiedades estimulantes locomotoras de cocaína inducida por estrés por inmovilización 

tres semanas antes (Figura 2.II A estrés F(1,19)=10.79, p<0.01, tratamiento F(1,19)=21.60, 

p<0.001, interacción estrés x tratamiento F(1,19)=10.21, p<0.01). Comparaciones post-hoc de 
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Bonferroni indicaron que las cuentas totales observadas en el grupo estrés/DMSO (10%) 

fueron diferentes de no estrés/DMSO (10%), ***p<0.001; diferente de estrés/CNQX (1 

nmol), 
+++

p<0.001 y también diferente de no estrés/CNQX (1 nmol), 
####

p<0.0001. La dosis 

más baja e intermedia de CNQX (0.01 y 0.1 nmol) denotaron diferencias significativas solo 

por la condición estrés. (CNQX 0.01 nmol: estrés, F(1,21)=19.39, p<0.001 y CNQX 0.1 nmol 

estrés, F(1,20)=10.36, p<0.001). Los datos de la figura 2.II A fueron analizados por separado 

para cada dosis de CNQX.  

En las figura 2.II B-D se observa el curso temporal de la actividad locomotora de 

animales pertenecientes a los grupos estrés y no estrés inducida por una inyección i.p. de 

cocaína (15 mg/kg), luego de haber recibido (5 min antes) una microinyección de DMSO 1% 

o 10% en Core. Los datos fueron analizados por ANOVA de dos vías (estrés x tiempo) con 

muestras repetidas en el tiempo. En la figura 2.II B se puede observar que la estadística 

reveló un efecto de estrés, F(1,11)=11.76, p<0.01; tiempo, F(17,187)=8.85, p<0.001 e interacción 

entre ambos factores de F(17,187)=2.70, p<0.001. El test de Bonferroni de comparaciones 

múltiples determinó que el grupo estrés/vehículo inyectado con cocaína muestra un número 

de cuentas significativamente mayor a los 80 min (*p<0.05), 90 y 100 min (***p<0.001) 

respecto del grupo no estrés/vehículo. En la figura 2.II D el análisis estadístico reveló efecto 

de estrés, F(1,11)=19.69, p<0.001; tiempo, F(17,187)=13.30, p<0.001 y de interacción entre 

ambos factores, F(17,187)=2.17, p<0.01. El test a posteriori de Bonferroni arrojó una diferencia 

entre los grupos estrés y control de *p<0.05 a los 70 min, y de **p<0.01 a los 80, 90, 100 y 

110 min después de la microinyección de DMSO 1.0% intra-Core y la dosis aguda de cocaína 

intraperitoneal. En otro grupo de animales se evaluó el curso temporal de la actividad 

locomotora en animales que recibieron una microinyección de CNQX a la dosis de 0.1 nmol 

o 1.0 nmol, y 5 min más tarde recibieron una inyección i.p. de cocaína 15 mg/kg (figura 2.II 

C-D, respectivamente). Al analizar estos gráficos no se observó diferencias significativas 

entre los grupos tratados a ninguna de las dosis de CNQX administradas, indicando una 

atenuación o reversión de la expresión de la sensibilización a las propiedades estimulantes 

locomotoras de cocaína (15 mg/kg) inducida por estrés. Este resultado demuestra  que los 

receptores AMPA se encontraban parcialmente bloqueados o bloqueados a las 

concentraciones de CNQX de 0.1 y 1.0 nmol. Es interesante destacar que el efecto agudo de 

la inyección de cocaína sí fue observado en ambos grupos, respecto de la inyección de salina.  
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Figura 2.II. Efecto de la microinyección de antagonista AMPA en NA Core sobre la expresión de la 

sensibilización a las propiedades estimulantes de cocaína (15 mg/kg) en la actividad motora, tres semanas 

después del estrés agudo (A) Los valores representan las medias de las cuentas horizontales totales (± SEM) 

durante 120 min luego de la microinyección de CNQX (0.01, 0.1, 1.0 nmol) o DMSO (0.1, 1.0, 10%) y 5 min 

más tarde la inyección aguda de cocaína (15 mg/kg) o salina. ***p<0.001 comparado con el grupo no 

estrés/DMSO (10%); +++p<0.001 comparado con el grupo estrés/CNQX (1 nmol), y ###p<0.001 comparado con 

el grupo no estrés/CNQX (1 nmol). (B, C, D, E) Los valores representan el promedio de cuentas ± SEM en 

intervalos de 10 min, y corresponde a los mismos animales de la figura 2.II A. El período entre 10 y 60 min 

corresponde al tiempo de habituación de los animales previo a la microinyección de DMSO o CNQX y 5 min 

más tarde la inyección de cocaína. (B) Curso temporal de la actividad locomotora de animales microinyectados 

con DMSO (1.0%) e inyección de cocaína, *p<0.05 y ***p<0.001 comparado con el grupo no estrés, (C) 

CNQX (0.1 nmol) e inyección de cocaína; (D) DMSO (10%) e inyección de cocaína, *p<0.05 y **p<0.01 

comparado con el grupo no estrés, (E) CNQX (1.0 nmol) e inyección de cocaína. En los gráficos se detalla el 

número de animales por grupo. 
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Estos resultados concuerdan con el estudio farmacológico de Pierce y col, (1996) y 

experimentos de nuestro laboratorio (Esparza y col., 2012), los cuales demostraron que la 

microinyección previa de CNQX (1 nmol) en NAc Core, es capaz de bloquear la 

sensibilización conductual a cocaína en animales tratados ya sea con una administración 

previa repetida de la droga o con estrés crónico de 7 días como en el presente estudio. 

Histología  

En la figura 2.II F-G se representa la ubicación de las cánulas para la microinyección 

de vehículo DMSO (0.1, 1.0, 10%) y antagonista CNQX (0.01, 0.1, 1.0 nmol) en NAc Core y 

Shell, correspondiente a los animales que fueron incluidos en los análisis estadísticos. 

 

Figura 2.II F-G. Secciones esquemáticas del cerebro de rata, 

adaptadas del atlas de Paxinos y Watson, 2007. Los círculos 

vacíos corresponden a la ubicación de las cánulas en el grupo 

control y los círculos llenos denotan la ubicación de las 

cánulas en el grupo estrés. Figura F denota las 

microinyecciones de DMSO y figura G denota las 

microinyecciones de CNQX. 

 

Conclusión Parcial 

Estos resultados demuestran que los receptores AMPA en NAc Core participan de la 

expresión de la sensibilización cruzada a cocaína inducida por estrés por inmovilización, 

aplicado tres semanas antes de la microinyección del antagonista CNQX (1.0 nmol), el cual 

fue efectivo para bloquear la expresión del fenómeno de sensibilización cruzada a los efectos 

estimulantes motores de cocaína.  

2.III. El Bloqueo de los receptores AMPA en NAc Core Previene el Aumento de la 

Liberación de DA luego de la Inyección Aguda de Cocaína en Animales Expuestos a 

Estrés Agudo. 

Diseño Experimental 

Tres semanas después del estrés los animales fueron operados e implantadas las 

probes de diálisis en NAc Core. Se esperó 24 hs a que los animales se recuperen y se 

G F 



RESULTADOS 

Constanza García Keller 

84 
 

comenzó la diálisis con perfusión de CNQX (1 nM) o DMSO (10%) en el buffer de diálisis. 

Luego de establecer los niveles basales de DA, los animales recibieron una inyección de 

salina, se recolectaron muestras por 120 min con una inyección subsiguiente de cocaína (15 

mg/kg), y muestras que se recolectaron por 180 min más.  

 

 

 

 

Resultados 

Consistentemente con los resultados obtenidos en el objetivo 1.II, en la figura 2.III A 

se observa la expresión de sensibilización a los efectos estimulantes de cocaína (15 mg/kg) 

sobre la liberación de DA en NAc Core en animales que fueron estresados por inmovilización 

veintiún días antes del experimento y recibieron en el buffer de diálisis vehículo o DMSO 

10% durante la diálisis. La estadística en la figura 2.III A demostró efecto de estrés, 

F(1,15)=5.05, p<0.05 y de tiempo, F(13,195)=11.28, p<0.001, como también de la interacción 

entre ambos , F(13,195)=1.92, *p<0.05. El test de comparaciones múltiples (Bonferroni) arrojó 

diferencias significativas entre los grupos estrés y control, a los 30 y 120 min posteriores a la 

inyección aguda de cocaína 15 mg/kg, con un nivel de significancia de *p<0.05 y **p<0.01, 

respectivamente, indicando una mayor liberación de DA en los animales previamente 

estresados. El t-test realizado a los tiempos 240 min respecto de los 210 min del comienzo de 

la diálisis, demostró un efecto significativo en la liberación de DA luego de la inyección 

aguda de la droga en el grupo estrés t-test16=6.29, 
+++

p<0.001. Efecto que también fue 

observado en el grupo no estrés t-test14=2.94, 
#
p<0.05 a los tiempos 240 min respecto de 210 

min del comienzo de la diálisis.  

Por otro lado, cuando los animales fueron perfundidos de forma constante con CNQX, 

un antagonista de los receptores AMPA, diluido en el buffer de diálisis se bloqueó el aumento 

de la liberación de DA observado en animales previamente estresados luego de la inyección 

aguda de cocaína (15 mg/kg), (Figura 2.III B, efecto significativo del factor tiempo, 

F(13,22)=3.76, p<0.001). Los t-test realizados indicaron que solo se observó el efecto de la 

inyección aguda de cocaína 15 mg/kg, a los tiempos 240 min respecto de los 210 min del 
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comienzo de la diálisis, lo cual evidenció un mayor efecto en la liberación de DA luego de la 

inyección aguda de la droga en el grupo estrés t-test16=2.46, 
+
p<0.05. El efecto estimulante 

sobre la liberación de DA también fue observado en el grupo no estrés, t-test18=2.49, 
#
p<0.05 

a los 240 min respecto de los 210 min del comienzo de la diálisis.  

 

Figura 2.III. Efecto de CNQX en el buffer de diálisis sobre la liberación de DA luego de una inyección de 

cocaína (15 mg/kg) en NAc Core, tres semanas después del estrés agudo. Los valores representan el 

promedio (± SEM) del porcentaje de aumento de liberación de DA respecto de los niveles basales. Desde el 

comienzo se agregó al buffer de diálisis DMSO 10% o CNQX 1 nM y se mantuvo constante durante todo el 

experimento. El período de 0 a 90 min corresponde a las determinaciones basales de los niveles de DA. La 

inyección de salina fue administrada a los 90 min, y la inyección de cocaína (15 mg/kg) a los 210 min respecto 

del comienzo de la diálisis. Las muestras se colectaron cada 30 min a un flujo de 1 µl/min. (A) DMSO 10%, 

**p<0.01 comparado con el grupo no estrés y +++p<0.001 comparado con los niveles basales del grupo estrés. 

#p<0.05 comparado con los niveles basales del grupo no estrés. (B) CNQX 1 nM, +p<0.05 comparado con los 

niveles basales del grupo estrés. #p<0.05 comparado con los niveles basales del grupo no estrés. En los gráficos 

se indica el número de animales de cada grupo 

Histología  

En la figura 2.III C se representa la ubicación de las membranas activas de las probes 

de diálisis en NAc Core para la diálisis de DA correspondiente a los animales que fueron 

incluidos en los análisis estadísticos. 
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Figura 2.III C-D. Ilustración de donde se ubicaron las 

membranas activas de las probes de diálisis en NACore con el 

agregado de DMSO (C) o CNQX (D) a los diferentes buffers 

de diálisis, de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson, 

(2007). Las líneas punteadas denotan el grupo control, las 

líneas completas denotan el grupo estrés. 

 

Conclusión Parcial 

Estos resultados demuestran que los receptores AMPA dentro de NAc Core están implicados 

en la expresión de la sensibilización dopaminérgica inducida por estrés, ya que la perfusión 

de animales pre-estresados con un antagonista de los receptores AMPA en NAc Core, 

suprimió la expresión de la sensibilización a los efectos estimulantes de cocaína (15 mg/kg) 

sobre la liberación de DA en NAc Core. 

2.IV. La Previa Exposición a Estrés Agudo por Inmovilización Indujo un Aumento en la 

Expresión de Superficie de la Subunidad GluR1 de los Receptores AMPA en NAc. 

Diseño Experimental 

Tres semanas después del estrés, los animales fueron decapitados 45 min después de la 

inyección aguda de cocaína (15 mg/kg) o salina. Los cerebros fueron rápidamente removidos 

y el NAc (principalmente Core) fue disecado para evaluar la expresión de superficie de la 

subunidad GluR1 utilizando la técnica de biotinilación e inmunotransferencia. 

 

 

 

 

 

 

C D 
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Resultados 

Se demostró el rol funcional de los receptores AMPA en la expresión de la 

sensibilización conductual por el agregado del agonista AMPA en NAc Core (objetivo 2.I) y 

la reversión de la expresión conductual al efecto estimulante de cocaína (15 mg/kg) cuando se 

agrega CNQX el antagonista AMPA, intra-NAc Core (objetivo 2.II). Utilizando la técnica de 

biotinilación de proteínas de superficie, se evaluó la expresión de la subunidad GluR1 del 

receptor AMPA. Esta técnica permite obtener diferentes muestras dentro del procesamiento, 

como la fracción de superficie y la fracción total de AMPA, que permite inferir si hay síntesis 

de novo de proteínas o movilización de receptores hacia el espacio sináptico. 

El análisis de la fracción de superficie, denota un aumento significativo en la 

expresión de la subunidad GluR1 del receptor AMPA en animales que fueron estresados tres 

semanas antes, sin observarse efecto por la inyección aguda de cocaína (15 mg/kg) o salina. 

La estadística fue realizada mediante un ANOVA de dos vías (estrés x droga), y los 

resultados denotaron diferencia significativa por estrés F(1,16)=9.25, p<0.01. Los niveles de 

GluR1 en la fracción total no se vieron modificados en ninguno de los tratamientos, 

revelando que existiría una movilización de receptores a la superficie y no síntesis de novo de 

proteínas. 

 

 

Figura 2.IV. Efecto en la expresión de superficie de la subunidad GluR1 del receptor AMPA en NAc, 

preferentemente Core, tres semanas después del estrés agudo. (A) Los valores representan las medias de las 

densidades ópticas ± SEM, en los diferentes grupos tratados.. Los resultados se encuentran normalizados al 

100% respecto de no estrés/SAL. En el gráfico se denota el número de animales por grupo. (B) 

Inmunotransferecia de proteínas correspondientes a la fracción de superficie y (C) fracción total (superficie de 

las muestras obtenidas de los diferentes grupos.  

C 

Fracción de Superficie 

 

 

Superficie + Interno 

B 
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Conclusión Parcial  

Estos resultados indican que la exposición a una sesión de estrés por inmovilización induce 

un aumento en la expresión de superficie de la subunidad GluR1 del receptor AMPA, la cual 

proviene de una movilización de receptor AMPA hacia el espacio sináptico, a las tres 

semana después de la aplicación del estresor. Este efecto se asocia a la influencia del estrés 

previo y es independiente de la inyección aguda de salina o cocaína subsecuente. 
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3. Influencia de la Exposición a Estrés Agudo por Inmovilización en la Homeostasis 

Glutamatérgica de NAc Core y Shell, Basal y en Respuesta a Cocaína. 

 

3.I. La Previa Exposición a Estrés Agudo Indujo un Aumento en la Liberación de Glu 

en NAc Core y Shell, Luego de la Inyección Aguda de Cocaína. 

Diseño Experimental 

Tres semanas después del estrés, los animales fueron operados y las probes de diálisis 

implantadas en NAc Core y Shell. Se dejó no menos de 24 hs para que los animales se 

recuperen y se comenzó la diálisis. Luego de establecer los niveles basales de Glu, los 

animales recibieron una inyección de salina, se recolectaron muestras por 120 min y una 

inyección subsiguiente de cocaína (15 mg/kg), con muestras que se recolectaron por 180 min 

más.  

 

 

 

 

Resultados 

Como se observa en la figura 3.I A se produjo un aumento en la liberación de Glu en 

NAc Core inducido por cocaína (15 mg/kg). El t-test realizado a los tiempos 270 min respecto 

de los 210 min del comienzo de la diálisis, demostró que hay efecto en la liberación de Glu 

luego de la inyección aguda de la droga en el grupo estrés t-test12=3.01, 
++

p<0.01. Efecto que 

también fue observado en el grupo no estrés t-test14=3.18, 
##

p<0.01 a los tiempos 240 min 

respecto de 210 min del comienzo de la diálisis. Si bien se observó el aumento en la 

liberación de Glu por la inyección de cocaína, en el grupo que previamente fue expuesto a 

una sola sesión de estrés, el porcentaje de liberación de Glu es menor respecto al observado 

en el grupo no estrés. El análisis estadístico de la figura 3.I A, arrojó diferencias 

significativas de estrés, F(1,169)=6.10, p<0.05; de tiempo, F(13,169)=7.94, p<0.001 y de la 

interacción entre ambos, F(13,169)=2.79, p<0.01. El test de comparaciones múltiples 
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(Bonferroni) determinó que existen diferencias significativas entre los animales no estrés y 

estrés en la liberación de Glu a los 240 min de *p<0.05, y a los 330 y 360 min después del 

comienzo de diálisis de **p<0.01. La menor estimulación de la liberación de Glu inducida 

por cocaína en los animales previamente sometidos a estrés puede atribuirse a que, los 

valores basales iniciales de Glu en NAc Core fueron mayores en el grupo estrés con respecto 

al no estrés y, por lo tanto, el porcentaje de aumento de la liberación de Glu inducido por la 

droga con respecto del basal, arrojó un resultado de menor magnitud en dicha liberación en el 

grupo estrés con respecto al no estrés.  

Por el contrario, cuando se evaluó en NAc Shell el porcentaje de liberación de Glu 

frente a una dosis desafío de cocaína de 15 mg/kg solo se encontró efecto de tiempo, 

F(13,143)=5.07 y p<0.001, sin observarse diferencias significativas entre los grupos estrés y no 

estrés (figura 3.I B). El t-test realizado a posteriori en los tiempos 240 min respecto de los 

210 min del comienzo de la diálisis, demostró que hay efecto en la liberación de Glu luego de 

la inyección aguda de la droga en el grupo estrés t-test10=2.23, 
+
p<0.05. Este efecto fue 

también observado en el grupo no estrés t-test12=2.38, 
#
p<0.05 a los tiempos 240 min 

respecto de 210 min del comienzo de la diálisis. 

 

Figura 3.I. Efecto estimulante de cocaína (15 mg/kg) sobre la liberación de Glu en NAc Core y Shell, tres 

semanas después del estrés agudo. En los gráficos se representa el promedio (± SEM) del porcentaje de 

aumento de liberación de Glu respecto de los niveles basales. El período de 0 a 90 min corresponde a las 

determinaciones basales de los niveles de Glu. La inyección de salina fue administrada a los 90 min, y la 

inyección de cocaína (15 mg/kg) a los 210 min respecto del comienzo de la diálisis. Las muestras se colectaron 

cada 30 min a un flujo de 1 µl/min. En los gráficos se indica el número de animales de cada grupo. (A) NAc 

Core, **p<0.01 comparado con el grupo estrés y ##p<0.01 comparado con los niveles basales del grupo no 
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estrés. ++p<0.01 comparado con los niveles basales del grupo estrés. (B) NAc Shell, +p<0.05 comparado con los 

niveles basales del grupo estrés. #p<0.05 comparado con los niveles basales del grupo no estrés.  

Niveles Basales de Glu 

Los valores basales de Glu para cada grupo experimental fueron expresados en 

pmol/muestra. Se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales, t-

testt(59)=3,18,p<0.05.  

 

Tabla II. Niveles basales de Glu expresados en pmol/muestra, descriptos como las medias ± SEM. Los valores 

corresponden a los cuatro valores basales de Glu obtenidos de los grupos de animales del experimento anterior. 

Histología  

En la figura 3.I C se representan las ubicaciones de las membranas activas de las 

probes de diálisis en NAc Core y Shell para la diálisis de Glu correspondiente a los animales 

que fueron incluidos en los análisis estadísticos.  

Figura 3.I C. Ilustración de donde se ubican las membranas activas de las probes 

de diálisis en NAc Core y Shell para la diálisis de Glu, de acuerdo con el atlas de 

Paxinos y Watson, (2007). La línea punteada corresponde a las probes de los 

animales controles, las líneas completas corresponde a las probes de los animales 

estrés. 

 

Conclusión Parcial  

Estos resultados indican que la exposición a una sola sesión de estrés por inmovilización 

atenúa el aumento inducido por cocaína sobre la liberación de Glu en el NAc Core, pero no 

Shell, a las tres semanas después de la aplicación del estresor. 

 

C 
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3.II. La Previa Exposición a Estrés Agudo Indujo Aumento en los Niveles Basales de 

Glu en NAc Core, pero no en Shell. 

Diseño Experimental  

En otro experimento, tres semanas después del estrés, los animales con las probes de 

diálisis implantadas en NAc Core y Shell fueron dializados con la técnica de No Net Flux 

utilizada escpecíficamente para la determinación de los niveles basales de Glu. La perfusión 

del buffer de diálisis comenzó a través de la probe de diálisis con una concentración baja de 

Glu, y continuó con concentraciones crecientes de Glu (0.0, 2.5, 5.0, 10.0 µM). Cada una de 

las concentraciones fue dializada durante 2 hs, obteniéndose 4 muestras por dializado.  

 

 

 

 

Resultados 

En la figura 3.II A se observan los valores basales de Glu en NAc Core en ambos 

grupos de animales, no estrés y estrés. La intersección con el eje x se corresponde con la 

concentración de Glu extracelular basal que fue extrapolada de la línea de regresión lineal y 

es diferente entre los grupos, no estrés=2.09 ± 0.63 µM y estrés=5.33 ± 1.24 µM. Los datos 

fueron analizados por t-test16=2.148, *p<0.05, indicando un aumento significativo en los 

valores basales de Glu extracelular en el grupo estrés con respecto al control. Considerando 

que las pendientes de la regresión lineal no son diferentes entre los grupos no estrés=1.03 ± 

0.11 y estrés=1.26 ± 0.21, la diferencia entre ambos no puede atribuirse a una alteración del 

clearance de Glu en el grupo estrés. En la figura 3.II B se observa que en NAc Shell, tanto 

los valores basales de Glu en el grupo no estrés=1.04 ± 0.11 µM, como el grupo estrés=1.23 

± 0.19 µM), y la pendiente de la regresión lineal (no estrés=0.94 ± 0.03 y estrés=1.02 ± 0.03) 

no difieren entre ambos grupos (estrés y no estrés).  
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Figura 3.II. Efecto de la exposición a una sesión de estrés sobre los Niveles Basales de Glu Extracelular en 

NAc Core y Shell, tres semanas después del estrés agudo. En los gráficos se representa el promedio (± SEM) 

del punto de flujo neto de Glu (eje-y) que es la diferencia entre la concentración de Glu dializada de la 

recuperada del cerebro. Las muestras se colectaron cada 30 min, a un flujo de 1 µl/min y cada concentración de 

Glu agregada al buffer se dializó durante 2 hs (0, 2.5, 5.0, 10.0 µM). En los gráficos se indica el número de 

animales en cada grupo. (A) NAc Core, *p<0.05 comparado con los niveles basales de Glu del grupo estrés. (B) 

NAc Shell.  

Histología 

En la figura 3.II C se representa la ubicación de las membranas activas de las probes 

de diálisis en NAc Core y Shell para la diálisis de Glu correspondiente a los animales que 

fueron incluidos en los análisis estadísticos. 

Figura 3.II C. Ilustración de donde se ubican las membranas activas de las probes 

de diálisis en NAc Core y Shell para la diálisis de Glu, de acuerdo con el atlas de 

Paxinos y Watson (2007). La línea punteada corresponde a las probes de los 

animales controles, las líneas completas corresponde a las probes de los animales 

estrés. 

 

Conclusión Parcial  

Estos resultados indican que la exposición a una sola sesión de estrés por inmovilización 

indujo un aumento en los niveles basales de Glu extracelular en Core, pero no en Shell, a las 

tres semanas después de la aplicación del estresor. 

C 
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3.III. La Previa Exposición a Estrés Agudo Indujo una Disminución en la Expresión del 

Transportador Glutamatérgico GLT-1 en la Fracción de Gliosoma. 

Diseño Experimental 

Tres semanas después del estrés, los animales fueron inyectados con salina o cocaína 

(15 mg/kg), sacrificados 45 min más tarde y evaluados para determinar la expresión del 

transportador GLT-1 en la fracción enriquecida de gliosoma [separación de fracciones por 

gradientes de Percoll (Dunkey y col., 2008)] en tejido de NAc, preferentemente Core. 

 

 

 

 

Resultados 

Tres semanas después del estrés por inmovilización se observó una disminución en la 

expresión del transportador GLT-1 en el NAc (preferentemente Core) de animales 

previamente estresados, independiente de la dosis aguda de salina o cocaína (15 mg/kg) que 

hayan recibido, como se observa en la figura 3.III. Los resultados fueron analizados por 

ANOVA de dos vías (estrés x droga), arrojando una diferencia significativa solo por efecto 

de estrés F(1,12)=4.76, p<0.01 y no por efecto de la inyección aguda de droga. De acuerdo con 

los resultados obtenidos de la expresión de GLT-1 podemos inferir que esta podría ser la 

causa del aumento en los niveles basales de Glu extracelular encontrados en Core, pero no en 

Shell, y también la razón por la cual frente a la dosis aguda de cocaína la liberación de Glu en 

NAc Core se encontró atenuada en los animales que tuvieron una sola sesión de estrés por 

inmovilización. Del mismo modo, Baker y col (2002), demostró que mediante la inhibición 

del transportador GLT-1, los niveles basales de Glu extracelular se elevan cinco veces más 

con respecto a los observados en los animales controles.  
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Figura 3.III. Efecto de la exposición a una sesión de estrés sobre la expresión del transportador 

glutamatérgico GLT-1 en NAc, preferentemente Core, tres semanas después del estrés agudo. (A) Los 

valores representa las medias de las densidades ópticas ± SEM, en los diferentes grupos tratados. Los resultados 

se encuentran normalizados al 100% respecto del grupo no estrés/SAL. En el gráfico se denota el número de 

animales por grupo. (B) Inmunotransferencia de proteínas correspondiente a la fracción de gliosoma de NAc 

obtenidas de los diferentes grupos. 

Conclusión Parcial  

Estos resultados indican que una sola sesión de estrés por inmovilización indujo una 

disminución en la expresión del transportador glutamatérgico GLT-1 en la fracción de 

gliosoma de NAc, preferentemente Core, a las tres semanas después de la aplicación del 

estresor. La subsecuente inyección aguda de salina o cocaína no modificó la influencia de 

estrés sobre la expresión de GLT-1.  

  

GLT-1 B 
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4. Influencia del Tratamiento Previo de Ceftriaxona sobre la Expresión de la 

Sensibilización Inducida por Estrés Agudo por Inmovilización, a las Propiedades 

Estimulantes Motoras de Cocaína y los Cambios en la Homeostasis Glutamatérgica 

Asociados: Medidos por Determinación Neuroquímica (captación de Glu en NAc Core) 

y Registros Electrofisiológicos de Funcionalidad de la Pre y Post-sinapsis [Desborde 

(Spillover) de Glu y Relación de las Corrientes AMPA/NMDA]. 

 

4.I. El Tratamiento Previo de Ceftriaxona Previene la Expresión de la Sensibilización 

Cruzada a Estrés y Cocaína. 

Diseño experimental 

Dos semanas después del estrés, los animales recibieron inyecciones por 5 días 

consecutivos de Ceftriaxona (200 mg/kg i.p.) o Vehículo (salina). Al día veintiuno después 

del estrés los animales fueron habituados durante 1 h a las cajas de registro de actividad 

locomotora; luego recibieron una inyección de cocaína (15 mg/kg) o salina, y la respuesta 

conductual fue monitoreada durante 45 min en intervalos de 10 min. 

  

 

 

 

Resultados 

En la figura 4.I A podemos ver cómo la expresión de la sensibilización a cocaína (15 

mg/kg) inducida por estrés por inmovilización tres semanas antes de la dosis aguda de 

cocaína, es bloqueada después del pre-tratamiento de Ceftriaxona durante 5 días (a partir del 

día dieciséis y hasta el día veinte). Los datos fueron analizados por un ANOVA de dos vías 

(estrés x tratamiento) y revelaron efecto de estrés, F(1,41)=7.85, p<0.01, de tratamiento 

F(1,41)=8.36, p<0.01 y de interacción entre ambos, F(1,41)=4.08, p<0.05. Comparaciones post-

hoc de Bonferroni indicaron que las cuentas totales correspondientes a 45 min después de la 
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inyección de salina o cocaína demostraron una diferencia significativa del grupo estrés/VEH 

con respecto a los grupos no estrés/VEH, **p<0.01, a estrés/CEF, 
++

p<0.01 y no estrés/CEF, 

##
p<0.01.  

En la figura 4.I B-C se observa el curso temporal después de la inyección de cocaína 

de 15 mg/kg de animales previamente estresados y controles, con el tratamiento de vehículo o 

Ceftriaxona. Estos datos fueron analizados por ANOVA de dos vías (estrés x tiempo) con 

muestras repetidas. En la figura 4.I B se demostró que la administración previa de 5 días de 

vehículo no modificó la expresión de la sensibilización cruzada a cocaína (la estadística 

reveló efecto de estrés, F(9,21)=5.68, p<0.05, de tiempo, F(9,189)=25.26, p<0.001, y de la 

interacción entre ambos F(9,189)=2.03, p<0.05), ni tampoco el efecto agudo de cocaína 15 

mg/kg en ambos grupos animales (t-test realizado a posteriori en los tiempos 70 min respecto 

de los 60 min desde el comienzo del registro de actividad locomotora, demostrándose que 

hay un aumento de la actividad luego de la inyección aguda de la droga en el grupo estrés t-

test22=6.09, 
+++

p<0.001, y no estrés test22=5.09, 
##

p<0.01). Además, el test de comparaciones 

múltiples de Bonferroni indicó diferencias significativas de **p<0.01 entre no estrés/VEH y 

estrés/VEH a los 70 min del comienzo del registro de la actividad locomotora, y también a 

los 80 min con una diferencia significativa de *p<0.05. El pre-tratamiento de Ceftriaxona 

(figura 4.I C) bloqueó la expresión del fenómeno de sensibilización cruzada aunque no 

modificó el efecto agudo de la droga. La estadística demostró efecto de tiempo F(9,180)=5.56, 

p<0.001 y el t-test realizado a posteriori en los 70 min respecto de los 60 min desde el 

comienzo del registro de actividad locomotora, demostró un aumento de la actividad luego de 

la inyección aguda de la droga en el grupo estrés t-test20=3.71, 
+
p<0.05, y no estrés 

test20=2.08, 
#
p<0.05. Del mismo modo, Rasmussen y col. (2011) reportaron que utilizando la 

misma dosis de Ceftriaxona se bloqueó la expresión de la sensibilización conductual a 

anfetamina en animales con administración repetida de anfetamina, sin observarse cambios 

del efecto agudo de la droga. 
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Figura 4.I. Efecto del tratamiento con Ceftriaxona sobre la expresión de la sensibilización a las 

propiedades estimulantes de cocaína (15 mg/kg) sobre la actividad motora, tres semanas después del 

estrés agudo. (A) Los valores representan las medias de las cuentas horizontales totales (± SEM) durante 120 

min luego de la inyección de salina o cocaína (15 mg/kg). **p<0.01 comparado con el grupo no estrés/VEH; 

++p<0.01 comparado con el grupo estrés/CEF y ##p<0.01 comparado con el grupo no estrés/CEF. (B, C) Los 

valores representan el promedio de cuentas ± SEM en intervalos de 10 min, y corresponde a los mismos 

animales de la figura 4.I A. El período entre 10 y 60 min corresponde al tiempo de habituación de los animales 

previo a la inyección de  cocaína (15 mg/kg). (B) Curso temporal de la actividad locomotora de animales 

tratados con vehículo e inyectados con cocaína (15 mg/kg). **p<0.01 comparado con el grupo no estrés; 

+++p<0.001 comparado con las cuentas del final de la habituación del grupo estrés; ##p<0.01 comparado con las 

cuentas del final de la habituación del grupo no estrés (C) Curso temporal de la actividad locomotora de 

animales tratados con ceftriaxona e inyectados con cocaína (15 mg/kg). +p<0.05 comparado con las cuentas del 

final de la habituación del grupo estrés; #p<0.05 comparado con las cuentas del final de la habituación del grupo 

no estrés. En los gráficos se indica el número de animales por grupo. 

Conclusión Parcial  

Estos hallazgos indican que la expresión de la sensibilización cruzada inducida por estrés a 

las propiedades estimulantes motoras de cocaína es suprimida por el tratamiento diario con 

ceftriaxona cinco días antes de la administración de la droga. 

4.II. El Tratamiento Previo de Ceftriaxona Revirtió la Disminución de la Actividad del 

Transportador GLT-1 Inducido por Estrés Agudo. 

Diseño Experimental 

Dos semanas después del estrés, los animales recibieron inyecciones por 5 días 

consecutivos de Ceftriaxona (200 mg/kg i.p.) o Vehículo (salina). Al día veintiuno después 

del estrés los animales fueron sacrificados, el NAc, preferentemente Core, disecado y se 
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evaluó la actividad del transportador GLT-1 y del intercambiador XC-. En ambos 

experimentos los animales no recibieron inyección aguda de cocaína o salina. 

 

 

 

 

Resultados 

Dado que el tratamiento con Ceftriaxona bloqueó la expresión de la sensibilización 

conductual a cocaína (objetivo 4.I) decidimos evaluar la actividad del transportador GLT-1 

luego del tratamiento de Ceftriaxona en animales que fueron previamente estresados. En la 

figura 4.II se encuentra representada la actividad del transportador GLT-1, a partir del Glu 

dependiente de Na
+
, y la actividad del intercambiador Xc-, a partir del Glu independiente de 

Na
+
, en el NAc Core. Un ANOVA de dos vías (estrés x tratamiento) reveló efecto de estrés, 

F(1,20)=10.0, p<0.01 y de tratamiento F(1,20)=5.35, p<0.05, así como la interacción entre ambos 

factores F(1,20)=4.80, p<0.05. El test de comparaciones múltiples de Bonferroni, determinó 

una diferencia significativa entre los grupos no estrés/VEH y estrés/VEH (**p<0.01) lo que 

demuestra que la actividad de GLT-1 se encontró significativamente disminuida en animales 

previamente estresados y esta disminución fue revertida por el tratamiento de 5 días de 

Ceftriaxona. Además, se demostró diferencia significativa entre los grupos estrés/VEH y no 

estrés/CEF (
##

p<0.01) y de los grupos estrés/VEH respecto de estrés/CEF (
+
p<0.05) 

evidenciando el efecto del pre-tratamiento de Ceftriaxona. Por otro lado, se desprende del 

gráfico que la actividad del intercambiador Xc- no se vio afectada por el estrés previo, ni por 

el tratamiento con Ceftriaxona.  
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Figura 4.II. Efecto del tratamiento con Ceftriaxona en la actividad de GLT-1 y Xc-, tres semanas después 

del estrés agudo. Los valores representan el promedio (± SEM) de la captación de Glutamato-H3 en pmol por 

mg de proteínas en 15 min de reacción. **p<0.01 comparando con el grupo no estrés/VEH; +p<0.05 

comparando con el grupo estrés/CEF y ##p<0.01 comparado con el grupos estrés/CEF. En el gráfico se denota el 

número de animales por grupo.  

Conclusión Parcial 

Estos resultados indican que una sola sesión de estrés por inmovilización induce una 

disminución en la actividad del transportador glutamatérgico GLT-1, dependiente de Na
+
, en 

NAc Core, la cual es revertida por el tratamiento previo de cinco días de Ceftriaxona. Por 

otro lado, la actividad del intercambiador Xc-, no dependiente de Na
+
, no se vio afectada por 

la sesión de estrés, ni por el tratamiento con Ceftriaxona. 

4.III. El Tratamiento Previo de Ceftriaxona Revirtió el Desborde (Spillover) de Glu 

Inducido por Estrés Agudo.  

Diseño Experimental 

Dos semanas después del estrés, los animales recibieron inyecciones por 5 días 

consecutivos de Ceftriaxona (200 mg/kg i.p.) o Vehículo (salina). Al día veintiuno después 

del estrés los animales fueron sacrificados, se realizaron cortes coronales conteniendo NAc y 

las aferentes de CPfr dorsal, y se registró el decaimiento de los potenciales de las corrientes 

NMDA en las células completas MSN de Core.  
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Resultados 

Utilizando la técnica de electrofisiología, se analizó el retardo en los tiempos de caída 

de las corrientes NMDA que es considerado como un índice del efecto desborde (spillover) 

de Glu, reflejo de una menor recaptación de Glu. En la figura 4.III A-B se observa que el 

decaimiento de las corrientes excitatorias postsinápticas (EPSCs) de los receptores NMDA 

compuesto por la subunidad GluNR2B, luego de 1-8 pulsos de estimulación en cortes de 

tejido que contienen NAc Core, son más lentas en animales previamente estresados que 

fueron tratados con VEH durante 5 días. Los datos fueron analizados por ANOVA de dos 

vías (estrés x número de pulsos) y se encontraron diferencias significativas de efecto de 

estrés, F(1,40)=8.17, p<0.01 y número de pulsos, F(3,40)=26.67, p<0.001. Este resultado, en 

conjunto con los obtenidos anteriormente muestra que el aumento de Glu basal en animales 

que fueron previamente estresados, por disminución de la expresión y actividad del 

transportador GLT-1, facilita el desborde (spillover) de Glu que se encuentra presente por 

más tiempo en el espacio sináptico y extrasináptico activando los receptores NMDA. Estos 

receptores con la subunidad GluNR2B, se encuentran en mayor proporción en la perisinápsis 

(donde se encuentra el principal transportador, GLT-1), por lo tanto permite inferir que hay 

un desborde (spillover) de Glu en animales que fueron previamente estresados. El efecto 

sobre el desborde de (spillover) Glu fue atenuado por el tratamiento de 5 días con 

Ceftriaxona.  

Es importante destacar que en algunos tratamientos se demostró que la subunidad 

GluNR2B del receptor NMDA se encuentra aumentada luego de la autoadministración de 

heroína o nicotina y lo propusieron como mecanismo importante en el inicio de la recaída. En 

efecto, cuando se microinyectó el antagonista del receptor NMDA-GluNR2B, Ifenprodil, se 

bloqueó la reinstalación en la búsqueda de estas drogas (Shen, y col., 2011; Gipson y col., 

2013). Por lo tanto, para independizarnos de la expresión de esta subunidad del receptor 
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NMDA en los diferentes grupos tratados (estrés y no estrés) los datos fueron normalizados al 

incremento neto luego de un pulso de estimulación.  

 

 

 

 

Figura 4.III. Efecto del tratamiento de Ceftriaxona sobre el desborde (spillover) de Glu sináptico, tres 

semanas después del estrés agudo. (A) Los valores corresponden a la media (± SEM) del decaimiento de las 

corrientes de los receptores NMDA a los distintos pulsos de estimulación en los diferentes grupos tratados. El 

gráfico está normalizado al decaimiento de un pulso de estimulación, y se indica el número de células 

registradas y animales. (B) Caída de los EPSC de los receptores NMDA disparados por los diferentes pulsos de 

estimulación de cada grupo de la figura 4.III A, los registros EPSC de NMDA están normalizados a un pulso de 

estimulación.  

Conclusión Parcial 

Estos resultados indican que una sola sesión de estrés por inmovilización produjo un retardo 

en el decaimiento de las corrientes NMDA, efecto que se considera como un índice del efecto 

desborde (spillover) de Glu que proviene de una menor recaptación de Glu. En otras 

palabras, se observó un efecto desborde (spillover) de Glu registrado en NAc Core en 

animales pre-estresados, luego de la estimulación en Corteza Prefrontal Dorsal. El retardo 

en el decaimiento de las corrientes de NMDA fue atenuado por el tratamiento con 

Ceftriaxona durante 5 días en estos animales previamente estresados 
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4.IV. El Tratamiento Previo de Ceftriaxona No Modificó el Aumento de la Relación de 

las Corrientes AMPA/NMDA Inducido por Estrés Agudo. 

Diseño Experimental 

Dos semanas después del estrés, los animales recibieron inyecciones por 5 días 

consecutivos de Ceftriaxona (200 mg/kg i.p.) o Vehículo (salina). Al día veintiuno después 

del estrés los animales fueron sacrificados, se realizaron cortes coronales conteniendo NAc y 

las aferentes de CPfr dorsal, y se registró la actividad de los receptores AMPA y NMDA en 

células completas del tipo MSN de Core estableciéndose la relación entre ambas.  

 

 

 

 

Resultados 

Utilizando la técnica de electrofisiología, se registró las corrientes de los picos AMPA 

y NMDA aislando cada una de ellas y se estableció la relación de picos como una medida de 

plasticidad sináptica (Malenka y Bear, 2004). La figura 4.IV A-B muestra un aumento de la 

fuerza sináptica (aumento de la relación de las corrientes AMPA/NMDA) en los animales 

bajo la condición estrés y el análisis estadístico de ANOVA de una vía (no estrés/VEH, 

estrés/VEH, estrés/CEF) arrojó diferencias significativas de efecto de estrés F(2,41)=8.13, 

p<0.01, en tanto que el tratamiento de 5 días de Ceftriaxona no fue suficiente para normalizar 

la fuerza sináptica observada en la condición estrés. El análisis de comparaciones múltiples 

Bonferroni reveló diferencias entre los grupos no estrés/VEH de estrés/VEH, **p<0.01, y no 

estrés/VEH de estrés/CEF, **p<0.01. Este resultado se encuentra en relación con los 

resultados obtenidos de la expresión de superficie del receptor AMPA y la expresión de la 

sensibilización conductual por microinyección del agonista AMPA en Core, en animales que 

habían sido expuestos a una sesión de estrés, tres semanas antes de los experimentos. 
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Figura 4.IV. Efecto del tratamiento de Ceftriaxona sobre la relación de las corrientes AMPA/NMDA, tres 

semanas después del estrés agudo. (A) En el gráfico se observa la media (± SEM) de la relación de las 

corrientes AMPA/NMDA en los diferentes grupos tratados. En el gráfico se encuentra denotado el número 

células registradas y de animales por grupo. **p<0.01 comparando con el grupo no estrés/VEH (B) Corrientes 

de AMPA y NMDA de cada grupo de animales de la figura 4.IV A. Calibración: 100 ms, 35 pA. 

Conclusión Parcial 

Estos resultados indican que una sola sesión de estrés por inmovilización tres semanas antes 

llevo a un aumento en la relación de corrientes AMPA/NMDA, indicando un aumento en la 

fuerza sináptica en neuronas de NAc Core. El tratamiento previo de 5 días con Ceftriaxona 

no fue suficiente para normalizar la fuerza sináptica en neuronas de NAc Core.  
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DISCUSIÓN 
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El presente estudio aporta la primera evidencia del impacto a largo plazo que un estrés 

agudo ejerce sobre el efecto de cocaína en la neurotransmisión glutamatérgica de neuronas 

presinápticas y postsinápticas en NAc Core (pero no Shell), la interacción con el sistema 

dopaminérgico en Core, y como estas adaptaciones contribuyen al aumento de la saliencia 

motivacional en la sensibilización conductual a cocaína. Entre las adaptaciones observadas en 

NAc Core podemos enumerar cambios en la presinapsis dopaminérgica, en la homeostasis y 

liberación de glutamato, y en la expresión de superficie del receptor glutamatérgico AMPA 

en las neuronas postsinápticas de NAc y la relación con la liberación de DA. Además, se 

demuestra en este trabajo que el estrés agudo induce cambios permanentes en la farmacología 

y la fisiología del NAc Core que potencian los efectos estimulantes de cocaína aguda, y 

contribuirían a la vulnerabilidad a la adicción a droga. De manera interesante, las 

adaptaciones observadas por estrés agudo recapitulan los efectos conductuales y 

neuroquímicos producidos por la exposición diaria de cocaína y son indicativos del proceso 

de sensibilización a la droga. La evidencia de la influencia proactiva del estrés sobre el efecto 

estimulante motor de cocaína, observado tres semanas después de una sola sesión de estrés 

por inmovilización, hace recordar a los mecanismos neurales implicados en el tratamiento 

repetido de la droga, y lleva a pensar en la intercambiabilidad de mecanismos por el 

tratamiento repetido de cocaína o por estrés y la sensibilización cruzada entre ambos.  

Los principales hallazgos observados de forma diferencial en el NAc Core vs Shell 

demostraron que: 1) Tres semanas después de la exposición a un estrés agudo 

(inmovilización de 2 h), la administración de una dosis aguda de cocaína puso en evidencia el 

fenómeno de sensibilización cruzada a los efectos estimulantes motores de cocaína de forma 

dosis-dependiente así como un aumento de la liberación de DA en NAc Core, y no en Shell, 

en respuesta a la droga. 2) La expresión de la sensibilización conductual y el aumento de la 

liberación de DA en el NAc Core luego de una dosis aguda de cocaína en animales que 

fueron expuestos a estrés por inmovilización tres semanas antes, se asociaron con cambios en 

la expresión de la subunidad GluR1 del receptor AMPA de NAc, preferentemente Core. Así, 

se encontró un aumento en la expresión de superficie de GluR1 que representa el 90% de los 

receptores AMPA de NAc en animales previamente expuestos a una sola sesión de estrés, sin 

observarse cambios por la inyección aguda de cocaína o vehículo. Consistentemente, cuando 

estos animales fueron microinyectados con una dosis de agonista AMPA en Core, pero no en 

Shell, se observó la expresión de sensibilización conductual locomotora, fenómeno que fue 

bloqueado cuando fueron microinyectados con el antagonista de los receptores AMPA 
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(CNQX) en Core, previo a la dosis aguda de cocaína. Por último, se demostró la participación 

de los receptores AMPA en la liberación de DA en Core debido a que la perfusión de CNQX 

bloqueó el mayor aumento en la liberación de DA observada luego de la inyección aguda de 

cocaína. Es interesante destacar que la utilización del antagonista CNQX bloqueó o revirtió el 

fenómeno de sensibilización conductual y neuroquímico dopaminérgico, pero en ninguno de 

los casos interfirió en el efecto agudo de la droga. 3) La exposición a estrés agudo de 

inmovilización evidenció una robusta alteración en la homeostasis glutamatérgica en NAc 

Core. Concretamente, se encontró un aumento en los niveles basales de Glu extracelular en 

Core, pero no en Shell, en correspondencia con una disminuida expresión del transportador 

glutamatérgico GLT-1. Cuando los animales fueron sometidos a una inyección aguda de 

cocaína tres semanas después del estrés, se evidenció una menor liberación de Glu respecto 

del control. Más relevante aún, es el hecho que esta alteración de la homeostasis subyace a la 

expresión de la sensibilización conductual, debido a que cuando los animales fueron tratados 

crónicamente con Ceftriaxona durante 5 días (induce un aumento de los niveles de GLT-1, 

Rasmussen y col., 2011), la expresión de este fenómeno fue revertida así como los cambios 

en los parámetros bioquímicos asociados que miden en parte la actividad glutamatérgica pre-

sináptica (captación de Glutamato-H
3
 y desborde (spillover) de Glu). Aunque de manera 

interesante, la relación de corrientes AMPA/NMDA registrada en NAc Core tres semanas 

después del estrés agudo, no fue restablecida a los valores controles luego del tratamiento de 

5 días con Ceftriaxona. 

 

En resumen, la respuesta conductual sensibilizada a cocaína observada en animales 

expuestos a una sola sesión de estrés por inmovilización tres semanas antes, se debe a las 

neuroadaptaciones tales como la desregulación de la homeostasis glutamatérgica, reflejada 

en cambios en los niveles basales y de liberación sináptica de Glu, que impactan sobre 

neuronas postsinápticas de NAc de forma diferencial en Core respecto de Shell y en la 

expresión del receptor AMPA. Además, la participación del receptor AMPA en la 

transmisión y liberación de DA en NAc Core pero no en Shell. La evidencia causal de estas 

afirmaciones se debe a que cuando la homeostasis fue restablecida o los receptores AMPA 

fueron bloqueados, no se observó la expresión de la sensibilización conductual, inducida 

por estrés a los efectos estimulantes de cocaína. 
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Una sola sesión de estrés por inmovilización induce sensibilización a los efectos 

estimulantes motores y en la liberación de DA luego de cocaína en Core, pero no en 

Shell. 

Los experimentos presentados demuestran que una sola sesión de estrés por 

inmovilización, es capaz de inducir cambios plásticos a nivel de la neuronas 

mesocorticolímbicas dopaminérgicas que se ponen en evidencia luego de una dosis aguda de 

cocaína. Específicamente, durante el estrés se induce un aumento de la saliencia motivacional 

que de acuerdo con Pierce y Kalivas (1997) se desarrolla inicialmente en ATV y luego, frente 

a una dosis desafío de droga se observa la expresión de la sensibilización motora a los efectos 

estimulantes de cocaína mediados principalmente por el NAc (Pierce y Kalivas, 1997). Es 

interesante remarcar que los efectos estimulantes motores de cocaína fueron dosis-

dependiente para ambos grupos de animales, controles y estresados, siendo evidente el efecto 

del aumento de la saliencia motivacional en la conducta locomotora a la dosis de 15 mg/kg. 

Por otro lado, la mayoría de los experimentos neuroquímicos se realizaron diferenciando la 

respuesta obtenida en las subestructuras del NAc, siendo las alteraciones permanentes 

inducidas por estrés agudo manifestadas en mayor medida en Core, y no en Shell, a lo largo 

de los experimentos. El aumento del efecto de psicoestimulantes, inducido por exposición 

previa a estresores como restricción de comida (Campbell y Fibiger, 1971; Rouge-Pont y col., 

1995), estrés por inmovilización (Deroche y col., 1992; 1995; Camp y Robinson, 1988); 

shock eléctrico en la patas (Kalivas y Stewart, 1991) o pinchazo en la cola (Antelman y col., 

1980; Rouge-Pont y col., 1993); o por el tratamiento repetido de psicoestimulantes (Robinson 

y col., 1988; Wolf y Jeziorski, 1993; Paulson y Robinson, 1995), ha sido observado en su 

mayoría sobre la actividad motora y también en los niveles de DA en el NAc por incrementar 

la actividad de neuronas mesocorticolimbicas dopaminérgicas (Robinson y Becker, 1986; 

Kalivas y Stewart, 1991). 

El rol preponderante de NAc Core sobre el Shell en los cambios duraderos 

neuroquímicos que contribuyen a la sensibilización conductual, son consistentes con una 

parte importante de la literatura. Resultados previos de nuestro laboratorio evidenciaron un 

aumento de la liberación de DA en respuesta a una dosis subumbral de anfetamina que se 

observó en ambas subestructuras del NAc, 24 hs después de la sesión de estrés por 

inmovilización. Sin embargo, ocho días después de la sesión de estrés el aumento en la 

liberación de DA solo se evidenció en el Core del NAc y no en Shell (Pacchioni y col., 2007). 
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Además, la sensibilización a morfina, anfetamina o cocaína produjo un aumento en la 

liberación de DA en el Core, pero no así en el Shell, luego una inyección aguda de la droga a 

los 10-15 días de abstinencia (Cadoni y Di Chiara, 1999; Cadoni y col., 2000). Más aún, en 

un modelo de estrés por restricción de comida diaria se observó sensibilización a los efectos 

reforzantes de psicoestimulantes y estos cambios se encontraron asociados con un aumento 

en la respuesta de liberación de DA en Core respecto de Shell (Cadoni y col., 2003). Sin 

embargo, cuando anfetamina fue microinyectada directamente en el Shell, se produjo un 

mayor aumento local en la liberación de DA luego de cocaína crónica en un período de 

abstinencia corta, mientras que luego de un período más largo de abstinencia no hubo 

diferencia en la liberación de DA, como resultado de la microinyección de anfetamina, en 

animales tratados con salina o cocaína crónica (Pierce y Kalivas, 1995). En relación a esto, 

Chen y col. (1996) demostraron que la inyección aguda de cocaína aumenta la liberación de 

DA en el NAc, luego de 7 días de abstinencia de tratamiento crónico con cocaína comparado 

con los controles, pero este aumento ocurre solo en respuesta a una inyección sistémica de 

cocaína y no cuando esta fue perfundida por diálisis reversa en el NAc. En otro experimento 

donde se diferenciaron las muestras tomadas de NAc Core respecto de NAc Shell durante la 

etapa de adquisición de la autoadministración, un mayor aumento en la liberación de DA fue 

observado en Shell que en Core (Lecca y col., 2007; Suto y col., 2010). No obstante, el 

mismo autor Lecca y col. (2007) demostró que después de tres semanas de disponibilidad 

diaria de droga, la exposición pasiva a cocaína resultó en una progresiva pérdida de la 

respuesta preferencial de Shell en la liberación de DA y un aumento preferencial de la 

respuesta en Core. De esta manera, la influencia facilitadora del estrés en el aumento 

inducido por cocaína en la liberación de DA en el Core es consistente con la idea de 

considerar a Core un sustrato neural de la expresión a largo plazo de la sensibilización 

conductual a cocaína inducida por estrés o drogas, lo cual le asignaría a esta estructura un rol 

relevante en la ejecución a largo plazo de las conductas relacionadas con la adicción (Di 

Chiara, 2002; Ito y col., 2004; Meredith y col., 2008). Interesantemente, claves asociadas con 

la administración repetida de cocaína presentadas de forma no contingente también aumentan 

la liberación de DA en Core, pero no en Shell (Ito y col, 2000). Debido a que los mecanismos 

dopaminérgicos en Core o Shell también contribuyen diferencialmente a las conductas 

reforzantes (Ito y col., 2000; 2004; Ambroggi y col., 2008; Nicola, 2010), más estudios 

deberían ser realizados para determinar la relevancia de la contribución diferencial del estrés 
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en los cambios inducidos por cocaína en la liberación de DA en Core respecto de Shell a los 

efectos reforzantes. 

La hipótesis de un mecanismo común entre estrés y drogas para influir la actividad de 

la vía dopaminérgica mesolímbica guarda relación con estudios que demostraron que 

adaptaciones en la neurotransmisión excitatoria en ATV conducen a la sensibilización 

cruzada entre droga y estrés. Por ejemplo, el estudio de Saal y col., (2003) y Campioni y col., 

(2009) evidenciaron que la administración aguda de drogas como anfetamina, cocaína, 

alcohol, nicotina o morfina o estrés por nado forzado en agua fría aumentan la relación de las 

corrientes AMPA y NMDA registradas en ATV, indicando un aumento en la transmisión 

sináptica excitatoria de las neuronas dopaminérgicas, identificando como un mecanismo 

dependiente de glucocorticoides. Otros estudios de electrofisiología demostraron que CRF 

regula la excitabilidad de neuronas dopaminérgicas de ATV (Korotkova y col., 2006; Wanat 

y col., 2008) y las eferentes glutamatérgicas sinápticas de estas neuronas (Ungless y col., 

2003). Numerosas líneas de investigación han demostrado el rol crítico de CRF en la acción 

sobre el sistema dopaminérgico en conductas relacionadas con el estrés. Interesantemente, se 

comprobó que la interacción de CRF con Glu en el ATV no solo regula la iniciación de la 

adicción relacionada con la conducta, sino también juega un rol en la expresión de esta 

conducta (Wang y col., 2005, 2007). Ha sido demostrado que los antagonistas de CRF 

inhiben la recaída por estrés en la búsqueda de cocaína (Wang y col., 2005, 2007), como así 

también inhiben la sensibilización cruzada a psicoestimulantes (Cole y col., 1990; Boyson y 

col., 2011). Resumiendo, estas evidencias nos permiten sugerir que CRF y corticosterona son 

mecanismos potenciales en la activación de neuronas dopaminérgicas mesolímbicas inducida 

por estrés, y facilitan los efectos estimulantes motores de psicoestimulantes, específicamente 

de cocaína en el modelo de sensibilización cruzada a cocaína inducido por estrés. 

Implicancia de los receptores AMPA en la sensibilización a cocaína inducida por una 

sola sesión de estrés por inmovilización. 

Los estudios presentados demuestran cuatro claras evidencias funcionales y 

cuantitativas que soportan la hipótesis de la implicancia de la transmisión glutamatérgica en 

la expresión de la sensibilización, específicamente el rol de los receptores AMPA en la 

expresión de la sensibilización locomotora y en respuesta a la liberación de DA luego de una 

inyección aguda de cocaína en animales que fueron expuestos tres semanas antes a una sesión 

de estrés por inmovilización.  
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La primera evidencia, es que la expresión de la sensibilización locomotora y 

dopaminérgica a cocaína inducida por estrés, fue prevenida por el pre-tratamiento con CNQX 

microinyectado o perfundido en el buffer de diálisis en el NAc Core. En este contexto, la 

inyección del antagonista del receptor AMPA de forma sistémica (GYKI 52466 o NBQX), 

(Karler y col., 1991; Tzschentke y Schmidt, 1997; Jackson y col., 1998; Mead y Stephens, 

1998; Karler y col., 1994; Li y col., 1997) o microinyectado (CNQX, Pierce y col., 1996; Bell 

y col, 2000) en NAc Core, previo a la inyección aguda de la droga, revirtió la expresión de la 

sensibilización conductual a cocaína o anfetamina en animales que fueron previamente 

sensibilizados a la droga. El efecto inhibitorio de CNQX intra-Core en la expresión de la 

sensibilización dopaminérgica a cocaína luego del estrés, podría resultar de afectar la vía 

polisináptica de NAc a VTA, y llevar a cabo cambios en las terminales dopaminérgicas en el 

NAc Core. En apoyo a esta hipótesis, Choi y col. (2005) demostró que bloqueando los 

receptores AMPA de NAc, en coincidencia con la estimulación de los receptores 

dopaminérgicos D2/3 se disminuye la actividad neuronal de VTA. Previamente, el mismo 

grupo (Choi y col., 2000) había demostrado que el bloqueo de los receptores AMPA, por la 

administración de CNQX intra-NAc, potenció la disminución de la actividad exploratoria 

inducida por el agregado de agonista de los receptores dopaminérgicos D2/3, sin observarse 

efecto luego de ser administrado solo. 

La segunda evidencia, demuestra el rol de fuentes glutamatérgicas en la expresión de 

la sensibilización cruzada entre cocaína y estrés, en las acciones estimulantes locomotoras del 

agonista AMPA microinyectado en NAc Core, en animales previamente estresados, lo cual 

no fue observado cuando el agonista AMPA fue microinyectado en Shell. Una respuesta 

conductual similar fue observada luego de 2-3 semanas después de abstinencia, en animales 

sensibilizados por el tratamiento repetido de cocaína o anfetamina por otros grupos (Bell y 

Kalivas, 1996; Pierce y col., 1996; Suto y col., 2004). 

La tercera evidencia, se refiere al aumento duradero observado en la expresión de 

superficie de la subunidad GluR1 del receptor AMPA en NAc de animales que fueron 

previamente estresados, sin notarse diferencia por la inyección aguda de la droga. 

Considerando que la mayor proporción del NAc corresponde al Core y debido a la 

selectividad de esta subestructura en los efectos del estrés, es probable que este aumento 

observado en GluR1 también se deba a cambios inducidos en Core más que en Shell, 

posibilidad que es sostenida además por el hecho que GluR1 en Shell inhibe más que 

promueve la expresión de la sensibilización a cocaína (Bachtell y col., 2008). En relación con 
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los resultados obtenidos, el aumento de GluR1 observado es consistente con el aumento 

sostenido en la inserción de la membrana del receptor AMPA en animales luego de 7, 14 o 21 

días de abstinencia a cocaína crónica (Boudreau y Wolf, 2005; Ghasemzadeh y col., 2009; 

Schumann  y Yaka, 2009). Sin embargo, estos cambios no fueron observados cuando el 

período libre de droga fue de 24 hs después de la última inyección (Boudreau y Wolf, 2005; 

Schumann y Yaka, 2009). De manera interesante, otras líneas de investigación proponen una 

interrelación más compleja entre el período libre de droga y la expresión de la sensibilización 

conductual. En este sentido, Ferrario y col (2010) demostraron una disminución en la 

expresión de receptores AMPA en el NAc, luego de una inyección aguda de cocaína, en 

animales que estuvieron 14 días de abstinencia y que habían recibido cocaína crónica. 

Aunque la disminución de GluR1 en NAc no se asoció con una disminución en la expresión 

de la sensibilización a los efectos estimulantes motores de cocaína, cuando CNQX fue 

microinyectado en NAc Core previo a la inyección aguda de cocaína, se observó una 

tendencia hacia una disminución en la actividad motora en este grupo de animales. La 

participación de los receptores AMPA en la expresión de la sensibilización conductual si bien 

es discutida por diferentes autores (Ferrario y col., 2010; Bachtell y Self, 2008; Bachtell y 

col., 2008), todos consideran que el proceso de sensibilización no puede ocurrir en ausencia 

de la transmisión del tono de los receptores AMPA  

La cuarta evidencia, se relaciona a los cambios celulares inducidos a las tres semanas 

siguientes de la exposición a una sesión de estrés por inmovilización. Se observó un marcado 

aumento en la relación de los picos de las corrientes AMPA y NMDA, medida que confiere 

una idea de la fuerza sináptica en las MSN en el NAc Core. Estos resultados demostraron un 

aumento de la plasticidad sináptica en Core de animales previamente estresados, efecto que 

no fue revertido luego del tratamiento repetido con Ceftriaxona (más discutido adelante). 

Estos resultados se encuentran en concordancia con lo observado por los autores Kourrich y 

col. (2007) y Moussawi y col. (2011), que demostraron que las sinapsis excitatorias en NAc 

de MSN son potenciadas luego de una prolongada abstinencia en animales que habían sido 

previamente sensibilizados con tratamiento repetido de cocaína. Sin embargo, y en parte 

como fue discutido previamente, 24 hs después de cocaína repetida se evidenció una 

disminución de la transmisión sináptica expresada como una disminución de la relación 

AMPA/NMDA en el NAc (Kourrich y col, 2007; Thomas y col, 2001, Dobi y col., 2011). 

Una posible interpretación de esta disminución, es un aumento en la subunidad GluNR2B que 

conforma a los receptores NMDA y que ha sido relacionado con el aumento en la generación 
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de sinapsis silenciosas (Huang y col., 2009; Wolf y Ferrario, 2010). Las sinapsis silenciosas 

son conexiones glutamatérgicas encontradas durante el desarrollo, así como después de la 

exposición a cocaína, y definidas por la presencia de respuestas mediadas por los receptores 

NMDA en ausencia de receptores AMPA estables (Lee y Dong, 2011). En efecto, estas 

sinapsis silenciosas excitatorias fueron encontradas en NAc Shell 24 a 48 h después de la 

exposición de cocaína crónica y se cree que permiten que las MSN recluten más receptores 

AMPA y aumente la transmisión sináptica (Huang y col., 2009). Aunque esto podría ser un 

mecanismo subyacente a los cambios rápidos y aumentos transitorios en la plasticidad 

sináptica que se observaron en el NAc Core durante la búsqueda de la cocaína inducida por 

claves (Gipson y col., 2013), no está claro si estas sinapsis silenciosas perduran en períodos 

de abstinencia prolongada o si también ocurren en el NAc Core, ya que solo ha sido 

examinado el Shell en una etapa temprana de abstinencia (Huang y col., 2009). La 

potenciación que ha sido observada en las sinapsis excitatorias en NAc de MSN luego de una 

prolongada abstinencia (Ortinski y col., 2012), ha demostrado ser consistente con el aumento 

en el diámetro de las cabezas de las espinas y densidad de las espinas de MSN de NAc luego 

de tres semanas de abstinencia a cocaína crónica diaria (Shen y col., 2009), o al aumento en 

la densidad postsináptica luego de un mes de abstinencia a la administración repetida de 

cocaína (Robinson y col., 2001).  

Como fue ampliamente descripto por diferentes autores, las espinas dendríticas son 

muy plásticas (Nimchinsky, 2002) y los cambios en su morfología se correlacionan con 

alteraciones en la fuerza sináptica (De Roo y col., 2008; Dietz y col., 2012, Dumitriu y col., 

2012, Kasai y col., 2010). En efecto, fue demostrado el aumento en el diámetro de la cabeza 

de la espina como así también el aumento de la relación de las corrientes AMPA/NMDA en 

NAc luego de 2 semanas de abstinencia al tratamiento repetido de cocaína (Gipson y col., 

2013), y se hipotetiza que el aumento en el diámetro de las cabezas de las espinas resulta de 

un aumento en el ciclo de actina y tráfico de los receptores AMPA a la superficie de las 

células (Dietz y col., 2012, Shen y col., 2009) llevando a un aumento de la fuerza sináptica. 

Además, Gipson y col., 2013 demostraron que la presentación (2 semanas después de 

abstinencia) de las claves asociadas al consumo de cocaína, llevan a un aumento aún mayor y 

transiente del diámetro de las cabezas de las espinas y de la relación AMPA/NMDA, y estos 

cambios se correlacionan positivamente con la intensidad de la recaída durante los primeros 

de 5-15 min del comienzo del experimento de búsqueda de cocaína. Es interesante remarcar 

que nuestros hallazgos son consistentes con cambios observados en la densidad postsináptica 
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de neuronas del NAc luego de estrés crónico por inmovilización. Más aún, alteraciones en el 

citoesqueleto de actina fueron observadas paralelamente al aumento  de la expresión de los 

receptores AMPA por estrés (Esparza y col., 2012). Además, apoyando la idea de que 

cambios en las espinas podrían constituir la base estructural de cambios plásticos, entre otros 

el aumento de los receptores AMPA, la previa exposición a estrés crónico llevó a un aumento 

en la densidad de espinas del tipo maduras, que se caracterizan por ser estables y formar 

sinapsis fuertes y de mayor tamaño (Harris y Kater, 1994), fenómeno que solo se observó en 

el NAc Core y no así en Shell (Esparza sin publicar). En apoyo a estas observaciones, 

estudios previos de diferentes laboratorios demostraron que la hormona corticosterona, 

principal glucocorticoide en roedores, en estructuras como hipocampo aumentaba la 

movilidad y expresión del receptor AMPA en la superficie de estas neuronas llevando a una 

facilitación de la transmisión glutamatérgica (Groc y col., 2008; Martin y col., 2009; Conboy 

y Sandi, 2010). Concretamente, se evidenció en cortes de tejido de hipocampo, que 

corticosterona potencia el aumento en la superficie sináptica de receptores AMPA que 

contienen la subunidad GluR2 por un estímulo que genera potenciación a largo plazo, 

revelando la influencia de corticosterona en el tráfico de los receptores AMPA (Groc y col., 

2008). Más tarde, Conboy y Sandi, 2010 obtuvieron resultados similares en animales en 

condiciones estresantes en un experimento de memoria espacial del tanque de Morris en agua 

fría, donde se correlacionó el aumento de corticosterona en sangre, con un aumento de 

memoria, aprendizaje y de la subunidad GluR2 en la superficie de neuronas de hipocampo.  

Teniendo en cuenta que existen evidencias que relacionan el aumento de la saliencia 

motivacional o sensibilización con la búsqueda y autoadministración de drogas (Vezina, 

2004; De Vries y col., 1998; 2002), estos resultados sugieren que la exposición previa a estrés 

participaría en la capacidad de los receptores AMPA de NAc en reinstalar la conducta de 

búsqueda. Resulta tentador postular que el aumento de la fuerza sináptica en NAc de MSN, 

es un importante mediador de la recaída si nos basamos en las evidencias con cocaína 

crónica. Sin embargo, este fenómeno no se observa con todas las drogas, por ejemplo la 

abstinencia prolongada a heroína o morfina provoca una reducción opuesta en el diámetro de 

las cabezas de las espinas y en la relación AMPA/NMDA (Robinson y Kolb, 1999b; Shen y 

col., 2011). Por lo tanto, el aumento duradero o la disminución de la fuerza sináptica 

observada después de la retirada de las drogas adictivas no es una constante neuroadaptación 

entre las drogas adictivas y pueden, por lo tanto, mediar características diferentes de la 

vulnerabilidad en la recaída o la búsqueda de droga dependiendo del tipo de droga.  
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En resumen, las evidencias presentadas de los cambios plásticos a nivel de las 

neuronas postsinápticas de NAc principalmente Core demuestran la relevancia de la 

participación de los receptores AMPA en la expresión de la sensibilización cruzada a cocaína 

inducida por estrés agudo, aunque en la expresión de la sensibilización conductual no solo 

intervienen los cambios en la postsinapsis sino también los que ocurren en la presinapsis 

glutamatérgica.  

Implicancia de la Homeostasis Glutamatérgica en la expresión de la sensibilización a 

cocaína inducida por una sola sesión de estrés por inmovilización. 

Siguiendo con la misma línea de mecanismos comunes entre estrés y drogas a nivel 

mesolímbico, el estrés agudo induce cambios permanentes en la farmacología y la fisiología 

del NAc Core y potencia los efectos de cocaína. Se evidenció un marcado aumento en los 

niveles basales extracelulares de Glu en el NAc Core de animales que fueron previamente 

estresados, y en relación a estos resultados se investigó la expresión del superficie del 

principal transportador de glutamato GLT-1 en el NAc (preferentemente Core). Una marcada 

disminución de GLT-1 fue observada en la fracción de gliosoma (la mayor proporción de 

GLT-1 se encuentra en astrocitos) mientras que no se encontraron evidencias de cambios en 

la actividad del intercambiador Cis/Glu. Específicamente, la disminución en la expresión de 

GLT-1 por previa exposición a estrés se asocia con el aumento en los niveles basales 

extracelulares de Glu en el Core. De manera interesante, cuando se evaluó la liberación de 

Glu luego de una inyección aguda de cocaína en animales previamente estresados, se 

encontró una menor liberación de Glu respecto de los controles. Diferentes autores como 

Baker y col. (2002) mediante experimentos de microdiálisis o por modelos computacionales 

(Pendyam y col., 2009), demostraron que el Glu basal actúa en principal medida sobre los 

receptores metabotrópicos ubicados en la perisinápsis glutamatérgica. Concretamente, la 

eliminación los receptores metabotrópicos mGluR2/3 regula la liberación de Glu por 

potenciar los canales de K
+
 presinápticos, y suprime los canales de Ca

++
 voltaje dependientes 

que tienen influencia directa sobre la liberación de neurotransmisores (Conn y Pin, 1997; 

Kew y Kemp, 2005; Ferraguti y Shigemoto, 2006). Por lo tanto, al encontrarse el tono 

inhibitorio de estos receptores aumentado (debido al aumento en los niveles basales de Glu), 

los animales que fueron previamente estresados frente a una dosis desafío de cocaína liberan 

en proporción menos Glu que los controles. Por otro lado, se ha demostrado que cambios en 

los niveles basales extracelulares de Glu contribuirían a la pérdida de plasticidad sináptica en 
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las MSN luego del tratamiento repetido de cocaína o heroína (Peters y col., 2009). En efecto, 

se ha demostrado que los niveles basales extracelulares de Glu en el NAc se encuentran 

disminuidos después de la abstinencia al tratamiento repetido de cocaína, dando por resultado 

una disminuida expresión de la subunidad catalítica (xCT) del intercambiador 

cisteína/glutamato (Xc-). La relativa escasez de Glu previene la activación del mGluR 

necesario para la expresión de la plasticidad a largo plazo (Moussawi y col., 2009). Sin 

embargo, ni la reducción de xCT ni la reducción de Glu basal extracelular fue encontrado en 

el NAc después de la abstinencia al tratamiento repetido de heroína (Shen y col., 2013), 

indicando que el efecto de cocaína no es central para la recaída en la adicción de todas las 

drogas de abuso. En contraste con xCT, el tratamiento repetido de las drogas de abuso 

estudiadas hasta ahora han inducido reducciones permanentes del transportador GLT-1 en el 

NAc, incluyendo cocaína, heroína y nicotina (Gipson y col., 2013; Knackstedt y col., 2010a; 

Shen y col., 2013). La reducción duradera en la recaptación de Glu en la vecindad de la 

sinapsis se prevé que aumenta el desborde de glutamato en las sinapsis durante períodos de 

alta actividad sináptica, como fue observado durante el evento de recaída. De hecho, la 

reinstalación de la conducta de búsqueda de heroína o cocaína se asocia con un aumento 

transitorio en el glutamato extracelular que ha sido impedido mediante la inhibición de la 

proyección glutamatérgica de CPF a NAc Core (LaLumiere y Kalivas, 2008; McFarland y 

col., 2003).  

Implicancia del Restablecimiento de la Homeostasis Glutamatérgica en la Expresión de 

la Sensibilización Cruzada 

En una breve recapitulación podemos decir que el estrés por inmovilización y el 

tratamiento repetido de cocaína, inducen similares cambios en la plasticidad en las MSN de 

NAc, con algunos detalles particulares según el estímulo (ver más adelante), los cuales se 

asocian con la expresión de la sensibilización a cocaína inducida por estrés o drogas. Los 

cambios plásticos se encuentran relacionadas con las alteraciones en la homeostasis del 

glutamato y son compatibles con la siguiente secuencia de eventos: 1) luego de tres semanas 

del estrés por inmovilización hemos encontrado aumentado los niveles basales de Glu, que 

resultan en una alta unión a los mGluR2/3, y con ello un tono inhibitorio aumentado. Por el 

contrario en un tratamiento repetido de cocaína o heroína crónica se han determinado 

reducidos niveles basales de Glu, que llevan a una baja unión por los mGluR2/3 y con ello un 

tono inhibitorio disminuido y aumento en la liberación sináptica de Glu; 2) en ambos 
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modelos de sensibilización, inducido por drogas o por estrés, luego de tres semanas se 

evidenció una disminución de la recaptación de Glu debido a la disminución en la actividad 

y/o expresión del transportador GLT-1 lo que induce desborde (spillover) de Glu desde la 

sinapsis; 3) la inyección aguda de cocaína o las claves asociadas al consumo de cocaína 

aumentan la actividad en las sinapsis glutamatérgicas, resultando en un desborde de Glu de la 

sinapsis, y estimulando los receptores que se encuentran en el espacio extrasináptico como 

los receptores NMDA que contienen la subunidad GluNR2B, y los que se encuentran en el 

espacio sináptico como los receptores AMPA; 4) se ha demostrado además, que la activación 

de GluNR2B y mGluR5 (Cosgrove y col., 2011) señalizan un rápido incremento en el 

diámetro de las cabezas de las espinas y aumento de la relación AMPA/NMDA, que llevaría 

a una mayor fuerza en la transmisión sináptica. (Gipson y col., 2013). 

La asociación de la alteración de la homeostasis del glutamato con la expresión de la 

sensibilización cruzada a cocaína inducida por estrés, es consistente con la establecida con la 

reinstalación en la conducta de búsqueda de drogas (Gipson y col., 2013; Knackstedt y col., 

2010). De esta manera, la reparación de los niveles de glutamato a través de diversos 

fármacos que se dirigen a proteínas desreguladas en la sinapsis tripartita (presinapsis, 

postsinapsis y glía) ha sido de especial interés. De estas terapias farmacológicas conocidas 

una es la familia de antibióticos β-lactámicos, como Ceftriaxona, y la otra es el antioxidante 

N-Acetil-Cisteína, ambas son efectivas en restaurar los niveles de GLT-1 y de Glu 

extracelular en el NAc de animales que recibieron tratamiento repetido de cocaína, nicotina o 

heroína (Knackstedt y col., 2010a; Moussawi y col., 2011; Shen y col., 2013). De la familia 

de antibióticos se ha demostrado que Ceftriaxona es el que tiene mayor potencia en aumentar 

la expresión y función de GLT-1 “in vivo e in vitro” (Rothstein y col., 2005). El aumento de 

los niveles de GLT-1 es atribuible a un aumento en la transcripción de genes a través de la 

cascada de señalización del factor nuclear NFĸβ (Lee y col., 2008). En nuestro modelo 

experimental cuando los animales recibían por 5 días un tratamiento diario con una dosis de 

200 mg/kg de Ceftriaxona (Rasmussen y col., 2011) a partir del día 16 y hasta el día 20 

después del estrés, el fenómeno de sensibilización a los efectos estimulantes motores de 

cocaína no se observó. Las pruebas bioquímicas (captación de Glutamato H
3
) y de 

electrofisiología (decaimiento de las corrientes NMDA) evidenciaron que el tratamiento con 

Ceftriaxona, fue efectivo para revertir los cambios inducidos por estrés, como resultado de la 

alteración de la homeostasis de glutamato sináptico y extrasináptico. Específicamente, 

Ceftriaxona revirtió la disminución en la captación de glutamato medida por el transportador 
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GLT-1 así como la potenciación del decaimiento de las corrientes NMDA (efecto desborde 

(spillover) de Glu en el espacio sináptico), inducidos ambos por la exposición a estrés. Sin 

embargo, Ceftriaxona no logró revertir el aumento de la relación de corrientes 

AMPA/NMDA, lo cual podría indicar que 5 días de tratamiento con Ceftriaxona parecen no 

ser suficientes para revertir los cambios en la fuerza sináptica originados por estrés. Esto 

podría relacionarse al hallazgo que son necesarios 12 días de tratamiento con N-Acetil-

Cisteína una droga que también restablece la homeostasis glutamatérgica cambiada por 

cocaína, para lograr un completo restablecimiento de la relación de las corrientes 

AMPA/NMDA en un modelo de cocaína repetida (Moussawi y col., 2009). Resulta 

interesante remarcar entonces el rol de los cambios en la homeostasis glutamatérgica en la 

presinapsis en el Core del NAc en la expresión de la sensibilización cruzada a cocaína 

inducida por estrés agudo. Esta evidencia cobra aún más relevancia ya que ha sido 

demostrado que el restablecimiento de la homeostasis por la utilización de N-Acetil-Cisteína 

en humanos disminuyó el consumo de cigarrillos (Knackstedt  y col., 2009), el uso de 

marihuana (Gray y col., 2010), los síntomas de compulsión y abstinencia a cocaína, por 

restablecer los niveles de Glu en individuos dependientes de cocaína (Amen y col., 2011; 

Schmaal y col., 2012). Se ha descripto que N-Acetil-Cisteína es prometedora no solo como 

tratamiento farmacológico, sino que en algunos casos, trastornos como el autismo, la 

esquizofrenia, la depresión, el trastorno bipolar, los juegos de azar, entre otros han sido 

mejorados aunque los resultados son preliminares y requieren de replicación (Berk y col., 

2013).  

Otras terapias en vez de dirigirse a proteínas gliales que participan en la homeostasis 

del glutamato, se dirigen a la acción directa sobre los receptores metabotrópicos presinápticos 

y postsinápticos y receptores ionotrópicos, que como ya se ha descripto han sido blanco en la 

expresión de la sensibilización cruzada y en modelos animales de recaída. Dado que el 

desbordamiento de glutamato (spillover) produciría una excesiva estimulación de los 

receptores de NMDA extrasinápticos que contienen GluNR2B, y de receptores 

metabotrópicos mGluR2/3 (cuya estimulación es inhibitoria del tono glutamatérgico), 

antagonistas y agonistas de estos receptores, respectivamente, han sido postulados para 

reducir la reinstalación o recaída a la conducta de búsqueda de cocaína inducido por claves o 

por droga, así como la recaída por nicotina (Kenny y col., 2003; Peters y Kalivas, 2006, 

Wang y col., 2013). Nosotros en este trabajo, demostramos que el antagonista de receptores 

AMPA suprime la sensibilización cruzada conductual y neuroquímica a cocaína, en 



DISCUSIÓN 

Constanza García Keller 

119 
 

concordancia a lo observado por otros autores sobre el efecto bloqueante del antagonista en la 

expresión de la sensibilización a cocaína en un modelo de administración repetida de cocaína 

(Pierce y col., 1996). En conjunto estas últimas evidencias sugieren que el antagonista AMPA 

puede ser una herramienta farmacológica útil en poblaciones vulnerables a la adicción por 

exposición a situaciones de estrés. Cabe mencionar que en la reinstalación de la conducta de 

cocaína en un modelo de AA a la droga, el glutamato que ejerce rol crítico es el de la 

proyección glutamatérgica de la CPfr dorsal, y no de la ventral, a NAc. Esto último coincide 

con datos preliminares de nuestro laboratorio que asignan un lugar preponderante a esta vía 

en la expresión de la sensibilización cruzada a cocaína inducida por estrés (datos no 

mostrados) y apoya, una vez más, la hipótesis de sustratos comunes en el impacto que el 

estrés y las drogas ejercen en los circuitos de la adicción. 

Cambios plásticos inducidos por estrés que subyacen a la sensibilización a cocaína  

Considerable evidencia clínica ha demostrado que existe una correlación positiva 

entre experiencias estresantes de la vida y el abuso de drogas en humanos (Kosten y col., 

1986; Dembo y col., 1989; Brown y col., 1995; Harrison y col., 1997; Jacobsen y col., 2001; 

Sinha, 2001). Esencialmente esta relación es soportada por experimentos conducidos en 

abusadores de alcohol o cocaína abstinentes (Adinoff y col., 2005a, b; Breese y col., 2005; 

Brady y col., 2006; Sinha y col., 2006; Fox y col., 2008). Además, se ha probado que la 

administración aguda de cortisol produce aumentos significativos en los informes de deseo en 

individuos adictos a la cocaína, lo que sugiere que el cortisol puede inducir un estado que está 

asociado con la búsqueda de drogas (Elman y col., 2003), y se ha evidenciado que animales 

se auto-administran oralmente corticosterona (Deroche y col., 1993). Más interesante aún es 

que animales que fueron adrenalectomizados o se encuentran bajo el tratamiento de 

inhibidores de corticosterona desarrollan una menor conducta de autoadministración de 

psicoestimulantes (Deroche y col., 1993; Piazza y col., 1994). Estudios preliminares de 

nuestro laboratorio demostraron que utilizando el mismo modelo que en este trabajo, se 

observa una facilitación del aprendizaje de autoadministración a cocaína respecto de los 

controles, tres semanas después de la exposición a una sola sesión de estrés por 

inmovilización. Se evidenció que el grupo de animales pre-estresados llegaban al criterio 

establecido (número de palanqueos en la palanca activa por día) entre 4-5 días antes que los 

controles en un período de nomás de 10 días de exposición y sin ningún tipo de 

entrenamiento previo (García-Keller, sin publicar). Estos resultados en conjunto con nuestros 
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estudios y el aporte de otros laboratorio demuestra que el estrés es capaz de inducir un 

aumento de los efectos reforzantes de psicoestimulantes (Piazza y col., 1990; Shaham y col., 

1992) o morfina (del Rosario Capriles y Cancela, 2002). Los cambios neuroadaptativos que 

median la sensibilización a los efectos estimulantes de las drogas de abuso han sido 

postulados como mecanismos posibles que contribuyen al aumento del uso y abuso del 

consumo de droga (Robinson y Berridge, 1993, 2000; Vanderschuren y Kalivas, 2000), como 

facilitación del aprendizaje en la adquisición y mantenimiento de la conducta de 

autoadministración (Piazza y Le Moal, 1998) y la reincidencia a la búsqueda de droga por 

estresores (Robinson y Berridge, 1993, 2000).  

En relación al esclarecimiento de los mecanismos moleculares, este estudio identifica 

mecanismos comunes entre estrés y drogas y la inducción de cambios permanentes en el 

cerebro producidos por estrés agudo por inmovilización evidenciados luego de la 

administración de cocaína. Notablemente, ciertas neuroadaptaciones perdurables en la 

transmisión y/o farmacología dopaminérgica y glutamatérgica observadas en el Core después 

de la abstinencia de cocaína diaria también se suscitan luego de una sola exposición a estrés 

(Pierce y col., 1996; McFarland y col., 2003). En particular, identificamos el rol de los 

receptores AMPA en el NAc (Cornish y Kalivas, 2000; Suto y col., 2004; Conrad y col., 

2008; Famous y col., 2008), como así también la desregulación de la homeostasis 

glutamatérgica, reflejada en cambios en los niveles basales y de liberación sináptica de Glu, y 

el impacto de forma diferencial sobre las neuronas postsinápticas de NAc Core respecto de 

Shell, cambios que son similares a los observados en los modelos animales de recaída de 

cocaína (Backer y col., 2003; Kalivas, 2009; Knackstedt y col., 2009, 2010b; Gipson y col., 

2013). Más relevante aún es que las terapias farmacológicas propuestas para el tratamiento de 

la adicción en diferentes drogas de abuso, entre ellas cocaína, en modelos animales 

(Knackstedt y col., 2010a; Rasmussen y col., 2011a, b; Sari y col., 2009) y en humanos 

(LaRowe y col., 2007), también podrían ser utilizados para disminuir la vulnerabilidad a 

desarrollar adicción inducida por eventos estresantes.  

Como conclusión general, el presente estudio aporta las primeras evidencias que la 

historia previa a una sola sesión de estrés por inmovilización es capaz de inducir alteraciones 

en la transmisión dopaminérgica y glutamatérgica que impactan sobre las MSN de NAc Core, 

atribuyéndole a esta área un rol clave en los efectos a largo plazo del estrés sobre las 

propiedades estimulantes de cocaína. Y como ha sido postulado que la sensibilización 
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inducida por drogas provoca una atribución excesiva de la saliencia motivacional (incentive 

salience) relacionada con la recompensa, y esto podría llevar a desencadenar patrones de 

compulsión y de búsqueda de droga en personas que desarrollaron adicción (Robinson y 

Berridge, 1993, 1995), los mecanismos y áreas estudiadas en esta tesis contribuirían al 

entendimiento de la transición del uso de drogas a la adicción observado en individuos 

vulnerables. 

Este estudio demuestra que un estrés de la vida diaria puede producir facilitación de 

larga duración en los procesos que se encuentran fuertemente asociados a los modelos de 

adicción de cocaína crónica. Tomando todos los experimentos en conjunto, este estudio 

ayuda a entender, al menos en parte, los mecanismos que refuerzan la observación clínica de 

que el estrés de la vida puede ser un factor de vulnerabilidad en el desarrollo de la adicción a 

cocaína. 
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