
                                                                                                                                                                                                                         

Participación del Sistema Encefalinérgico en la 

Adicción a Cocaína 

 
 

Tesis de Doctorado en Ciencias Químicas 

Bioq. Bethania Mongi Bragato 

 

 

 

Departamento de Farmacología 

IFEC-CONICET 

Universidad Nacional de Córdoba 

2014 



Comisión Asesora de Tesis 

 

 

Dr. Carlos Arce 

 

 

Dr. Daniel Mascó 

 

 

Dra. Miriam Virgolini 

 

 

Dra. Liliana Cancela 

(Directora de Tesis) 

 

 

Dra. Silvia Wikinski 

(Evaluador Externo) 



Este trabajo de tesis ha sido realizado en el Instituto de Farmacología Experimental de 

Córdoba (IFEC) perteneciente al Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y 

Técnicas (CONICET), Departamento de Farmacología, Facultad de Ciencias Químicas, 

Universidad Nacional de Córdoba, de acuerdo a la reglamentación vigente en dicha 

Facultad para optar por el título de Doctor en Ciencias Químicas. 

Durante la ejecución de este trabajo la autora fue becaria del CONICET (2009-2014), 

cumplimentó los cursos requeridos y se desempeñó como Profesor Asistente (Dedicación 

Simple) en el Departamento de Farmacología. Para su realización contó con el apoyo 

financiero de subsidios otorgados por: el CONICET, la Secretaría de Ciencia y Técnica 

(SECyT), el Ministerio Nacional de Ciencia y Tecnología (MINCyT) y el Fondo para la 

Investigación Científica y Tecnológica (FONCyT)  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A mi familia 



AGRADECIMIENTOS 

Mi agradecimiento se extiende profunda e interminablemente hacia todas aquellas personas que 

están asociadas en mi mente a miles de pequeñas y grandes situaciones causales de todos 

advenimientos que tuvieron lugar en el curso de este trabajo de tesis. Particularmente, deseo 

agradecer: 

A la Dra. Liliana Cancela por dirigir este estudio, por su comprensión en los momentos difíciles y 

su exigencia, la cual logró en mí una madurez personal y nivel académico los cuales nunca creí 

alcanzar.  

A la Comisión Asesora de Tesis, por sus sugerencias y consejos. Especialmente al Dr. Daniel 

Mascó por su colaboración en los experimentos de BDNF/TrkB.  

Al a la Dra. Silvia Wikinski por aceptar evaluar este trabajo de tesis. 

Al grupo de la Dra. Cancela: Flavia, Amparo, Constanza, Alejandra, Laurita, Pauli y Andrea por su 

ayuda en los experimentos y consejos, por compartir estos años conmigo. 

A la Dra. Beatriz Caputto por albergar gentilmente en su excelente bioterio a los ratones KO. 

A la Dra. Daniela Bussolino por sus enseñanzas sobre el cuidado, reproducción y manipulación de 

los ratones KO. 

A la Dra. Gabriela Paglini por brindar el lugar para realizar los experimentos conductuales en el 

Instituto Mercedes y Martín Ferreyra. 

A Estela Salde y Lorena Mercado por su inigualable y excelente soporte técnico en los 

experimentos y genotipificación de los ratones WT y KO. 

A los Profesores, compañeros y personal administrativo del IFEC-CONICET por brindar mucho 

más que un lugar de trabajo. 

A la Facultad de Ciencias Químicas representada por su cuerpo de profesionales de excelencia que 

generan e imparten y conocimiento permitiendo la realización de las carreras de grado y postgrado. 

Finalmente (y los más importantes): 

A mis padres Teresita y Rodolfo, por su amor incondicional, su ayuda permanente y desinteresada, 

porque son mi guía y ejemplo. 

A mi hermana Mariana por estar siempre a mi lado y atender cada una de mis ocurrencias, por su 

alegría y cariño interminables. 

A mi nonnos Teresa y Biagio, por su afecto, por sus sabias enseñanzas sobre la vida las cuales llevo 

guardadas en mi corazón. 

A Emi y Bian por su amistad e inolvidables momentos compartidos, por cuidar a Genaro mientras 

escribía muchas de las páginas de esta tesis. 



A German, mi compañero de viaje, por hacer que mire todo desde otra perspectiva y piense 

diferente, por ser mi motivación, por su profundo amor. 

A Olivia, por tantas sesiones de psicoterapia gratuita que subsanaron con creses todo el estrés de 

este trabajo. 

A Genaro, por darle alegría a mi vida. 

A mi familia, por todo lo que tuvieron que hacer (y deshacer), leer, pensar, viajar (y cuanto!), llorar, 

sufrir y rezar para que pueda realizar y finalizar este estudio. Todo su esfuerzo no fue en vano: esta 

tesis es suya. 

 

 

 

 

 

 



ABREVIATURAS 

AC: Adenilatociclasa 

AMPA: α-amino-3-hidroxi-5metil-4-isoxiazolpropiónico  

ATV: Área Tegmental Ventral 

BDNF: Factor neurotrófico derivado del cerebro 

BNST: Núcleo del lecho de la estria terminal:  

CaMKII: Calmodulin-quinasa II  

CPf: Corteza Prefrontal 

CREB: Proteína de unión a elementos de respuesta a AMP cíclico  

CTAP: D-Phe-cyc(Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen)-Thr-NH2  

DARPP-32: Fosfo-proteína regulada por dopamina y AMPc de 32 kDa 

DAT: Transportador de dopamina 

DOPA-decarboxilasa: Decarboxilasa de aminoácidos aromáticos 

ERK: Proteín-quinasa regulada por señales extracelulares  

IP3: Inositol 3 fosfato  

KO: Animales que carecen del gen que codifica para la proencefalina o knockout 

L-DOPA: L-dihidroxifenilalanina 

Leu-encefalina: Leucina-encefalina  

MAO: Monoaminooxidasa 

MAPK: Proteínas-quinasas activadas por mitógenos 

Met-encefalina: Metionina-encefalina  

mGluR 2/3: Receptores glutamatérgicos metabotrópicos del grupo II  

MSK1: Proteín-quinasa activada por mitógenos y estrés  



MSN: Neuronas espinosas medianas  

NAc: Núcleo Accumbens 

NMDA: N-metil D-aspartato 

NX: Naloxone 

pCREB: Proteína de unión a elementos de respuesta a AMP cíclico fosforilada 

pERK: Proteín-quinasa regulada por señales extracelulares fosforilada 

Pi3K: Fosfatidilinositol 3-quinasa  

PKA: Proteín-quinasa A  

PLC: Fosfolipasa C  

POMC: Pro-opiomelanocortina 

pTrkB: Receptor de tipo tirosín-quinasa B fosforilado 

RSK: Proteín-quinasa ribosomal S6  

SNC: Sistema nervioso central  

SOE: Sistema opioide endógeno  

TH: Tirosina hidroxilasa 

TrkB: Receptor de tipo tirosín-quinasa B  

WT: Animales de genotipo salvaje o wild type 



INDICE

RESUMEN………………………………………………………………………………….……….1

INTRODUCCIÓN………………………………………………………………………….……… 4

ADICCIÓN A DROGAS: Marco conceptual ...…….…………………….………………………....5

SISTEMA DOPAMINÉRGICO MESOCÓRTICOLÍMBICO……………………………………... 6

Síntesis, almacenamiento y liberación de dopamina………………………………………………....7

Psicoestimulantes: cocaína………………………………………………….………………………..8

Vías dopaminérgicas centrales……………………………………………….………………............9

El circuito de la motivación………...…………………………………………..…………...............10

- Organización estructural y celular del núcleo accumbens y cuerpo estriado dorsal….….....12

Participación del  circuito  de la  motivación en los  efectos  estimulantes  y de recompensa  de las 
drogas de abuso ………………………………...........…………………...………...........................14

EL SISTEMA OPIOIDE ENDÓGENO (SOE) ……………………………………….....................15

Receptores opioides ……………………………………………….………………………..............15

Péptidos opioides endógenos……………………………………….…………….............................17

Proencefalina y péptidos derivados: sistema encefalinérgico……….…………………...................19

- Síntesis, almacenamiento y liberación ……………….….....................................................19

- Localización….…………………………………………………..………………………....21

- Influencia de encefalina en la neurotransmisión mesocorticolímbica ...……......………….22

SENSIBILIZACIÓN CONDUCTUAL A PSICOESTIMULANTES………….……………….….25

Iniciación  de la  sensibilización  conductual  a  cocaína:  eventos  moleculares  y neuroquímicos  en 
ATV……………………………………………………………………………………..……..........26

Expresión de la sensibilización conductual a cocaína…………………………………..…………..28

Eventos neuroquímicos asociados a la sensibilización conductual inducida por cocaína…..………29

Eventos moleculares asociados a la sensibilización conductual inducida por cocaína………..……29

La  proteín-quinasa  regulada  por  señales  extracelulares  (ERK)  y  su  rol  en  la  sensibilización 
conductual inducida por cocaína …………………………………………..…….............................30

-La cascada ERK…………………………………………………………………...…….......30

-Activación de ERK como componente intracelular clave en las neuroadaptaciones asociadas 
a la sensibilización a cocaína………………………………..............................................31

La proteína de unión a elementos de respuesta a AMP cíclico (CREB)y su rol en la sensibilización 



conductual inducida por cocaína……..………………………………………………………..……34

-El factor de trascripción CREB………………......…………………………………….........34

-La activación de CREB y su rol en cambios a largo término asociados a la sensibilización 
inducida por cocaína………..………………….....…………………………....…………35

Alteraciones  en  la  expresión  del  receptor  glutamatérgico  AMPA  y  su  participación  en  la 
sensibilización conductual inducida por cocaína……...……………………………………………35

Alteraciones  en los niveles  del  factor  neurotrófico  derivado de cerebro (BDNF) y su rol  en la 
sensibilización conductual inducida por cocaína…………………......…………………………….37

-El factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF)……….........……………………...…...37

-Participación  del  factor  neurotrófico  derivado  de  cerebro  (BDNF)  en  la  sensibilización 
conductual inducida por cocaína……...……………………………………………….....37

Participación  del  SOE  en  la  sensibilización  a  conductual  a  cocaína:  rol  de  encefalina  y  sus 
receptores……………………………………..……………………………………………………..39

OBJETIVOS…………………………………..……………………………………………….......41

HIPÓTESIS…………………………………..…………………………………………………......42

Objetivo General……………………………………………………………………………………42

Objetivos específicos……………………………………………………………………………......43

MATERIALES Y MÉTODOS………………………………………………………………........46

Animales.………………………………………………..…………………………………………..47

Drogas …………………………………………………..…………………………………………..51

Tratamientos ……………………………………………..…………………………………………51

ESTUDIOS CONDUCTUALES …………………………………………………………………...53

Registro de actividad locomotora ……………………….………………………………………….53

ESTUDIOS NEUROQUÍMICOS ………………………...………………………………………..53

Fundamento de la técnica de microdiálisis in vivo ………..……………………………………….53

Construcción de las sondas (probes) para microdiálisis……...….………………………………….54

Cirugías ………………………………………………………..…………………………………....55

Microdiálisis in vivo……………………………………………...……………………………........55

Determinación de dopamina por cromatografía líquida de alta performance (HPLC)…....…..……56

Histología…………………………………………………………………………………..…….....57

ESTUDIOS MOLECULARES……………………………………………………………..………57



Inmunohistoquímica e inmunofluorescencia ………………………………………………...……..57

Preparación de homogenatos cerebrales y fraccionamiento sub-celular………………………..…..60

Biotinilación de proteínas en superfcicie celular: fundamento ………………………………..…...62

Inmunotransferencia de proteínas……………………………………………………………….......65

Análisis estadístico…………………………………………………………..……………………...66

RESULTADOS ……………………………………………………………..……………………..67

Efecto  de  un  tratamiento  crónico  con  cocaína  que  induce  sensibilización  conductual  sobre  los 
niveles de met-encefalina en áreas del circuito mesocoticolímbico relevantes para la expresión del 
fenómeno………………………………………………………………………..…………………..68

Participación del sistema encefalinérgico en el fenómeno de sensibilización conductual inducido 

por cocaína…………………………………………………………………………………………..70

Participación del sistema encefalinérgico en los cambios pre-sinápticos asociados al fenómeno de 

sensibilización inducido por cocaína: liberación de dopamina en NAc y expresión del transportador 

de dopamina (DAT)……………………………………………………………..,………………….73

-Participación  del  sistema  encefalinérgico  en  la  sensibilización  al  efecto  estimulante  de 
cocaína sobre la liberación de dopamina en el Nac………………………........................73

-Niveles del transportador de dopamina (DAT) en el NAc y estriado dorsal de ratones WT y 
KO luego de un tratamiento crónico con cocaína que induce sensibilización………...…76

Participación del  sistema encefalinérgico  en  los  eventos  moleculares  asociados al  fenómeno de 
sensibilización conductual inducido por cocaína ……………………………………..…………....78

-Niveles de BDNF/pTrkB en el NAc y estriado dorsal de animales WT y KO luego de un 
tratamiento crónico con cocaína que induce sensibilización …..……...............................78

-Niveles de BDNF en en la CPf de animales WT y KO luego de un tratamiento crónico con 
cocaína que induce sensibilización …………………........……………………................82

-Niveles de pERK2 en el NAc y estriado dorsal proveniente de animales WT y KO luego de 

un tratamiento crónico con cocaína que induce sensibilización……........……………….82

-Niveles de pERK2 en el NAc, estriado dorsal y CPf de animales WT y KO administrados 
con una dosis aguda de cocaína.…………….......…………………………….………….83

-Niveles de pERK2/pCREB en fracciones nucleares del NAc y estriado dorsal proveniente de 
animales  WT  y  KO  luego  de  un  tratamiento  crónico  con  cocaína  que  induce 
sensibilización ……………………….....…………………………….…….....................86

-Niveles de expresión del receptor AMPA (subunidad GluR1) en superficie celular del NAc y 
estriado dorsal de animales WT y KO luego de un tratamiento con cocaína que induce 
sensibilización …………………………………...............................................................88

Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el fenómeno de sensibilización a cocaína y eventos 



moleculares asociados ………………….………………………………..........................................90

-Efecto  de  un  pre-tratamiento  con  NX  sobre  el  desarrollo  del  fenómeno  de  sensibilización 
conductual inducido por cocaína ………......……………………………………………….…..91

-Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el desarrollo de los eventos moleculares asociados al 
fenómeno de sensibilización inducido por cocaína …......…………………………...................93

° Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el incremento en los niveles de BDNF/pTrkB a nivel 
de NAc asociados al fenómeno de sensibilización inducido por cocaína..........................................94

° Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el incremento en los niveles de BDNF a nivel del 
ATV y CPf asociados al fenómeno de sensibilización inducido por cocaína.…...............................96

° Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el incremento en los niveles de pERK2 y pCREB a 
nivel del NAc y estriado dorsal asociados al fenómeno de sensibilización inducido por cocaína ....98

° Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el incremento en la expresión de receptores AMPA 
(subunidad GluR1) en la superficie celular del NAc y estriado dorsal asociados al fenómeno de 
sensibilización inducido por cocaína……………….........................……………………………….99

DISCUSIÓN………………………………….…………………………………………………...102

Activación del sistema encefalinérgico por cocaína .......……………………………..…………..103

El sistema encefalinérgico facilita el desarrollo de la sensibilización respecto al efecto estimulante 
motor y la liberación de dopamina en el NAc inducido por cocaína……………………………...105

El sistema encefalinérgico facilita el desarrollo de las neuroadaptaciones moleculares asociadas al 

fenómeno de sensibilización a cocaína…………………………………….……..………………..109

El pre-tratamiento con NX previene el  desarrollo del fenómeno de sensibilización inducido por 

cocaína y eventos moleculares asociados a nivel del Nac…………………………..…………......116

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS.…………………………………...…………………….120



 
RESUMEN 



Resumen 

 

 

1 
 

RESUMEN 

La adicción a las drogas puede ser vista como el resultado de una serie de eventos 

neuronales que llevan al individuo desde el uso voluntario y ocasional de una droga hasta a 

la pérdida del control sobre este comportamiento, llegando a la compulsión por su uso 

(Everitt y col., 2008). La hipótesis central en el campo de la adicción es que la exposición a 

una amplia variedad de estímulos ambientales, interactuando con la constitución genética 

de un individuo, determinan el desarrollo de la adicción. En relación a esto, se cree que las 

alteraciones en los patrones de expresión de genes inducidos por una droga a lo largo de los 

sistemas de recompensa del cerebro son un mecanismo potencial para mediar la adicción a 

las misma y son responsables de las alteraciones neuroquímicas y moleculares que 

caracterizan a la adicción (Nestler y col., 2001). En este sentido, el impacto de cocaína en el 

circuito de la motivación determina los cambios neuroplásticos relacionados con el 

consumo de la droga, dichos cambios subyacen el fenómeno de sensibilización inducido 

por cocaína y otras conductas asociadas a la adicción. 

En relación a esto, se sabe que tanto en los humanos como en animales de 

experimentación, la administración repetida e intermitente de drogas psicoestimulantes, 

como anfetamina y cocaína, produce respuestas conductuales progresivamente mayores a 

las observadas inicialmente, aún después de semanas o meses luego de la última 

administración. Este incremento en los efectos conductuales de los psicoestimulantes se 

conoce como sensibilización conductual. Este fenómeno es un reflejo de la sensibilización 

incentivo-motivacional propuesta para explicar la compulsión a la búsqueda y 

administración de la droga que caracteriza al proceso adictivo. 

Determinados sistemas neuroquímicos, el sistema dopaminérgico, glutamatérgico, 

así como también el sistema opioide endógeno (SOE) y determinados factores tróficos, 

ocupan una posición central dentro del circuito de la motivación y han sido asociados 

también con el desarrollo y/o la expresión de la sensibilización (Kalivas y Stewart, 1991; 

Pierce y Kalivas, 1997). En este sentido, si bien hay evidencia farmacológica que involucra 

la participación de los receptores opioides en el desarrollo y la expresión de la 

sensibilización conductual a cocaína,  los estudios que utilizan herramientas genéticas 

(ratones knockout para los receptores µ-opioides) no han sido concluyentes para establecer 

la influencia de estos receptores en el fenómeno de sensibilización (Yooy col., 2012). 
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Además, no se ha descripto cuál de los péptidos opioides endógenos participaría en la 

sensibilización inducida por cocaína. En relación a esto, determinados estudios han 

demostrado que el sistema de encefalina y péptidos derivados modula positivamente la 

neurotransmisión dopaminérgica y glutamatérgica dentro del circuito de la motivación, y 

sus niveles se encuentran incrementados luego de un tratamiento crónico con cocaína en 

áreas cerebrales relevantes para la expresión del fenómeno de sensibilización a cocaína, 

existiendo una posible influencia ejercida por encefalina sobre dicho proceso. 

Es por esto que utilizando ratones KO para el gen de la proencefalina se estudió la 

participación del sistema encefalinérgico en los efectos inducidos por cocaína sobre el 

sistema nervioso central (SNC), evaluando su rol en la sensibilización a los efectos 

estimulantes sobre aspectos conductuales y las neuroadaptaciones bioquímicas y 

moleculares en áreas del circuito mesocorticolímbico asociadas al fenómeno. Ratones de 

genotipo salvaje (WT) y knockout (KO) para proencefalina fueron sometidos a un 

tratamiento crónico con cocaína (9x15mg/kg i.p.) para inducir sensibilización. En otro set 

de experimentos, se administró naloxone (NX) (1 mg/kg s.c.) en ratones de la cepa 

C57BL/6 antes de cada inyección de cocaína durante la fase de tratamiento. Todos los 

animales recibieron un desafío con cocaína (7,5mg/kg i.p.) transcurridos 15 y 21 días desde 

el inicio del tratamiento crónico con la droga para evaluar la expresión de la sensibilización 

al efecto estimulante motor inducido por cocaína. El día 21, se realizaron estudios de 

microdiálisis in vivo para determinar los niveles extracelulares de dopamina, ensayos de 

inmunotransferencia de proteínas para determinar los niveles de expresión de la subunidad 

GluR1 del receptor AMPA, fosforilación de ERK2 (pERK2), CREB (pCREB), TrkB 

(pTrkB) y experimentos de inmunofluorescencia o inmonohistoquímica para medir niveles 

del factor trófico derivado de cerebro (BDNF) y metionina-encefalina (met-encefalina), 

respectivamente, en áreas del cerebro relevantes para la sensibilización provenientes de los 

animales KO y WT y/o pre tratados con NX o vehículo. 

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis demostraron que la exposición 

crónica a cocaína produce importantes incrementos en los niveles de met-encefalina en 

áreas del circuito mesocorticolímbico relevantes para la expresión del fenómeno de 

sensibilización y que la ausencia del gen que codifica para dicho neuropéptido resulta en 

una falla en la expresión de la sensibilización a las propiedades estimulantes de  cocaína 
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sobre la actividad locomotora y en la liberación de dopamina en el núcleo accumbens 

(NAc). A nivel molecular, suprime las neuroadaptaciones clave asociadas al fenómeno tales 

como el aumento en la señalización BDNF/TrkB, la fosforilación de ERK2/CREB y la 

expresión del receptor AMPA. Consistentemente, se observó una completa supresión de la 

plasticidad conductual y neuronal inducida por la cocaína después de pre-tratamiento con 

NX.  

Los resultados presentados en este trabajo de tesis demuestran por primera vez que 

el sistema de proencefalina y péptidos derivados es esencial en el desarrollo de las 

neuroadaptaciones fundamentales subyacentes a la sensibilización conductual inducida por 

cocaína y enfatizan la noción de que los genes que son alterados tras el consumo de una 

droga dentro del circuito de la motivación estarían involucrados en el desarrollo de dichos 

cambios neuroquímicos y moleculares que confieren estabilidad a los trastornos 

conductuales que caracterizan al proceso adictivo. Además, estas observaciones proveen la 

primera evidencia sobre los mecanismos neurobiológicos que explican la efectividad de los 

antagonistas opiáceos en el tratamiento de la adicción a cocaína apoyando su utilidad como 

terapia para este trastorno (Schmitz y col., 2009; Comer y col., 2013; Mooney y col., 2013) 
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ADICCIÓN A DROGAS: Marco conceptual 

La adicción drogas es uno de los problemas de salud más severos que enfrentan 

numerosos países en el mundo. Los aspectos más desafiantes en el tratamiento de la 

adicción son el deseo compulsivo por consumir la droga y la recaída, especialmente en 

vista del hecho de que, actualmente, no existe un tratamiento eficaz para este trastorno, lo 

que requiere de nuevos enfoques terapéuticos sobre la base de la comprensión de la 

neurobiología de la adicción a las drogas. 

La adicción a drogas se define como un desorden crónico recurrente caracterizado 

por la compulsión a la búsqueda y administración de la droga, la pérdida del control en la 

limitación de la autoadministración y la emergencia del estado emocional negativo que 

sobreviene cuando el acceso a la droga está imposibilitado (Koob y Le Moal, 2008). La 

adicción a las drogas puede ser vista como el resultado de una serie de eventos neuronales 

que llevan al individuo desde el uso voluntario y ocasional de una droga hasta a la pérdida 

del control sobre este comportamiento, llegando a la compulsión por su uso (Everitt y col., 

2008). 

Aunque muchos individuos están expuestos a drogas de abuso, sólo una parte de 

ellos experimenta la pérdida del control sobre su consumo y la compulsión por la búsqueda 

y administración de la misma, que definen al estado de adicción. La entrada en este estado 

está fuertemente influenciada tanto por la constitución genética individual y por el contexto 

psicológico y social en el cual ocurre la exposición a la droga. La hipótesis central en el 

campo de la adicción es que la exposición a una amplia variedad de estímulos ambientales, 

interactuando con la constitución genética de un individuo, determina la respuesta inicial a 

las drogas de abuso, mientras que también los factores genéticos y ambientales, 

conjuntamente con las neuroadaptaciones cerebrales que resultan de la exposición repetida 

a la droga, juegan en su conjunto un rol clave en el desarrollo de la adicción (Nestler, 2004; 

2001; Vink y col., 2005; Jean Bierut, 2011). Es por esto que la constitución genética de un 

individuo resulta determinante no solo en la respuesta inicial ante la exposición a una droga 

sino que también podría establecer la transición desde el uso recreacional de la misma al 

estado de adicción, y explicaría también porqué determinados factores ambientales (ej. 
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estrés) impactan de una u otra manera en el individuo para incrementar el riesgo a 

desarrollar adicción. 

Los genes específicos que confieren la susceptibilidad a la adicción a cocaína u 

otras drogas de abuso en los seres humanos aún no se conocen con exactitud, aunque 

determinados autores postulan que estos genes son aquellos afectados tras el consumo de la 

droga (ej.: genes que codifican para determinados factores de transcripción y péptidos 

opioides) (Nestler y col., 2008; McClung y Nestler, 2008). Se cree que las alteraciones en 

los patrones de expresión de genes inducidos por una droga a lo largo de los sistemas de 

recompensa del cerebro son un mecanismo potencial para mediar la adicción a la misma y 

son responsables de las alteraciones neuroquímicas y moleculares que caracterizan a la 

adicción (Nestler, 2001). En este sentido, en los últimos años numerosas líneas de 

investigación sugieren que la exposición crónica a las drogas de abuso causa adaptaciones 

bioquímicas y moleculares a largo término que resultan en cambios neuroplásticos 

perdurables en los circuitos cerebrales. Dichas neuroadaptaciones sentarían las bases 

neurobiológicas para explicar la estabilidad de los trastornos conductuales que caracterizan 

al proceso adictivo, tales como el consumo compulsivo de la droga y la recaída después de 

largos períodos de abstinencia (Nestler y col., 1997; White y Kalivas, 1998). La atención se 

ha centrado principalmente en los efectos de diversas drogas de abuso en áreas corticales y 

subcorticales, incluyendo el circuito dopaminérgico mesolímbico y mesocortical. 

Particularmente, el papel de los sistemas de neurotransmisión glutamatérgico y 

dopaminérgico, así como su interacción dentro de dichos circuitos, han recibido especial 

atención en la determinación los cambios neuroplásticos relacionados con el consumo de 

cocaína. A nivel molecular, se ha demostrado que la activación de los sistemas 

glutamatérgicos y dopaminérgicos tras la administración repetida de cocaína, afectan vías 

de señalización intracelulares específicas, producen alteraciones en la expresión de 

receptores y cambios en la expresión de genes dentro de los circuitos neuronales que 

conforman, lo que conduce a la sensibilización de los efectos de la droga (Robinson y 

Berridge, 1993) y a otras alteraciones conductuales observadas en la adicción. 

SISTEMA DOPAMINÉRGICO MESOCORTICOLÍMBICO 

Síntesis, almacenamiento y liberación de dopamina 
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La dopamina se origina a partir del aminoácido L-tirosina. La enzima tirosina 

hidroxilasa (TH) es la encargada de transformar este aminoácido en L-dihidroxifenilalanina 

(L-DOPA), siendo éste el paso limitante de la síntesis de catecolaminas. Por acción de la 

enzima decarboxilasa de aminoácidos aromáticos (DOPA-decarboxilasa), L-DOPA es 

transformada en dopamina (Figura 1A).  

En la neurona, la actividad de la enzima TH está regulada por los niveles de 

catecolaminas presentes (inhibición por producto final), por la disponibilidad del cofactor 

tetra-hidrobiopterina y por la activación de los receptores pre-sinápticos tipo D2. Una vez 

sintetizada, la dopamina es incorporada a las vesículas a través de un transportador de alta 

afinidad, denominado transportador vesicular de monoaminas (VMAT2), que funciona 

acoplado a una bomba de protones dependiente de la hidrólisis de ATP. Ante la llegada de 

un potencial de acción a la terminal pre-sináptica, la entrada de Ca
2+

 promueve la fusión de 

las vesículas con la membrana sináptica, provocando la descarga del neurotransmisor al 

espacio sináptico. Luego de su liberación, existen varios mecanismos que se encargan de 

eliminar el neurotransmisor de la hendidura sináptica. El transportador de dopamina (DAT) 

presente en la neurona pre-sináptica, posee un rol fisiológico clave en la inactivación y 

reciclado de la dopamina liberada en la hendidura sináptica, a través del transporte activo 

de este neurotransmisor desde la hendidura sináptica hacia la neurona pre-sináptica. El 

DAT incorpora la dopamina del espacio extracelular al citosol utilizando energía de un 

gradiente iónico de Na
+
/Cl

-
 (Kahlig y Galli, 2003). Una vez recaptada, la dopamina puede 

ser almacenada en las vesículas para su reutilización, o degradada por la enzima 

monoaminooxidasa (MAO).  

La dopamina activa a dos familias de receptores acoplados a proteínas G: los 

receptores dopaminérgicos del grupo D1 (acoplado a proteína G excitatoria) y receptores 

dopaminérgicos del grupo D2 (acoplado a proteína G inhibitoria) (Figura 1). La familia de 

receptores D1 está compuesta por los subtipos de receptores D1 y D5, mientras que la 

familia D2 está compuesta por los subtipos D2, D3 y D4. Los receptores D1 y D2 son los 

más abundantes en el cuerpo estriado dorsal y ventral. Los receptores D1 están acoplados a 

proteína excitatoria (Golf o Gs). Tras su activación por dopamina, se produce una 

estimulación de enzima adenilato ciclasa (AC) con un incremento en los niveles de cAMP 

intracelular. Estos receptores se ubican en la post-sinápsis. Los receptores D2 inhiben la 
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actividad de la enzima AC por medio de la proteína inhibitoria (Gi o Go) provocando la 

apertura de canales de K
+
, inactivando canales de Ca

++
 dependientes de voltaje y 

estimulando a la enzima fosfolipasa C (PLC). Existen a su vez dos variantes de estos 

receptores denominados D2s que son autoreceptores y D2l que se ubican post-

sinápticamente. 

 

Figura 1 A Terminal dopaminérgica mostrando la síntesis, almacenamiento, liberación y recaptación de 

dopamina. En la figura también se ilustran las dos familias de receptores dopaminérgicos (D1 y D2) B 

Terminal dopaminérgica mostrando el sitio de acción de cocaína. DA: dopamina. TH: Tirosina-hidroxilasa. 

DAAL: decarboxilasa de aminoácidos aromáticos tipo L. DAT: Transportador de dopamina. VMAT-2: 

Transportador vesicular de monoaminas. MAO: monoaminooxidasa. COMT: catecol-o-metil transferasa. 

Psicoestimulantes: cocaína 

Cocaína es un alcaloide que se extrae de las hojas de la planta de coca (Erythroxylon 

coca). Dichas hojas poseen 14 alcaloides naturales dentro de los cuales el más conocido es 

la cocaína. La cocaína se comporta como una amina simpático-mimética de acción 

indirecta, es decir, es capaz de remedar las acciones de las catecolaminas no actuando 

http://es.wikipedia.org/wiki/Erythroxylum_coca
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directamente sobre los receptores adrenérgicos o dopaminérgicos, sino aumentando la 

disponibilidad del neurotransmisor en la hendidura sináptica. Cocaína es un potente 

inhibidor de la recaptación de dopamina de la terminal nerviosa ya que bloquea a su 

transportador (DAT), dificultando su reingreso a la terminal pre-sináptica y produciendo así 

un aumento en su disponibilidad dentro de la hendidura sináptica (Figura 1B). De esta 

manera aumenta considerablemente la transmisión dopaminérgica, ya que la dopamina 

liberada al no ser recaptada continúa estimulando a la neurona post-sináptica al 

interaccionar con sus receptores específicos. En estudios realizados con ratones 

genéticamente deficientes en este transportador, se observó que la administración de 

cocaína no produce efectos conductuales ni bioquímicos. Por lo tanto, el DAT es necesario 

para la acción farmacológica de la cocaína ya que al bloquearlo, uniéndose de manera 

específica y con gran afinidad, inhibe la recaptación de dopamina. 

Dado que las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo también liberan dopamina 

de sus dendritas (Cheramy y col., 1981; Beckstead y col., 2004) el bloqueo del DAT 

provoca un aumento de dopamina en el Area Tegmental Ventral (ATV), así como en el 

Núcleo Accumbens (NAc) y la Corteza Prefrontal (CPf). Los psicoestimulantes también 

disminuyen la tasa de disparo de las neuronas dopaminérgicas a través de la auto-inhibición 

mediada por el receptor dopaminérgico D2 (Chen y Reith, 1994). Debido a que el bloqueo 

de la recaptación de dopamina supera la consecuente reducción en la frecuencia de disparo 

de las células dopaminérgicas, el resultado neto es un incremento en los niveles de 

dopamina. Esto genera un marcado efecto estimulante psicomotor el cual se traduce en 

euforia, aumento del estado de alerta y vigilia y actividad motora junto con una 

estimulación del sistema nervioso autónomo simpático. 

Vías dopaminérgicas centrales 

Las neuronas dopaminérgicas centrales están organizadas dentro tres núcleos 

principales: el ATV, la sustancia nigra y el núcleo arcuato. Los cuerpos neuronales que 

integran estos núcleos dan origen a fibras que conforman dos vías principales, la 

mesocorticolímbica y la nigroestriatal que nacen en el cerebro medio y proyectan hacia el 

cerebro anterior y las áreas corticales, y un tracto menor, el tuberoinfundibular, de 

proyecciones más cortas (Cooper y col., 1996).  
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La vía mesocorticolímbica se origina en el ATV del cerebro medio, y luego se 

divide dando la vía mesocortical, que proyecta hacia CPf, corteza cingulata y corteza 

entorrinal, y la vía mesolímbica, que proyecta rostralmente hacia NAc, tubérculo olfatorio, 

corteza piriforme, amígdala e hipotálamo lateral (Le Moal y Simon, 1991). A su vez, CPf, 

amígdala, tálamo dorsomedial e hipocampo envían proyecciones al NAc, y éste a su vez a 

ATV y al núcleo ventral pálido (Figura 2, en azul). En su conjunto, la vía 

mesocorticolímbica está relacionada con procesos emocionales y cognitivos, y con el 

sistema de recompensa (Koob y col., 1994). 

 

Figura 2. Vía dopaminérgica mesocorticolímbica (en azul). Vía dopaminérgica nigroestriatal (en verde) 

La vía nigroestriatal está formada por neuronas que proyectan desde la sustancia 

nigra, cercana al ATV, hacia el estriado dorsal, cercano al NAc (Figura 2, en verde). Esta 

vía tiene un rol fundamental en la ejecución de conductas motoras (Swerdlow y col., 1986). 

Finalmente, el tracto tuberoinfundibular es un sistema neuroendócrino compuesto 

por neuronas dopaminérgicas más cortas, ubicadas en el núcleo arcuato del hipotálamo, que 

proyectan hacia el lóbulo intermedio de la hipófisis y el final de la eminencia media. La 

liberación de dopamina en la hipófisis anterior inhibe la síntesis y liberación de prolactina y 

estimula la liberación de la hormona de crecimiento. La disrupción de esta vía puede 

conducir a trastornos neuroendócrinos.  

El circuito de la motivación 
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Las vías mesocorticolímbica y nigroestriatal están relacionadas entre sí en un 

circuito anatómico y funcional permitiendo un flujo discreto de la información desde el 

sistema límbico hacia los sistemas motores piramidal y extrapiramidal (Figura 3). 

Los núcleos del sistema límbico incluyen la amígdala, el hipocampo, y la corteza 

medial prefrontal los cuales envían proyecciones glutamatérgicas hacia el NAc, 

estimulando todos los subtipos neuronales de esta área cerebral (Pierce y Kalivas, 1997a; 

Vanderschuren y Kalivas, 2000). Las neuronas GABAérgicas del NAc envían proyecciones 

al núcleo ventral pàlido, ATV y sustancia nigra. Tanto ATV como sustancia nigra inervan 

el tálamo dorsal medial y éste último envía proyecciones glutamatérgicas hacia CPf 

cerrando el circuito. Además ATV envía proyecciones dopaminérgicas hacia NAc, 

amígdala, CPf, núcleo ventral pálido y el núcleo del lecho de la estria terminal (BNST).  

Este circuito neuronal conocido como “circuito de la motivación” tiene un papel 

consecuente en la traducción de estímulos biológicamente relevantes en respuestas 

conductuales adaptativas y se ha demostrado que los núcleos interconectados que lo 

conforman actúan en conjunto para permitir la expresión de las respuestas conductuales a 

estímulos farmacológicos o ambientales. Así, el sistema límbico está involucrado en los 

fenómenos de motivación y emoción, y el circuito motor en los fenómenos de activación y 

modulación de respuestas motoras a estímulos que satisfacen necesidades homeostáticas 

internas (Koob y Le Moal, 2008). Ambas vías dopaminérgicas (mesocorticolímbica y 

nigroestriatal) que conforman el circuito han sido asociadas con la función motora y la 

respuesta de iniciación, y son responsables de las acciones psicoestimulantes de cocaína.  
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Figura 3. El circuito de la motivación. El panel A muestra la topografía de las interconexiones entre los 

subnúcleos del circuito e ilustra cómo la información puede progresar desde el sistema límbico a los sistemas 

motores piramidales y extra-piramidales. El panel B ilustra una versión simplificada del circuito y muestra el 

neurotransmisor de las principales proyecciones. DA, dopamina; GABA, g-aminobutírico; GLU, glutamato; 

Tálamo MD, tálamo dorsal medial; S Nigra, sustancia nigra; VP, pálido ventral; ATV, área tegmental ventral; 

CPfv, corteza prefrontal ventral; CPfd, corteza prefrontal dorsal. 

Organización estructural y celular del núcleo accumbens y estriado dorsal. 

Dentro del circuito de la motivación, el NAc (estriado ventral) es considerado una 

interface que modula el paso de información entre los distintos núcleos cerebrales (Koob y 

Le Moal, 1997; Wolf, 2002). Se divide en dos subregiones denominadas NAc core, que 

rodea la comisura anterior y el NAc Shell que es la región ventral y medial al core. El NAc 

Shell, cercano a la amígdala extendida, estaría involucrado en la regulación de la 

motivación y el reforzamiento (Di Chiara e Imperato., 1998) mientras que el NAc core, 

relacionado anatómica y funcionalmente al estriado dorsal, estaría involucrado en la 

integración sensorio-motora. Así en el NAc ocurriría la transición de la información 

emocional a la ejecución de una respuesta motora. 

El NAc se compone de múltiples tipos de células neuronales (Figura 4). El 95 % de 

las neuronas corresponden a neuronas espinosas medianas (MSN) GABAérgicas, que se 
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diferencian entre aquellas que expresan receptores dopaminérgicos del tipo D1 junto con 

dinorfina y sustancia P, y las que expresan receptores dopaminérgicos D2 junto con 

encefalina. Cerca del 1-2 % de las neuronas del NAc son interneuronas colinérgicas, y un 

número similar corresponde a interneuronas GABAérgicas. Las aferencias excitatorias 

glutamatérgicas que llegan al NAc son moduladas por aferentes dopaminérgicas 

provenientes del ATV, y por los péptidos opioides endógenos que son expresados a nivel 

local y también liberados por aferencias neuronales provenientes de otras áreas cerebrales. 

Los cannabinoides también tienen un papel regulador dentro del NAc, actuando 

principalmente a nivel local por inhibición de la funcionalidad de las sinapsis 

glutamatérgicas (Robison y Nestler, 2011). 

 

Figura 4. Organización celular dentro del núcleo accumbens. (Modificado de Robison y Nestler, 2011) 

A diferencia de la región ventral del estriado, la zona dorsal es un área crítica para la 

integración y la regulación de la actividad motora y las funciones cognitivas que están 

mediadas por interacciones entre aferentes dopaminérgicas (provenientes de la SN), 

glutamatérgicas corticales y neuronas intrínsecas que residen en parches (estriosomas) o 

compartimentos de la matriz estriatal (Gerfen, 1985; Parent y Hazrati, 1995). Similar al 
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NAc, el estriado dorsal está compuesto por MSN, así como interneuronas colinérgicas y 

GABAérgicas, que expresan diferentes neuromoduladores y receptores (Angulo y 

McEwen, 1994; Holt y col., 1997). 

Participación del circuito de la motivación en los efectos estimulantes y de recompensa 

de las drogas de abuso 

Evolutivamente el circuito de la motivación ha asegurado la supervivencia al asociar 

funciones vitales con un estado emocional positivo. Este circuito se activa por estímulos o 

actividades tales como la alimentación, el sexo y la estimulación social. Cuando se libera 

dopamina en el NAc, las células de este centro límbico responden generando una sensación 

de placer y satisfacción. La función natural de esta respuesta es mantener al individuo 

enfocado en aquellas actividades que promueven las metas básicas de la supervivencia y la 

reproducción.  

Las drogas de abuso mediante diferentes mecanismos usurpan este circuito y 

comparten con los reforzadores naturales la capacidad de activar la neurotransmisión 

dopaminérgica (Koob y Le Moal, 1997; Koob y Nestler, 1997), pero a diferencia de estos, 

lo hacen de una manera más intensa y persistente y sin estar asociado a resultados 

conductuales productivos.  

Existe evidencia considerable que muestra una desregulación del sistema 

dopaminérgico mesocorticolímbico tras la administración repetida de diferentes drogas de 

abuso. A pesar de sus diferencias moleculares y estructurales, drogas tales como alcohol, 

nicotina, opiáceos, cannabinoides y psicoestimulantes producen un aumento en los niveles 

extracelulares de dopamina en el NAc (Di Chiara y col., 1993a), lo cual ha sido asociado 

con su efecto reforzante. 

Por otra parte, se ha demostrado que el incremento de la transmisión dopaminérgica 

a nivel de la vía mesocorticolímbica no sólo es un mecanismo crítico para los efectos 

reforzantes de las drogas de abuso sino que también media la activación motora inducida 

por los psicoestimulantes (Kalivas y Duffy, 1990a). Es así que el incremento extracelular 

de dopamina en el NAc estaría asociado a dos importantes efectos farmacológicos de los 

psicoestimulantes: el efecto estimulante motor y el efecto reforzante, los cuales son 

considerados elementos críticos para el abuso potencial de esta droga. 



Introducción 

 

 

15 
 

Conjuntamente con el sistema dompaminérgico, otro sistema neuroquímico, el 

sistema opioide endógeno (SOE), ocupa una posición central dentro del circuito de la 

motivación y desempeña con el sistema dopaminérgico, un importante papel en los cambios 

adaptativos producidos por los psicoestimulantes y otras drogas de abuso (LeMerrer y col., 

2009; Trigo y col., 2009). 

EL SISTEMA OPIOIDE ENDÓGENO (SOE) 

El SOE es un sistema neurobiológico compuesto por receptores (receptores 

opioides) y sustancias transmisoras (péptidos opioides endógenos), los cuales están 

ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central y periférico. Su amplia distribución 

se encuentra relacionada con las múltiples funciones fisiológicas que media, tales como la 

regulación de los circuitos neuronales de la nocicepción, de la motivación y del aprendizaje 

y la memoria (Bodnar y col., 2008). Este sistema también regula otras funciones 

fisiológicas tales como la respuesta a estrés, la función respiratoria y gastrointestinal, así 

como también la función endócrina e inmune. 

Receptores opioides  

Las similitudes estructurales entre todas las sustancias de acción opiácea y el 

descubrimiento de los agonistas, antagonistas y agonistas mixtos (Tabla 1), generaron el 

concepto de los receptores de opiáceos. Se distinguen los receptores de tipo µ, los cuales 

tras su activación producen analgesia, hipotermia y miosis, entre otros efectos. El de tipo κ, 

que induce depresión de los reflejos flexores y sedación, entre otros y de tipo σ que induce 

taquicardia, delirio, y aumento de la frecuencia respiratoria tras su activación. Más tarde, se 

identificó un cuarto tipo de receptor opioide llamado δ (Lord y col., 1977). La investigación 

adicional reveló que el receptor de tipo σ no es opioide en la naturaleza, ya que no guarda 

similitudes estructurales con el resto de los receptores, dejando tres familias principales de 

receptores opioides: la familia µ-, δ- y κ-opioide. Estos son receptores de siete dominios 

transmembrana pertenecientes a la familia de receptores acoplados a la proteína G. La 

unión de un agonista opioide a su receptor inicia la activación de la proteína G, que resulta 

en la disociación de la subunidad Gαi del dímero inhibidor Gβγ (Law y col., 2000). Las 

subunidades Gαi y Gβγ disociadas median el accionar de un conjunto de efectores que 
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incluye: la inhibición de la actividad de la AC, la inhibición de la apertura de canales de 

Ca
++

 tipo N y L, la apertura de canales de K
+
 rectificadores, la activación de proteínas-

quinasas activadas por mitógenos (MAPK), la proteína fosfatidilinositol 3-quinasa (Pi3K) y 

la PLC, tal como se observa ilustrado en la Figura 5. 

 

Figura 5. Receptor opioide y sus efectores intracelulares. MAPK: proteín quinasas activadas por mitógeno. 

PLC: Fosfolipasa C. Pi3K: Fosfatidil inositol 3 quinasa. AC: Adenilato ciclasa. 

 Estos efectores controlan importantes vías intracelulares de transducción de señales 

que regulan las respuestas celulares y la expresión génica. Los efectos en la membrana 

celular tras la activación de los receptores opioides, reducen tanto la excitabilidad neuronal 

(ya que al incrementarse la conductancia de K
+
 se hiperpolariza la membrana) como la 

liberación del neurotransmisor (debido a la inhibición de la entrada de Ca
++

). El efecto es, 

por consiguiente, una inhibición celular. No obstante, su activación puede aumentar la 

actividad de determinadas vías neuronales, por la supresión de la descarga de interneuronas 

inhibitorias. 

Los receptores opioides se distribuyen ampliamente dentro del sistema nervioso 

central (SNC) (Mansour y col., 1995a). Pueden estar ubicados a nivel pre o post-sináptico, 

en aferentes glutamatérgicos, GABAérgicos, dopaminérgicos o colinérgicos. Su 

localización a nivel pre-sináptico está asociada con la inhibición de la liberación del 
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neurotransmisor principal de la célula. A nivel post-sináptico pueden co-localizar con 

receptores que responden a neurotransmisores excitatorios sugiriendo su participación en 

mecanismos comunes de transducción de señales. Por ejemplo, se ha reportado que los 

receptores µ-opioides pueden aumentar las respuestas post-sinápticas tras la estimulación 

del receptor glutamatérgico N-metil D-aspartato (NMDA) (Martin y col., 1997). Así, la 

respuesta global tras la activación de un receptor opioide, dependerá no solo de la 

concentración y duración de la actividad del agonista sobre el mismo, sino también de su 

localización celular dentro de un determinado circuito neuronal. 

 

Tabla 1. Selectividad y afinidad de los distintos fármacos opiáceos y péptidos opioides endógenos por los 

diferentes receptores. Los símbolos + representan actividad agonista, los símbolos - denotan actividad 

antagonista, P indica actividad agonista parcial. El número de símbolos + o – es un indicador de la 

selectividad y potencia de cada droga sobre el receptor. 

Péptidos opioides endógenos. 



Introducción 

 

 

18 
 

La búsqueda de sitios de unión a opiáceos, alentó la investigación de compuestos 

endógenos con acción opiácea. El primer péptido opioide endógeno en ser aislado y 

caracterizado fue la encefalina (Hughes y col., 1975). Posteriormente se aislaron las β-

endorfinas (Bradbury y col., 1976) y las dinorfinas (Goldstein y col., 1979; 1981).  

Los opioides endógenos son generados por procesamiento enzimático a partir de 

tres moléculas precursoras: pro-opiomelanocortina (POMC), proencefalina, y prodinorfina 

(Nakanishi y col., 1979; Kakidani y col., 1982; Noda y col., 1982) (Figura 6). Cada uno de 

estos precursores tiene un patrón único de distribución anatómica en todo el SNC y en 

órganos periféricos. El lóbulo anterior y neurointermedio de la glándula pituitaria son los 

principales sitios de biosíntesis de POMC. En el cerebro, hay dos núcleos que contienen las 

neuronas POMC: el núcleo arcuato del hipotálamo y el núcleo del tracto solitario. 

Proyecciones generalizadas de estas neuronas están presentes en todo el SNC. Las neuronas 

que contienen proencefalina y prodinorfina se distribuyen ampliamente por todo el SNC 

formando circuitos encefalinérgicos y dinorfinérgicos locales y neuronas de proyección. 

 

Figura 6. Características estructurales de pro-neuropéptidos opioides. Dentro de la estructura de las proteínas 

precursoras, los neurotransmisores peptídicos activos están flanqueados por residuos básicos que representan 

sitios de procesamiento proteolítico para generar neuropéptidos activos. Las proteínas precursoras se muestran 

para pre-proencefalina, pre-prodinorfina y pre-proopiomelanocortina.  

La β-endorfina y las encefalinas, mostraron inducir acciones similares a la morfina en una 

serie de procedimientos de ensayo in vivo e in vitro. La administración repetida de β-

endorfina produce tolerancia a su acción analgésica (Van Ree y col., 1976). Por otra parte, 
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β-endorfinas y las encefalinas fueron auto-administradas por animales de laboratorio, lo 

que indica las propiedades reforzantes y el potencial adictivo de estas sustancias (Belluzzi y 

Stein, 1977; Goeders y col., 1984). Por lo tanto, los opioides endógenos pueden compartir 

todas sus acciones opioides típicas con la morfina, tanto después de su administración 

aguda o crónica. 

Los péptidos opioides endógenos exhiben diferente afinidad para los distintos 

receptores opioides (Tabla 1): β-endorfina se une con alta afinidad a los receptores µ-

opioides, y con menor afinidad a los receptores δ y κ-opioides. Las encefalinas tienen alta 

afinidad por los receptores δ-opioides, pero también poseen buena afinidad por los 

receptores µ-opioides. Las dinorfinas se unen con gran afinidad a los receptores κ-opioides, 

aunque también demostraron buena afinidad por los receptores δ- y µ-opioides. (Mansour y 

col., 1995b) 

Proencefalina y péptidos derivados: sistema encefalinérgico. 

La proencefalina se ha conservado sustancialmente desde el Xenopus hasta el ser 

humano. Dicha proteína, es la molécula precursora de los pentapéptidos metionina-

encefalina (met-encefalina), un pentapéptido formado por Tyr-Gly-Gly-Phe-Met, la 

leucina-encefalina (leu-encefalina), formada por la misma secuencia de aminoácidos, pero 

con leucina en lugar de metionina y varias formas extendidas de estos dos pentapéptidos 

(ej.: met-encefalina-Arg-Phe y met-encefalina-Arg-Gly-Leu). 

Síntesis, almacenamiento y liberación. 

El gen que codifica para la proencefalina está compuesto por tres o cuatro exones 

equivalentes, ya sea en ratones o humanos, respectivamente. En todos los casos, al 

transcribirse el gen se genera un ARNm transcripto primario que, al comenzar su 

traducción, da lugar a una proteína mayor llamada pre-proencefalina (Figura 7A). Los 

primeros 24 aminoácidos de la misma corresponden a una secuencia o péptido señal que le 

permite entrar a la vía secretoria y que luego será eliminada co-transduccionalmente al 

ingresar al retículo endoplásmico (Sabol y col., 1983). La proteína resultante ingresa al 

aparato de Golgi y luego es almacenada en vesículas secretoras, denominadas vesículas de 

centro denso (DCV) (Cheng y col., 1995) o gránulos secretorios inmaduros para luego 
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transformarse en gránulos maduros conteniendo los neuropéptidos activos y listos para ser 

liberados (Figura 7B).  

Para generar péptidos biológicamente activos, la proencefalina debe sufrir un 

procesamiento enzimático post-traduccional que puede incluir fosforilación, glicosilación, 

sulfatación, metilación, acetilación y un proceso proteolítico (Lindberg y col., 1991). Las 

enzimas encargadas del procesamiento proteolítico de proencefalina son las convertasas de 

pro-hormonas (PC1/3 y PC2), Catepsina L y Arg/Lys aminopeptidasas localizadas en las 

vesículas secretorias (Seidah y Prat, 2002; Hook y col., 2008; Yasothornsrikul y col., 1998; 

2003). Los péptidos derivados del procesamiento de proencefalina almacenados en las 

DCV son liberados por exocitosis en respuesta a una depolarización neuronal prolongada. 

Finalmente, peptidasas específicas (encefalinasas) son las encargadas de degradar la 

encefalina en el espacio extracelular luego de ser liberada. También se ha descripto un 

posible mecanismo de recaptación de encefalina a nivel de la terminal nerviosa (Roy y col., 

1982).  

A nivel del cuerpo estriado (dorsal y ventral) la síntesis de encefalina se encuentra 

regulada por los neurotransmisores dopamina, acetilcolina y glutamato (Liste y col., 1999; 

Lucas y Harlan, 1995). Se ha observado que drogas psicoestimulantes (cocaína y 

anfetamina) las cuales inducen un incremento en los niveles de dopamina en el NAc, 

aumentan la expresión del ARNm de proencefalina en dicha área cerebral (Hurd y col., 

1992; Wang y McGinty, 1995), a través de un mecanismo mediado por receptores 

dopaminérgicos D1/D2 (Wang y McGinty, 1996). Se ha demostrado que agonistas 

muscarínicos estimulan, mientras antagonistas muscarínicos inhiben el aumento inducido 

por psicoestimulantes en la expresión del ARNm para proencefalina (Lucas y Harlan, 

1995), sugiriendo que los aumentos en la liberación de Ach inducida por psicoestimulantes 

modulan la expresión de proencefalina en el cuerpo estriado, a través de un mecanismo 

mediado por los receptores muscarínicos localizado en las neuronas encefalinergicas 

estriatales (Wang y McGinty, 1997). Además de dopamina y acetilcolina, glutamato 

también controla la expresión de proencefalina en el cuerpo estriado: el bloqueo de 

receptores glutamatérgicos de tipo α-amino-3-hidroxi-5metil-4-isoxiazolpropiónico 

(AMPA) y NMDA inhibe el aumento inducido por anfetamina en los niveles del ARNm 

para proencefalina (Liste et al, 1999; Mao y Wang, 2003). La síntesis de proencefalina 
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también puede encontrarse alterada por la acción de los péptidos opioides que poseen 

actividad agonística sobre receptores µ y δ, sugiriendo un mecanismo de autoregulación 

que controla la expresión de este neuropéptido a nivel del cuerpo estriado (González-

Nicolini y col., 2003; Chen y col., 2004). 

Figura 7. Síntesis de péptidos derivados del gen de proencefalina. A) Gen codificante para proencefalina, 

transcripto primario y proteína precursora de los péptidos met y leu-encefalina. B) Síntesis neuronal de 

péptidos opioides. 

Localización 

Proencefalina es el precursor de péptidos opioides más abundante y ampliamente 

distribuido en el cerebro. Se detecta ARNm para dicha proteína en toda la corteza, el 

tálamo, el sistema límbico y la región mesencefálica. 

En el cuerpo estriado (dorsal y ventral) las neuronas conteniendo encefalina 

corresponden a MSN GABAérgicas que expresan el receptor dopaminérgico D2, las cuales 

proyectan Al núcleo ventral pálido, pero también puede encontrarse en interneuronas 
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aespinosas intrínsecas de dicha área cerebral. A este nivel, los colaterales de las MSN 

forman una red local densa formando sinapsis funcionales con otras MSN. Estudios 

ultraestructurales han demostrado que las terminales axonales que contienen encefalina 

hacen sinapsis de tipo simétricas, y también asimétricas, con células nerviosas del cuerpo 

estriado, sugiriendo que encefalina liberada desde los colaterales de las MSN, también 

puede influenciar o modular la actividad intrínseca del circuito local que conforma 

(McCollum y col., 2012). 

Se ha demostrado que en el ATV encefalina principalmente co-localiza con GABA, 

tanto en terminales axonales que proyectan desde el núcleo ventral pálido, así como 

también en neuronas GABAérgicas intrínsecas de dicha área cerebral (Sesack y Pickel, 

1992; 1995). Estudios ultraestructurales han demostrado que las terminales axonales 

conteniendo encefalina en ATV pueden originarse a partir de otras fuentes, principalmente 

la CPf, el hipotálamo, amígdala o de los núcleos del rafe (Fallon y Leslie, 1986; Harlan y 

col., 1987). Las neuronas conteniendo encefalina en ATV forman sinapsis simétricas con 

dendritas de células nerviosas las cuales expresan receptores µ-opioides extrasinápticos y 

también con terminales axonales que contienen dicho receptor (Garzón y Pickel, 2002), los 

cuales se encuentran localizados preferentemente en células no dopaminérgicas, 

presumiblemente interneuronas GABAérgicas (Garzón y Pickel, 2001). Así, la localización 

ultraestructural de encefalina en ATV guarda correlación con la modulación que ejerce 

sobre la neurotransmisión mesolímbica.  

Influencia de encefalina sobre la neurotransmisión mesocorticolímbica. 

Hay un gran cuerpo de evidencias que demuestran que el SOE juega un papel clave 

en la regulación el estado de ánimo, los procesos de recompensa del cerebro y la 

modulación de los efectos conductuales y neuroquímicos de múltiples drogas de abuso. En 

consecuencia, los diferentes componentes del SOE se expresan ampliamente en los 

circuitos cerebrales de la recompensa. Particularmente, se sabe que encefalina puede 

influenciar robustamente la neurotransimisión dopaminérgica y glutamatérgica dentro del 

circuito de la motivación, participando conjuntamente con otros componentes del SOE en 

el balance de la neurotransmisión excitatoria e inhibitoria dentro de dicho circuito. 
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Así, encefalina liberada en ATV actúa sobre receptores µ-opioides localizados en 

interneuronas GABAérgicas las cuales están encargadas de regular la actividad de las 

células dopaminérgicas en esta área cerebral (Garzón y Pickel, 2002). La activación de los 

receptores µ-opioides hiperpolariza dichas interneuronas y consecuentemente da lugar a un 

incremento en la excitabilidad de las células  dopaminérgicas por desinhibición (Spanagel y 

col., 1990; 1992; Johnson y North 1992) (Figura 8).  

Encefalina también posee un rol permisivo sobre la liberación de dopamina a nivel 

del NAc (Dourmap y col., 1990). En esta área cerebral, los receptores µ-opioides están 

localizados preferentemente en la membrana extra-sináptica del soma y dendritas de las 

MSN que contienen receptores dopaminérgicos D1, y neuronas GABAérgicas aespinosas, 

correspondientes a interneuronas intrínsecas del NAc (Svingos y col., 1997; 1996), así 

como también en las terminales axonales de dichas células. Esta localización se 

corresponde principalmente con acciones inhibitorias post-sinápticos tras la activación del 

receptor µ-opioide en las neuronas locales y de proyección de esta área cerebral. En el NAc 

los receptores δ-opioides tienen una localización preferentemente pre-sináptica en aferentes 

glutamatérgicos y en interneuronas colinérgicas accumbales (Svingos y col 1998). Se ha 

reportado que análogos sintéticos de encefalina con alta afinidad por los receptores µ-

opioides [D-Ala2, N-Me-Phe4,Gly5-ol]-encefalina y δ-opioides [D-Pen2,5]-encefalina y 

[D-Ser2]Leu-encefalina-Thr6 administrados intra-NAc producen un incremento en los 

niveles extracelulares de dopamina en dicha área cerebral de una manera dependiente de la 

dosis administrada (Hiroshi y col., 2005; Hipólito y col., 2008; Yoshida y col., 1999). Los 

mecanismos propuestos para explicar este efecto, se basan en la acción de encefalina sobre 

receptores µ- y δ-opioides localizados en interneuronas GABAérgicas inhibitorias locales 

lo que provoca una hiperpolarización de las mismas y, consecuentemente, una reducción en 

la liberación de GABA (Jian y North 1992). Otro mecanismo involucra la activación de 

receptores µ- y δ-opioides localizados en interneuronas colinérgicas del NAc reduciendo la 

liberación de Ach (Mulder y col., 1984, Heijna y col., 1990), y facilitando la liberación de 

dopamina en dicha área cerebral a través un mecanismo indirecto (Britt y McGehee, 2008) 

(Figura 8).  



Introducción 

 

 

24 
 

 

Figura 8. Modulación ejercida por encefalina sobre el circuito mesocorticolímbico. VP: núclep ventral 

pálido, DA: dopamina, Ach: acetilcolina, Glu: glutamato, met-enc: metionina-encefalina, GABA: γ-

aminobutírico. M1 y M4: receptores muscarínico de acetilcolina tipo 1 y 4, respectivamente, nAch: receptor 

nicortínico de acetilcolina. 

Por otra parte, se ha reportado que análogos sintéticos de encefalina (D-Pen2, D-

Pen5-encefalina) al actuar sobre receptores δ-opioides pre-sinápticos, tendrían un rol 

permisivo en la liberación de glutamato en el cuerpo estriado. La activación de los 

receptores δ-opioides pre-sinápticos favorecería la liberación del neurotransmisor mediante 

un mecanismo directo, que involucra la formación de inositol 3 fosfato (IP3) y la 

movilización de Ca
++

 intracelular (Smart y Lambert, 1996), y por un mecanismo indirecto 

donde participan interneuronas colinérgicas estriatales. A su vez, el aumento en la 

liberación de dopamina inducida por encefalina, también dependería de la liberación de 

glutamato desde los aferentes corticales en respuesta a la estimulación de los receptores δ-

opioides pre-sinápticos (Billet y col., 2004). 
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De lo expuesto previamente, se puede catalogar al sistema encefalinérgico como un 

sistema neurobiológico complejo. Se expresa ampliamente en el SNC, estando presente en 

circuitos locales y en neuronas de proyección. Involucra numerosas moléculas incluyendo 

la proteína precursora y los péptidos derivados de su procesamiento, los cuales tienen 

actividad tanto sobre receptores δ-opioides como µ-opioides. Posee importantes funciones 

fisiológicas, entre las cuales la regulación de la neurotransmisión dopaminérgica y 

glutamatérgica dentro del circuito de la motivación sugiere un papel consecuente del 

sistema encefalinérgico en el desarrollo de conductas asociadas a la adicción a 

psicoestimulantes. 

SENSIBILIZACIÓN CONDUCTUAL A PSICOESTIMULANTES 

Muchas de las teorías propuestas para explicar el proceso de adicción postulan que 

los adictos consumen drogas por dos razones: para experimentar los efectos hedónicos 

positivos de la misma o para evitar los efectos aversivos de los síntomas de abstinencia 

(Markou y col., 1993). En otras palabras, la motivación de los adictos para consumir droga 

radica en el placer que les genera consumir la sustancia o aliviar los efectos no placenteros 

de la abstinencia. Sin embargo, los patrones compulsivos de búsqueda y administración de 

las drogas que caracterizan al proceso adictivo muchas veces no son motivados por el 

placer de consumir la droga o aminorar los síntomas de abstinencia. En este sentido, el 

concepto de sensibilización motivacional („incentive sensitization’ Robinson and Berridge, 

2001), postula que la sensibilización producida por las dogas genera una atribución 

excesiva de la saliencia motivacional (incentive-salience) responsable de los patrones 

compulsivos de búsqueda y administración de la droga. Esta teoría plantea que las drogas 

de abuso provocan cambios a largo plazo en los circuitos cerebrales normalmente 

involucrados en la motivación y la recompensa y estas neuroadaptaciones sensibilizan 

dichos circuitos cerebrales frente a la droga o estímulos asociados a ésta. Una de las 

evidencias de la sensibilización motivacional es la sensibilización conductual. 

Tanto en los humanos, como en animales de experimentación, la administración 

repetida e intermitente de drogas psicoestimulantes, como anfetamina y cocaína, produce 

respuestas conductuales progresivamente mayores a las observadas inicialmente, aún 
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después de semanas o meses luego de la última administración. Este incremento en los 

efectos conductuales de los psicoestimulantes se conoce como sensibilización conductual.  

El fenómeno de sensibilización conductual facilita la adquisición de la conducta de 

auto-administración de drogas (Piazza y col., 1989; Horger y col., 1990), constituyendo un 

factor relevante en los primeros encuentros con las mismas. También facilitaría la recaída 

ya que el fenómeno de sensibilización asociado al comportamiento de búsqueda 

compulsiva de la droga se ha planteado como uno de los mecanismos que ayuda a 

comprender la etapa de recaída. Así, la importancia de la comprensión de los mecanismos 

que subyacen a este fenómeno radica en el rol potencial que la sensibilización tiene sobre el 

desarrollo de la adicción, así como sobre la reincidencia al consumo después de largos 

períodos de abstinencia (Robinson y Berridge, 1993). 

El fenómeno de sensibilización se divide espacial y temporalmente en dos fases 

denominadas iniciación y expresión (Kalivas y Stewart, 1991; Pierce y Kalivas, 1997a).  

Iniciación de la sensibilización conductual a cocaína: eventos moleculares y 

neuroquímicos en ATV. 

La iniciación de la sensibilización inducida por los psicoestimulantes se define 

como una secuencia de eventos celulares de duración limitada que son precipitados por la 

administración aguda de la droga y que conducen a cambios duraderos en la función 

neuronal responsables de la sensibilización. 

Se ha postulado que la iniciación de la sensibilización conductual es el resultado de 

una cascada de eventos neuronales iniciados por el incremento transitorio en los niveles 

extracelulares de dopamina inducidos por cocaína en el ATV. Estos cambios en la 

capacidad de la cocaína para aumentar los niveles extracelulares de dopamina son 

transitorios, se observan un día después del cese de las inyecciones repetidas de cocaína, 

pero no 14 o 21 días después de la interrupción de la droga (Kalivas y Duffy 1993). Se ha 

demostrado que estos cambios transitorios en la transmisión dopaminérgica en el ATV se 

producen por una desensibilización de autoreceptores dopaminérgicos D2 (Gao y col., 

1998), y una consecuente salida de K
+
, que depolariza la célula dopaminérgica y promueve 

la liberación de dopamina somatodendrítica (Figura 9). Los receptores dopaminérgicos D1 

a nivel del ATV también están involucrados en la iniciación de la sensibilización 
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conductual. El aumento en los niveles de dopamina en el ATV durante el desarrollo de la 

sensibilización modula la liberación de glutamato en este núcleo mediante la estimulación 

de receptores dopaminérgicos D1 (Kalivas y col., 1995). Antagonistas de los receptores 

glutamatérgicos AMPA y NMDA bloquean la iniciación de la sensibilización a cocaína 

(Stewart y Druhan 1993; Wolf y Jeziorski 1993; Li y col., 1997). El glutamato liberado tras 

la estimulación de receptores D1 pre-sinápticos estimula a receptores AMPA y NMDA 

localizados en las células dopaminérgicas, lo que resulta en una entrada de Na
+
 y Ca

++
 y 

una consecuente depolarización neuronal. La entrada de Ca
++

 a través de los receptoes 

AMPA, NMDA y canales de Ca
++

 activados por voltaje, activan diferentes segundos 

mensajeros intracelulares, incluídos calmodulin-quinasa II (CaMKII) y MAPK, y 

finalmente afectan la expresión génica tras la activación de factores de transcripción. 

 

Figura 9. Eventos neuroquímicos y moleculares asociados a la iniciación de la sensibilización 

conductual inducida por cocaína en ATV. La liberación de dopamina somatodendrítica tras la 

desensibilización de autorreceptores D2 (1, 2 y 3) estimula los receptores D1 en las terminales 

glutamatérgicas (4), incrementando la liberación de glutamato (5). El glutamato liberado activa a receptores 

AMPA y NMDA (6) situados en el soma y dendritas de las células dopaminérgicas, incrementando la entrada 

de Ca
++ 

(7). La entrada de calcio a través de los receptores AMPA y NMDA activa segundos mensajeros tales 

como la CaMKII y la vía de señalización de las MAPK (8), alterando finalmente la expresión génica  a través 

de factores de transcripción tales como CREB (9) (Modificado de Licata y Pierce, 2003). 
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Expresión de la sensibilización conductual a cocaína. 

Las alteraciones neuroquímicas y moleculares transitorias que ocurren en el ATV y 

subyacen la iniciación de la sensibilización conductual, son transferidas al NAc donde 

ocurren los principales cambios neuroadaptativos que conllevan a la expresión de la 

sensibilización conductual ante una nueva exposición a la droga (Kalivas y Stewart, 1991; 

Pierce y Kalivas, 1997a). Así, esta nueva exposición es necesaria para poner de manifiesto 

el fenómeno de sensibilización que se inició con los primeros contactos con la droga. Los 

eventos neuronales de la expresión se asientan en diversos núcleos que conforman el 

circuito de la motivación, siendo el NAc, y también la CPf y el estriado dorsal las áreas más 

estudiadas dentro de las terminales dopaminérgicas de esta vía (Pierce y Kalivas, 1997a). 

Eventos neuroquímicos asociados a la sensibilización conductual inducida por 

cocaína. 

La expresión de la sensibilización conductual, observada a largo término, está 

asociada a un incremento en los niveles extracelulares de dopamina en el NAc: la re-

administración de cocaína en animales abstinentes a la droga, resulta en una respuesta 

sensibilizada de la actividad locomotora acompañada, generalmente, por un aumento en los 

niveles de dopamina en el NAc, en comparación al observado en animales tratados con 

vehículo (Figura 10B). 

Se han reportado alteraciones moleculares en el NAc que incrementarían la 

liberación de dopamina en dicha área cerebral, una de ellas es el aumento en la actividad de 

la CaMKII. Así, el incremento en la liberación de dopamina inducido por cocaína en 

animales sensibilizados podría deberse a un aumento en la acción de CaMKII sobre la 

disponibilidad para la exocitosis de vesículas de dopamina (Vanderschuren y Kalivas, 

2000). Estudios de microdiálisis in vivo, demuestran un incremento en la liberación de 

glutamato en animales sensibilizados (Kalivas y Duffy, 1998; Wolf y Xue, 1998) y una 

transmisión GABAérgica reducida en el ATV, lo que llevaría a un incremento en la 

liberación de dopamina observada en el NAc.  

El fenómeno de sensibilización inducido por cocaína está asociado con aumentos en 

los niveles extracelulares de glutamato (Williams y Steketee, 2004) y con alteraciones en la 

transmisión dopaminérgica en la CPf. Una abstinencia prolongada a cocaína está asociada a 
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un aumento en la transmisión dopaminérgica en la CPf (Sorg y col., 1997; Chefer y col., 

2000). Paralelamente a los cambios neuroquímicos, se observa una reducción de la 

funcionalidad de los receptores dopaminérgicos D2 y receptores glutamatérgicos 

metabotrópicos del grupo II (mGluR 2/3) (Bowers y col., 2004), reduciendo el tono 

inhibitorio de las neuronas de la CPf y permitiendo así una mayor excitabilidad de dichas 

células (Figura 10B). 

 

Figura 10. Principales cambios bioquímicos observados en el circuito mesocórticolimbico durante la 

expresión de la sensibilización (B) en comparación a la neurotransmisión normal de dicho circuito (A) 

La sensibilización conductual inducida por cocaína se asocia también con una 

reducción de los niveles basales de glutamato en el NAc, y con un incremento en la 

liberación del neurotransmisor ante la re-exposición a la droga (Pierce y col., 1996; Reid y 

Berger, 1996; Baker y col., 2002). Esta disrupción de la homeostasis de glutamato surge de 

una disminución de los niveles y actividad del intercambiador de cistina-glutamato, que 

intercambia cistina extracelular por glutamato intracelular y es la fuente de la mayoría de 

glutamato extracelular en el NAc (Figura 10B). Los niveles basales reducidos de glutamato 

optimizan la funcionalidad e incrementan la expresión del receptor de glutamatérgico 

AMPA (Boudreau y Wolf, 2005; Kourrich y col., 2007) (Figura 10B). El aumento de la 

liberación de dicho neurotransmisor al actuar sobre estos receptores promueve la expresión 

de la sensibilización conductual inducida por cocaína (Pierce y col., 1996; Ghasemzadeh y 

col., 2003). 

Eventos moleculares asociados a la sensibilización conductual inducida por cocaína. 
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La sensibilización conductual a cocaína está asociada a alteraciones moleculares 

observadas a largo término (aumento en la síntesis de determinadas proteínas y expresión 

de receptores), cambios epigenéticos (activación o represión transcripcional) y cambios 

morfológicos (en el número y forma de las espinas dendríticas) que median la naturaleza 

duradera del fenómeno. Estos eventos son activados por las señales dopaminérgicas y 

glutamatérgicas que convergen en el NAc generando alteraciones en la función neuronal 

responsables de los efectos a largo término inducidos por la administración repetida de 

cocaína (Figura 11A). 

Las neuroadaptaciones inducidas por cocaína no solo están asociadas al fenómeno 

de sensibilización conductual, estos cambios también median conductas asociadas a la 

búsqueda de droga, tales como la reinstalación de la conducta de preferencia a un sitio 

asociado a la droga, (Van der Kooy y col., 1987; Bardo y Bevins, 2000) y la 

autoadministración de cocaína (Schuster y Thompson, 1969; Brady, 1991). 

Entre los eventos moleculares presentes en el NAc que resultan persistentes en el 

tiempo y acompañan al fenómeno de sensibilización conductual se han reportado: 

 un incremento en la fosforilación de la proteín-quinasa regulada por señales 

extracelulares (ERK) 

 incrementos en la fosforilación de la proteína de unión a elementos de respuesta a 

AMP cíclico (CREB) 

 aumentos en el factor neurotrófico derivado del cerebro(BDNF) 

  inserción de subunidades GluR1 del receptor AMPA en la membrana celular 

La proteín-quinasa regulada por señales extracelulares (ERK) y su rol en la 

sensibilización conductual inducida por cocaína 

La cascada ERK 

ERK es un miembro de la familia de las MAPK, correspondientes a proteínas 

quinasas que se activan por estímulos extracelulares tales como neurotransmisores y 

factores de crecimiento. Las dos isoformas principales de ERK son la isoforma de 44 kDa 

(ERK1) y 42 kDa (ERK2). ERK es el único sustrato conocido de la proteín-quinasa MEK 

(de MAPK/ERK kinase). Inhibidores selectivos de MEK, tales como SL327, U0126 y 

PD98059 previenen la fosforilación de ERK1/2. MEK es fosforilada y activada por la 
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proteín-quinasa Raf; Raf se activa por proteínas G pequeñas pertenecientes a la familia Ras, 

y su activación depende de un incremento en el influjo de Ca
++ 

en la célula (Figura 11B).  

Activación de ERK como componente intracelular clave en las neuroadaptaciones 

asociadas a la sensibilización a cocaína. 

En las neuronas del cuerpo estriado, ERK2 es la enzima funcionalmente importante 

para los efectos inducidos por las drogas de abuso y es la isoforma que presenta una mayor 

activación tras la administración de psicoestimulantes (Valjent y col., 2005). La activación 

de ERK por psicoestimulantes puede ser bloqueada por antagonistas del receptor 

dopaminérgico D1. En el NAc, la activación de ERK en respuesta a cocaína se produce en 

las MSN que expresan dicho receptor. La activación de ERK por cocaína también involucra 

al receptor glutamatérgico NMDA. Es así que la interacción cooperativa entre estos dos 

receptores resulta en la fosforilación de ERK en esta área cerebral luego de cocaína 

(Gireault y col., 2008). 

Los mecanismos que involucran la fosforilación de ERK1/2 en las neuronas del 

NAc en respuesta a cocaína incluyen la activación canales de Ca
2+ 

tipo L y la vía de 

proteín-quinasa A (PKA) posteriormente a la estimulación de los receptores D1 por 

dopamina. El influjo de Ca
2+

 que resulta tras la activación de los receptores de NMDA y los 

canales de Ca
2+ 

tipo L, se traduce en la activación de la vía Ras/Raf/MEK (Figura 11B). 

BDNF también puede activar a ERK a través de la vía Ras, tras la estimulación de su 

receptor de tipo tirosín-quinasa B (TrkB). 

ERK fosforilada se detecta en dendritas y pericarion de las neuronas del NAc y 

rápidamente se acumula en el núcleo celular. La activación de ERK aumenta la 

excitabilidad de la membrana celular a través de la fosforilación de las subunidades de 

canales de K
+ 

(Kv4.2), lo que conduce a una disminución de las corrientes de K
+ 

hacia fuera 

de la célula, y en la inserción de subunidades GluR1 del receptor de AMPA en la 

membrana celular (Figura 11B). ERK también regula la expresión génica mediante el 

control directo e indirecto de la fosforilación de factores de transcripción y componentes de 

la cromatina. La translocación de ERK fosforilada al núcleo celular conduce a la activación 

de proteínas nucleares entre ellas, la proteín-quinasa activada por mitógenos y estrés 

(MSK1), la proteín-quinasa ribosomal S6 (RSK) y el factor de transcripción Elk-1. MSK-1 
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juega un papel crítico en la fosforilación del factor de trascripción CREB y la histona H3, y 

en la transcripción de numerosos genes, entre los cuales se encuentran los genes de 

expresión temprana (c-Fos), que se inducen de forma aguda en respuesta a la estimulación 

neuronal.  

En base a estas evidencias moleculares, existe un amplio acuerdo sobre la 

participación de ERK en la sensibilización conductual inducida por psicoestimulantes 

(Pierce y col., 1999; Valjent y col., 2005; Ferguson y col., 2006; Kim y col., 2011).En 

animales tratados crónicamente con cocaína o anfetamina, una dosis desafío con la droga 

aumenta significativamente los niveles de fosforilación de ERK2 en el NAc y estriado 

dorsal en comparación a lo observado en los animales control (Shi y McGinty 2007, 

Mattson y col., 2005). (Valjent y col., 2006). El bloqueo de la fosforilación de ERK por la 

administración sistémica o intra-NAc de inhibidores selectivos de MEK (UO126 o SL327) 

en animales tratados crónicamente con cocaína, impide la expresión de la sensibilización 

conductual cuando los mismos son administrados con una dosis desafío con la droga 

(Valjent y col., 2006; Kim y col., 2011). Las evidencias indican que cuando se activa 

ERK2, resultado de la interacción entre dopamina y glutamato en las MSN del NAc, coloca 

a la célula en un estado de „plasticidad permisiva‟, sugiriendo que la activación de ERK es 

un evento molecular clave involucrado en la sensibilización conductual inducida por 

cocaína y posee un papel consecuente en el desarrollo de otras neuroadaptaciones a largo 

término asociadas al fenómeno. 
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Figura 11 A y B. Eventos moleculares asociados a la sensibilización conductual inducida por cocaína. 

En el panel A se observa un esquema del circuito mesocórticolímbico ilustrando las señales extracelulares que 

convergen a nivel del NAc y activan los eventos moleculares subyacentes al fenómeno de sensibilización. El 

panel B muestra en detalle los mecanismos interconectados que se activan por dopamina, glutamato y BDNF 

luego de cocaína. 
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La proteína de unión a elementos de respuesta a AMP cíclico (CREB)y su rol en la 

sensibilización conductual inducida por cocaína. 

Diversos autores han propuesto que cambios en la transcripción génica a través de 

acciones sobre factores de transcripción, modificaciones de la cromatina y ARN no 

codificante podrían explicar la durabilidad de las alteraciones conductuales que subyacen el 

fenómeno de sensibilización y otros aspectos asociados al proceso adictivo. 

El mecanismo clásico de la regulación de la expresión génica es a través de las 

acciones de las drogas de abuso sobre los factores de transcripción. Aunque las neuronas 

contienen cientos de factores de transcripción, estudios sobre las neuroadaptaciones 

inducidas por cocaína se han centrado principalmente en un pequeño subgrupo de factores 

de transcripción, entre los cuales  se encuentra el factor de trascripción CREB. 

El factor de trascripción CREB 

CREB es un miembro de la superfamilia de factores de transcripción Bzip. Se 

compone de un dominio C-terminal básico que es responsable de su unión al ADN y un 

dominio leucina que media su propia dimerización o con otros miembros de la familia de 

factores de transcripción CREB, incluyendo a CREM (de cAMP response element 

modulator) y ATF-1 (de activator transcriptor factor 1). El sitio CRE (de consensus cAMP 

response element) al cual se unen los dímeros CREB consiste en una secuencia 

palindrómica TGACGTCA. Muchos genes tienen sitios CRE en sus promotores, 

incluyendo neuropéptidos, enzimas que sintetizan neurotransmisores, receptores de 

neurotransmisores, proteínas de señalización y otros factores de transcripción. Para mediar 

la trascripción, CRE requiere la activación de CREB a través de la fosforilación en un 

residuo serina-133. La fosforilación y la posterior activación de CREB es un sitio de 

convergencia de varias cascadas de transducción de señales, incluyendo la vía de AMPc a 

través de PKA yla vía Ras/ERK. La proteína de unión a CREB (CBP) se une 

posteriormente al dímero de CREB fosforilado y sirve como un adaptador para el complejo 

de iniciación de la transcripción.  

Los productos de los numerosos genes activados por CREB incluyen: otros factores 

de transcripción (por ejemplo, c-fos), mensajeros intracelulares, enzimas que sintetizan 

neurotransmisores (TH), factores tróficos (BDNF), los péptidos opioides endógenos 
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dinorfina y encefalina, y subunidades GluR1 del receptor glutamatérgico AMPA (Carlezon 

y col., 2005). 

La activación de CREB y su rol en cambios a largo término asociados a la 

sensibilización inducida por cocaína. 

Cocaína y otras drogas de abuso (por ejemplo anfetamina y opiáceos) aumentan la 

actividad de CREB medido por el aumento de su forma fosforilada (pCREB) en múltiples 

regiones del cerebro, incluyendo el NAc y el estriado dorsal (Carlezon y col., 2005; 

Edwards y col., 2007; Shi and McGinty, 2007; Mattson y col., 2005). 

A nivel celular, se ha demostrado que la expresión del fenómeno de sensibilización 

inducido por cocaína se asocia a una hipersensibilidad de receptores dopaminérgicos D1. 

Este efecto se acompaña de una consecuente hiperactividad de la vía del AMPc, mediada 

por un incremento en los niveles de AC y PKA (Henry y White, 1991; Terwilliger y col., 

1991). Animales tratados crónicamente con cocaína que recibieron un pre-tratamiento con 

8-bromo-AMPc, un análogo de AMPc que activa a PKA a nivel del NAc, muestran una 

mayor actividad locomotora en comparación a los animales pre-tratados con solución salina 

cuando son desafiados con cocaína. Utilizando un inhibidor de PKA se observa el efecto 

opuesto (Miserendino y Nestler, 1995). 

Se ha demostrado que la AC-1 y AC-8 son necesarias para la fosforilación de ERK 

y MSK-1. Después de un tratamiento con cocaína, no se observan incrementos en la 

señalización ERK/MSK-1 en las MSN del estriado de ratones knockout para AC-1/AC-8. 

Consecuentemente, los animales con esta mutación no expresan el fenómeno de la 

sensibilización conductual inducido por la droga (DiRocco y col., 2009). Así, tanto la 

activación de la vía AC/AMPc/PKA como la vía ERK/MSK-1 son necesarias para la 

fosforilación de CREB inducida por cocaína, y a su vez, la a activación de estas vías de 

señalización a nivel de la NAc tienen un rol clave en la sensibilización conductual inducida 

por la droga. 

Alteraciones en la expresión del receptor glutamatérgico AMPA y su participación en 

la sensibilización conductual inducida por cocaína. 
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Una de las principales neuroadaptaciones asociadas al fenómeno de sensibilización 

conductual inducido por cocaína, involucra cambios en la transmisión glutamatérgica 

mediada por el receptor AMPA.  

Los receptores AMPA median la mayoría de los efectos de la transmisión de tipo 

excitatoria del cerebro. Los cambios en la fuerza sináptica en muchas formas de plasticidad 

neuronal están mediadas por el tráfico de dicho receptor dentro y fuera de la sinapsis. 

Los receptores de AMPA son canales iónicos activados por ligando que se expresan 

ubicuamente en todo el cerebro. Los múltiples subtipos de receptores AMPA, se componen 

de diferentes combinaciones de subunidades denominadas GluR1-4, GluR1 y GluR2.La 

conversión de una glutamina por una arginina hace que el receptor AMPA que contenga 

subunidades GluR2 sea impermeable a Ca
++

. En el NAc, la mayoría de los receptores 

AMPA están conformados por asociaciones de subunidades GluR1 y GluR2 y una pequeña 

proporción de receptores formados por subunidades GluR1 y GluR3. La expresión de 

superficie de receptores AMPA en el NAc de animales sensibilizados a cocaína aumenta 

significativamente luego de 7, 14 o 21 días de abstinencia a la droga (Boudreau y Wolf 

2005; Boudreau y col., 2007; Ferrario y col., 2010), en comparación a lo observado en 

animales tratados con salina. Los receptores conteniendo subunidades GluR1 son la 

principal población de receptores AMPA que aumenta su expresión en la superficie celular 

del NAc luego de cocaína. La relación AMPA/NMDA también aumenta en respuesta a 

cocaína en dicha área cerebral transcurridos 14 días desde la última administración de la 

droga (Kourrich y col., 2007). Estos resultados bioquímicos y electrofisiológicos reflejan el 

mismo efecto: una facilitación en la transmisión sináptica en el NAc luego de cocaína, 

producto de un incremento tanto en la expresión como en la funcionalidad de los receptores 

AMPA en las MSN de dicha área cerebral. 

La estimulación de los receptores D1 aumenta rápidamente la expresión en 

superficie de los receptores AMPA y facilita la incorporación sináptica de estos receptores 

en las neuronas del NAc. Los animales sensibilizados a cocaína muestran un incremento en 

la fosforilación de ERK en paralelo con un aumento de la expresión en superficie de 

receptores AMPA en la NAc (Boudreau y col., 2007), indicando que la señalización de 

ERK es la responsable del aumento en la expresión de los receptores AMPA en el NAc de 

animales sensibilizados a cocaína. De acuerdo con los resultados bioquímicos, 
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microinyecciones de AMPA en el NAc producen una mayor respuesta en la actividad 

locomotora en los animales sensibilizados a cocaína en comparación con los controles, 

mientras que la inyección intra-NAc de CNQX, un antagonista del receptor AMPA, 

bloquea la expresión de la sensibilización conductual inducida por la droga (Pierce y col., 

1996; Ghasemzadeh y col., 2003). 

El incremento en la expresión de receptores AMPA en el NAc representaría una 

forma de plasticidad homeostática desencadenada por una hipoactividad inducida por 

cocaína en las regiones corticales que envían proyecciones de glutamatatérgicas al NAc. 

Así, el aumento en la expresión de receptores AMPA que acompaña la sensibilización 

conductual aumenta la capacidad de respuesta de MSN a las aferencias glutamatérgicas 

corticales.  

Alteraciones en los niveles del factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) y su 

rol en la sensibilización conductual inducida por cocaína. 

El factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) 

Los factores neurotróficos o neurotrofinas son pequeñas moléculas sintetizadas en el 

sistema nervioso, conocidas por su rol en la mediación de procesos tales como el 

crecimiento, la sobrevida y diferenciación neuronal durante el desarrollo del organismo. 

BDNF es una proteína de 13 KDa sintetizada en el cerebro en forma de pro-neurotrofina 

(proBDNF) que posteriormente es procesada por distintas enzimas tanto dentro como fuera 

de las neuronas y células gliales, dando la forma madura de la neurotrofina. Dicha molécula 

ejerce su efecto biológico a través de la unión y consecuente activación de su receptor, 

TrkB. Este evento es seguido de la activación de cascadas de señalización intracelular que, 

en el caso de los receptores Trks, pueden ocurrir por tres vías: PLC, MAPK, PI3K. Sin 

embargo, existen numerosas evidencias que demuestran la selectiva señalización de TrkB a 

través de MAPK en animales expuestos a cocaína.  

La expresión de BDNF varía a lo largo del sistema mesocórticolímbico. En el NAc, 

la expresión basal de esta neurotrofina es muy baja (Graham y col., 2007) estableciéndose a 

la CPf como la fuente principal de BDNF hacia dicho núcleo. También es sabido que los 

aferentes dopaminérgicos que proyectan desde ATV hacia el NAc producen y liberan 

BDNF, aunque en menor cantidad (Altar y col., 1997). A su vez, existen evidencias que 
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demuestran un transporte retrógrado de esta neurotrofina desde el NAc hacia el ATV 

(Conner y col., 1997). En cuanto al receptor de BDNF, existen evidencias demostrando una 

alta expresión de mRNA para TrkB tanto en el cuerpo estriado como en CPf y una menor 

expresión de dicho mRNA en la región mescencefálica (Altar y col., 1994). 

Participación del factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) en la sensibilización 

conductual inducida por cocaína. 

La exposición crónica a cocaína produce importantes modificaciones en la vía de 

señalización de BDNF/TrkB. La administración repetida de cocaína produce en un 

incremento en el mRNA que codifica para BDNF en la CPf el cual se prolonga hasta 3 días 

posteriores a la última inyección de la droga. Si bien la producción basal de BDNF en el 

NAc es baja, la administración crónica de cocaína incrementa significativamente los niveles 

de esta neurotrofina en dicha área cerebral, debido tanto a síntesis local (evidenciada por un 

aumento de su mRNA) como a la liberación desde los aferentes glutamaérgicos corticales o 

dopaminérgicos que proyectan del ATV (Graham y col., 2007; McGinty y col., 2011; 

Grimm y col., 2003; Filip y col, 2006).  

La infusión intra-NAc o intra-ATV de BDNF produce una respuesta incrementada 

de los animales al efecto estimulante motores inducidos por cocaína, consecuentemente los 

mismos desarrollan sensibilización conductual a la droga en menor tiempo y con dosis 

bajas (umbrales) de la droga, en comparación a lo observado en los animales infundidos 

con vehículo (Horger y col., 1999). Resultados similares fueron obtenidos sobre-

expresando los niveles de BDNF por medio de infecciones virales con plásmidos (Bahi y 

col., 2008) o utilizando herramientas de optogenéticas (Lobo y col., 2011). En contraste con 

estas observaciones, los animales heterocigotos para BDNF (+/-) muestran un retraso en el 

desarrollo de sensibilización conductual inducido por cocaína en comparación  a lo 

observado en los ratones wild type (Horger y col., 1999, Hall y col., 2003). La 

administración crónica de cocaína, la cual incrementa los niveles de BDNF en el NAc, 

aumenta paralelamente la ramificación de las dendritas y el número de espinas dendríticas 

dentro de esta área cerebral (Russo y col., 2009), estableciéndose una relación causal entre 

el aumento de los niveles de dicha neurotrofina y los cambios los morfológicos de las 

células nerviosas en el NAc.  
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En consistencia con los incrementos en BDNF, la administración de cocaína 

también modifica los niveles de fosforilación de TrkB (un marcador de la activación del 

receptor TrKB) en el NAc. La inhibición de la activación de TrkB utilizando ratones 

transgénicos que expresan una forma dominante negativa del receptor (dnTrkB), se traduce 

en una falla de la expresión de la sensibilización conductual inducida por cocaína (Crooks y 

col., 2010). Además, se ha postulado que un aumento de la activación de TrkB sobre las 

terminales dopaminérgicas que proyectan desde ATV hacia el NAc promueven un aumento 

de la liberación de dopamina (Seroogy y col., 1994.) contribuyendo a la los efectos 

conductuales inducidos por cocaína. 

Estas evidencias indican que la activación de la señalización BDNF/TrkB por 

cocaína, es una de las neuroadaptaciones fundamentales inducida por la droga necesarias 

para el desarrollo del fenómeno de sensibilización. A su vez, la activación de esta vía luego 

de la exposición crónica a cocaína resulta necesaria para el establecimiento de alteraciones 

morfológicas y moleculares que sustentan la durabilidad del fenómeno. 

Participación del SOE en la sensibilización a conductual a cocaína: rol de encefalina y 

sus receptores. 

Numerosas evidencias enfatizan la relevancia del SOE, el cual converge con el 

sistema dopaminérgico en el circuito mesocórticolimbico, para mediar las propiedades 

reforzantes de los psicoestimulantes (Boutrel y col., 2008). La administración aguda o 

crónica de psicoestimulantes produce cambios adaptativos en la expresión de genes que 

codifican para los distintos elementos del SOE, ya sean receptores o péptidos opioides 

endógenos en áreas del circuito dopaminérgico mesocórticolímbico. Particularmente, 

existen evidencias que han indicado una activación región-específica del sistema µ-opioide 

inducido por cocaína. Se han encontrado aumentos a largo término en los niveles del 

ARNm que codifica para los receptores µ-opioides (Leri y col., 2006) e incrementos en la 

activación del receptor dentro del NAc (Azaryan y col., 1998; Unterwald y col., 2001) 

luego de la exposición crónica a cocaína. En cuanto a los receptores δ-opioides, los niveles 

de ARNm no se encontraron modificados luego una administración crónica de la droga. Sin 

embargo, se observó una internalización de dichos receptores en el NAc, 48 h después de 

un paradigma de administración crónica de cocaína (Ambrose-Lanci y col., 2008), 
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sugiriendo una regulación ejercida por la droga sobre el sistema δ-opioide a nivel de 

transducción de señales, en lugar de modificar los niveles de expresión del receptor. 

En consistencia con estas observaciones bioquímicas, evidencias farmacológicas 

han demostrado la participación de los receptores opioides en el desarrollo y/o expresión 

del fenómeno de sensibilización. La administración sistémica de antagonistas opiáceos no 

selectivos [naltrexone y naloxone (NX)], D-Phe-cyc (Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen)-Thr-

NH2 (CTAP), un antagonista selectivo µ-opioide y naltrindole un antagonista selectivo δ-

opioide, impiden el desarrollo y/o expresión del fenómeno de sensibilización en ratas 

(Heiderberer y col., 1996; Shippenberg y col., 1995; Sala y col., 1995; Schroeder y col., 

2007) y ratones (Kim y col., 1997; Hummel y col., 2004; 2006).  

Aunque esta evidencia farmacológica establece un rol para los receptores opioides en la 

sensibilización inducida por cocaína, los estudios que utilizan ratones knockout para el 

receptor µ-opioide no fueron concluyentes en cuanto a la influencia de este receptor en el 

desarrollo del fenómeno (Yoo y col., 2012). Además, ningún estudio publicado hasta la 

actualidad aclara cuál de los péptidos opioides endógenos, a través de su actividad 

agonística sobre los receptores µ- y δ-opioides, estaría involucrado en la sensibilización a 

cocaína. En relación con esto, resultados de nuestro laboratorio demostraron un aumento en 

los niveles de met-encefalina en el NAc y CPf luego de una abstinencia a largo plazo de 

anfetamina (Assis y col., 2006; 2009; 2011). De manera similar, otros autores reportaron 

incrementos sustanciales del ARNm de proencefalina luego de una exposición crónica a 

cocaína en áreas del circuito mesocorticolímbico relevantes para la expresión del fenómeno 

de sensibilización (Spangler y col., 1997; Crespo y col., 2011; Hurd y col. 1992, Branch y 

col., 1992; Mathiu-Kia y Benson, 1998, Steiner y col., 1993), sugiriendo un rol potencial de 

este neuropéptido en la modulación de dicho proceso. A pesar de todas estas evidencias y 

aquellas que demuestran la influencia ejercida por encefalina sobre la neurotransmisión 

dopaminérgica en el circuito mesolímbico (Latimer y col., 1987; Kalivas y Duffy 1988; 

Daugé y col., 1992; Dourmap y col., 1990; Hipólito y col., 2008), hasta la fecha no se ha 

establecido la contribución específica de este neuropéptido en la plasticidad neuronal que 

sustenta la sensibilización inducida por cocaína observada a largo término. 
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HIPÓTESIS 

Considerando 1) las pruebas indirectas que utilizan herramientas farmacológicas o 

genéticas (antagonistas o ratones knockout para los receptores opioides) que sugieren un 

papel para encefalina en la sensibilización a cocaína, 2) estudios publicados de nuestro y 

otros laboratorios que demuestran un aumento en los niveles de encefalina en áreas 

mesocorticolímbicas asociadas con la expresión de la sensibilización inducida por 

psicoestimulantes después de una abstinencia a corto plazo (Spangler., 1997; Hurd y col., 

1992) así como a largo plazo a la droga (Assis y col., 2009; 2011) y 3) el rol modulador 

ejercido por encefalina sobre la neurotransmisión dopaminérgica mesolímbica (Latimer y 

col., 1987; Kalivas y Duffy 1990b; Daugé y col., 1992; Dourmap y col., 1990; 1994; 

Hipólito y col., 2008), presumimos que el sistema encefalinérgico es necesario para 

establecer las neuroadaptaciones inducidas por cocaína que sustentan la sensibilización 

conductual a la droga observada a largo término. 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Encefalina media sus acciones fisiológicas uniéndose a los receptores δ- y µ-

opioides (Mansour y col., 1995b). Estudios farmacológicos han demostrado un papel para 

dichos receptores en el desarrollo y la expresión de la sensibilización a cocaína 

(Shippenberg y Heidbreder, 1995; Sala y col., 1995; Heidbreder y col., 1996; Schroeder y 

col., 2007; Kim y col., 1997; Hummel y col., 2004). No obstante, estudios que utilizan 

herramientas genéticas (ratones knockout para los receptores µ-opioides) no fueron 

concluyentes en cuanto a la participación de los receptores opioides en la sensibilización a 

cocaína (Yoo y col., 2012). A pesar de esta evidencia, hasta ahora la literatura no ha 

explicado la influencia de encefalina en la plasticidad neuronal inducida por cocaína que 

sustenta la sensibilización a largo término inducida por la droga.  

El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral fue estudiar el papel del sistema 

encefalinérgico en la sensibilización conductual inducida por cocaína y el desarrollo de 

neuroadaptaciones clave en áreas del circuito mesocorticolímbico asociadas con la 

expresión de este fenómeno. 
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Objetivos específicos 

Objetivo específico 1: Determinar la activación del sistema encefalinérgico luego de 

un tratamiento con cocaína que induce sensibilización en áreas del circuito 

mesocorticolímbico relevantes para la expresión del fenómeno.  

Numerosas evidencias han demostrado una desregulación de los diversos componentes 

del SOE tras la administración aguda o crónica de psicoestimulantes en áreas del circuito 

mesocórticolimbico. Específicamente, datos publicados de nuestro laboratorio, mostraron 

un incremento persistente en los niveles de met-encefalina en NAc y CPf luego de un 

tratamiento agudo con anfetamina que induce sensibilización (Assis y col., 2009; 2011). En 

esta línea de evidencia, otros autores reportaron incrementos en el ARNm que codifica para 

proencefalina en NAc y estriado dorsal luego de un tratamiento crónico con cocaína (Hurd 

y col., 1992; Spangler y col., 1997; Przewlocka y col., 1995; Mathieu-Kia y Besson, 1998). 

Motivados por estos antecedentes y con el fin de determinar si cocaína produce alteraciones 

a largo término en los niveles de met-encefalina, se estudiaron los niveles de expresión del  

neuropéptido en áreas del circuito mesocorticolímbico relevantes para la expresión del 

fenómeno de sensibilización la sensibilización inducida por cocaína, luego de un 

tratamiento crónico con la droga. 

Determinar una activación a largo término del sistema encefalinérgico luego de la 

exposición a cocaína, resulta crucial para establecer una posible relación entre las 

alteraciones inducidas por cocaína en dicho sistema y la plasticidad neuronal inducida por 

la droga.  

Objetivo específico 2: Estudiar la participación del sistema encefalinérgico en la 

sensibilización conductual a cocaína. 

La influencia de encefalina sobre las áreas clave involucradas en el fenómeno de 

sensibilización conductual inducido por cocaína es un evento que no ha sido explicado y 

podría constituir un mecanismo importante para la modulación de este proceso. A fin de 

estudiar la participación del sistema encefalinérgico en la sensibilización conductual 

inducida por cocaína se utilizaron animales que carecen del gen que codifica para la 

proencefalina o knockout (KO) y animales de genotipo salvaje o wild type (WT) como 
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control. Ambos grupos de animales fueron sometidos a un paradigma de tratamiento para 

inducir sensibilización a los efectos estimulantes motores de cocaína y se evaluó la la 

expresión del fenómeno al re-exponer ambos genotipos de animales a una dosis desafío con 

la droga. 

Objetivo específico 3: Evaluar la participación del sistema encefalinérgico en los 

cambios pre-sinápticos asociados al fenómeno de sensibilización a cocaína: 

liberación de dopamina en NAc y expresión del DAT en la membrana. 

El fenómeno de sensibilización conductual inducido por cocaína observado a largo 

término, está generalmente asociado a un incremento en los niveles extracelulares de 

dopamina en el NAc (Kalivas y Stewart, 1991; Kalivas y Duffy, 1993), siendo este evento 

uno de los mecanismos pre-sinápticos clave que ha sido propuesto para explicar la 

expresión del fenómeno. Conforme a este antecedente y con el fin de investigar uno de los 

posibles eventos neuroquímicos que puedan explicar mecanísticamente los resultados 

conductuales obtenidos durante el desarrollo del objetivo 2, se evaluó la sensibilización a 

las propiedades estimulantes de cocaína sobre la liberación de dopamina, así como los 

niveles de expresión del DAT en el NAc de animales WT y KO.  

Objetivo específico 4: Evaluar la influencia del sistema encefalinérgico sobre los 

eventos moleculares clave asociados al fenómeno de sensibilización inducido por 

cocaína: expresión de receptores AMPA, TrkB, activación de ERK1/2 , el factor de 

transcripción CREB y niveles de BDNF en áreas del circuito mesocorticolímbico 

relevantes para la expresión del fenómeno. 

Diversos autores han propuesto que las señales dopaminérgicas y glutamatérgicas 

que convergen a nivel del NAc, son las responsables de generar los cambios moleculares 

estables en el tiempo que subyacen el fenómeno de sensibilización conductual inducido por 

cocaína, y además, contribuyen de manera determinante al desarrollo de adicción a la 

droga. Dichos eventos moleculares están asociados funcional y temporalmente entre sí: el 

incremento en la liberación de dopamina y glutamato, así como también en los niveles de 

BDNF, inducidos luego de la exposición a cocaína, disparan la activación de una cadena de 

señalización intracelular que culmina en la inducción de la expresión génica y cambios en 

la excitabilidad de la membrana neuronal de las células del NAc.  
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Este objetivo está enfocado a establecer el posible rol del sistema encefalinérgico 

como mediador de los cambios moleculares a largo plazo asociados al fenómeno de 

sensibilización, estableciendo así una asociación entre la activación de estos eventos en 

áreas claves del circuito mesocorticolímbico y la ocurrencia del fenómeno. Con este fin se 

determinaron los niveles de pERK2, pCREB, expresión de receptores AMPA en superficie 

celular, niveles de BDNF y pTrkB en áreas del circuito mesocórticolimbico relevantes para 

expresión de la sensibilización a cocaína de animales WT y KO sometidos a un esquema de 

tratamiento que induce sensibilización a la droga. 

Objetivo específico 5: Demostrar mediante intervenciones farmacológicas 

(administración de NX) la participación del sistema opioide endógeno en el 

desarrollo y expresión del fenómeno de sensibilización a cocaína sobre parámetros 

conductuales y moleculares. 

Como fue descripto, se ha demostrado que antagonistas de receptores µ- y δ-

opioides atenúan el desarrollo y/o la expresión del fenómeno de sensibilización inducida 

por psicoestimulantes (Menkens y col., 1992; Sala y col., 1995; Magendzo y Bustos, 2003). 

Sin embargo, estos estudios solo evalúan la sensibilización conductual y no indagan los 

mecanismos neurobiológicos que puedan explicar la reversión del fenómeno luego de la 

administración del antagonista opiáceo.  

Teniendo en cuenta que encefalina se une con alta afinidad a receptores µ- y δ- 

opioides (Mansour y col., 1995b), que NX ha demostrado suprimir la sensibilización a 

cocaína (Kim y col., 1997) y determinadas observaciones clínicas (Comer y col., 2013; 

Mooney y col., 2013; Schmitz y col., 2009) que muestran la utilidad de los antagonistas 

opiáceos en el tratamiento de la adicción a la cocaína, el último objetivo fue determinar si 

NX (un antagonista opiáceo no selectivo), podría revertir los cambios neuroplásticos 

inducidos por cocaína en áreas del circuito mesocorticolímbico relevantes para la expresión 

de la sensibilización en ratones WT, de una manera similar a la observada en los ratones 

KO luego de cocaína y, a su vez, ampliar mecanísticamente las evidencias mencionadas.  
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Animales. 

Se utilizaron ratones de genotipo salvaje o wild type (WT) y ratones que carecen del 

gen de la proencefalina (KO) los cuales fueron gentilmente donados por el Dr. Andreas 

Zimmer del Instituto de Psiquiatría Molecular de Bonn, Alemania. Los animales KO fueron 

enviados a Argentina por el servicio aéreo World Courier en 2007. Los mismos fueron 

alojados en el bioterio de la Dra. Beatriz Caputto del CIQUIBIC-CONICET, acondicionado 

para mantener a los animales en condiciones libres de patógenos específicos (S.P.F).  

La generación de los ratones KO fue descripta previamente por Konig y col., 

(1996). Para generar este genotipo de animales se reemplazó el extremo 5’ del exón 3, el 

cual contiene todas las secuencias codificantes para proencefalina, por un constructo 

denominado PGK-neo (cassette de resistencia a neomicina) lo que da por resultado un exón 

truncado, no codificante (Figura 12). En los animales homocigotos no se detectaron niveles 

de encefalina y en los animales heterocigotos se detectó menor contenido del neuropéptido 

en comparación a lo los niveles observados en los ratones WT (Figura 13).  

 

Figura 12. Locus wild type para proencefalina y la estrategia utilizada por Koing y col., (1996) para obtener 

ratones deficientes en proencefalina. Los intrones están representados por líneas continuas, los exones 

codificantes por recuadros negros y los no codificantes por recuadros grises.  

La cepa KO fue cruzada en un trasfondo genético C57BL/6 durante al menos 10 

generaciones y mantenidos en esta condición cruzando los animales KO con ratones 

C57BL/6 cada tres o cuatro generaciones. Los animales WT como KO utilizados en este 

estudio fueron obtenidos a través de cruzas de los animales heterocigotos. Se emplearon 

como controles para todos los experimentos ratones WT nacidos en la misma camada 
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(littermates) que los ratones KO. Para los experimentos de NX, los ratones C57BL/6 fueron 

adquiridos de la Facultad de Ciencias Veterinarias de La Plata, Argentina. 

 

Figura 13. Microfotografías (20x) mostrando la tinción inmunohistoquímica para encefalina donde se 

evidencia la presencia y/o ausencia de expresión de dicho neuropéptido en las áreas analizadas: NAc (panel 

izquierdo) y estriado dorsal (panel derecho) de animales WT, heterocigotos (Penk +/-) y KO. 

Los ratones macho de entre 8 y 12 semanas de edad fueron alojados cuatro por jaula 

a una temperatura (21±1°C) y humedad (55±10%) constantes en habitaciones con un ciclo 

de luz/oscuridad controlado de 12 h (la luz entre las 8:00 a.m. y las 8:00 p.m.). Los 

animales dispusieron de comida y agua ad libitum. Todos los ratones fueron 

genotipificados rutinariamente para identificar los genotipos WT, KO y los animales 

heterocigotos según el protocolo provisto por el Instituto de Psiquiatría Molecular de Bonn. 

Posteriormente fueron seleccionados para cada experimento por edad, genotipo y sexo. Los 

animales fueron habituados a su nuevo ambiente durante 1 semana antes de iniciar todos los 

procedimientos experimentales. Todos los experimentos fueron desarrollados durante el 

ciclo de luz (horario de 9:00 a.m. y 4:00 p.m.) y los procedimientos experimentales se 
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manejaron de acuerdo con la Guía del NIH para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio, aprobado por el Comité de las Facultad de Ciencias Químicas, Universidad 

Nacional de Córdoba, Argentina. 

Genotipificación de animales WTy KO.  

Biopsias 

Antes de que los animales cumplan el mes de vida, se procedió a realizar una 

biopsia a los mismos para extraer subsecuentemente el ADN de las mismas y determinar el 

genotipo de cada ratón. La biopsia consistió en cortar aproximadamente 4-5 mm de la punta 

de la cola del ratón con un bisturí desinfectado en alcohol 70 %. Las muestras se colocaron 

en un microtubo conteniendo buffer fosfato salino (PBS 1X) estéril (NaCl 137 mM, KCl 

2,7 mM, Na2HPO4.2H2O 10 mM, KH2PO4 2,0 mM, pH= 7,4) y se guardaron a -20ºC hasta 

su procesamiento. 

Extracción del ADN 

Se agregaron 400 µl de buffer de lisis (NaCl 200mM, Tris 100 mM, EDTA 5 mM, 

SDS 0.2%, pH=8) y 12 µl de Proteinasa K (20 mg/ml, Fermentas) a cada muestra de 

biopsia en un microtubo estéril. Las muestras fueron incubadas en estufa a 55ºC toda la 

noche (12-18 hs). Al día siguiente, se agregaron a las muestras 170 µl de NaCl 0,6M para 

precipitar proteínas agitando vigorosamente por 15 seg y se centrifugaron a 12.000 rpm. Se 

tomaron 400 µl del sobrenadante resultante y se agregó igual volumen de etanol al 95% v/v 

mezclando suavemente por inversión. Posteriormente, las muestras se incubaron 20 min a -

20ºC para favorecer la precipitación del ADN. A continuación, se centrifugaron durante 10 

min a 10.000 rpm, se descartó el sobrenadante conservando el precipitado de ADN (pellet). 

Luego de esto, se agregaron 400 µl de etanol 70% v/v para lavar el pellet de ADN. Se 

centrifugó nuevamente a 10.000 rpm por 5 min descartando el sobrenadante y conservando 

el pellet de ADN. Se dejó secar el pellet por 5 min a temperatura ambiente. Los extractos 

de ADN se mezclaron con 50µl de buffer Tris-EDTA (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH=8) y 

se incubaron a 65ºC durante 10 min para disolver el ADN. Las muestras se conservaron a -

20ºC hasta su utilización. 
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Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Se amplificaron muestras conteniendo 4 µL de ADN extraído de cada animal (diluído 

previamente 1:10) en presencia de 10 µL de dNTPs 10 mM (Life Technology), 10 µL de 

oligonucleótidos 10 µM, 0,75 µL de MgCl2 1,5 mM y 1,25 unidades de polimerasa Taq 

ADN (Life Technology). La reacción se llevó a cabo en un termociclador (Techne) con los 

parámetros de amplificación especificados en la Tabla 2.  

 

Tabla 2.Parámetros de amplificación utilizados para determinar el genotipo de los animales WT, 

Heterocigotos (Penk +/-) o KO. 

Finalmente, los productos de la PCR se resolvieron por electroforesis en geles de 

agarosa teñidos con Syber-safe (Invitrogen). Para amplificar los fragmentos 

correspondientes al genotipo WT (700 bp) y KO (550 bp) (Figura 14) se utilizaron los 

siguientes oligonucleótidos (Sigma Aldrich):  

Proencefalina common: 5'-GCATCCAGGTAATTGGCAGGAA-3';  

Proencefalina knockout (neoRL): 5'-CAGCAGCCTCTGTTCCACATACA-3'; 

Proencefalina wildtype: 5'-TCCTTCACATTCCAGTGTGC -3'  

 

Figura 14. Análisis de los geles de agarosa mostrando el producto de PCR obtenido para los animales 

heterocigotos (Carril 1), KO a 550pb (Carril 2) y WT a 700pb (Carril 3).  
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Drogas. 

Se utilizó clorhidrato de cocaína (Laboratorios Verardo, Buenos Aires, Argentina) y 

NX dihidroclorhidrato (Sigma Aldrich) disueltas en una solución salina isotónica estéril 

(NaCl 0,9%), la cual también fue usada como vehículo para las inyecciones control.  

Todos los tratamientos se realizaron entre las 10 a.m. y las 12 a.m. a modo de evitar 

la influencia del ritmo circadiano sobre la sensibilización conductual inducida por 

psicoestimulantes (Abarca y col., 2002). 

Tratamientos 

Reproduciendo el esquema utilizado por De Jong y col.,(2009) los ratones macho de 

la cepa C57B6/J de entre 8 y 12 semanas de vida WT y KO fueron asignados al azar a dos 

grupos de tratamiento: Grupo vehículo y Grupo cocaína. El paradigma de sensibilización 

consistió en una fase de tratamiento (días 1-9), donde se les administró diariamente a los 

animales una dosis de vehículo o cocaína 15mg/kg. Luego de un intervalo de abstinencia, 

los animales recibieron una dosis desafío con vehículo (día 14), y dos dosis desafío con 

cocaína 7,5 mg/Kg (días 15 y 21) (Figura 15). En el primer día de la fase de tratamiento, se 

realizaron registros de actividad locomotora y estudios moleculares (niveles de 

fosforilación de ERK2) en los animales de los diferentes grupos experimentales (Figura 15 

y 16).  

Para los experimentos con NX, se utilizó el mismo esquema de tratamiento, con la 

excepción de que 15 min antes de cada inyección de cocaína los animales fueron 

administrados con una dosis de 1 mg/kg s.c. de NX o vehículo durante la fase de 

tratamiento (Figura 16). Para realizar  los estudios neuroquímicos y moleculares se optó por 

administrar solo una dosis desafío con cocaína transcurridos 21 días desde el comienzo del 

tratamiento. Esta elección se realizó en base a los resultados obtenidos en los experimentos 

conductuales.  
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Figura 15. Esquema de tratamiento utilizado para inducir sensibilización conductual a cocaína y evaluar los 

mecanismos neuroquímicos y moleculares asociados al fenómeno en los animales WT y KO. 

 

Figura 16. Esquema de tratamiento utilizado para evaluar el efecto de NX sobre la sensibilización conductual 

inducida por cocaína y eventos moleculares asociados. 
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ESTUDIOS CONDUCTUALES 

Registro de actividad locomotora 

Para medir la actividad locomotora se utilizaron cajas individuales de actividad 

locomotora (40 cm de diámetro), construidas en plástico opaco con dos fotoceldas 

transversales posicionadas 1 cm sobre el piso y acopladas a una computadora (Figura 17). 

La intersección de cada haz de luz de la fotocélula resulta en el registro de una cuenta. Los 

animales fueron colocados en forma individual en las cajas de registro durante 2 hs para su 

habituación, posteriormente fueron inyectados con vehículo o cocaína (7,5 mg/kg i.p.) y su 

actividad locomotora fue monitoreada con un sistema de video-cámara durante 30 min 

registrándose las cuentas totales resultantes. Los datos se expresaron como el promedio de 

cuentas totales registradas en 30 min en cada grupo experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Cajas de actividad locomotora utilizadas para los estudios conductuales. 

 

ESTUDIOS NEUROQUÍMICOS 

Fundamento de la técnica de microdiálisis in vivo 

La técnica de microdiálisis permite cuantificar la liberación de neurotransmisores o 

sus metabolitos en animales vivos y despiertos. El método consiste en la implantación de 
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una sonda de diálisis (probe) en el área cerebral a estudiar. La sonda de microdiálisis está 

formada por dos porciones de sílica muy finas recubiertas por agujas metálicas a través de 

las cuales ingresa y sale a un flujo constante una solución similar al líquido cefalorraquídeo 

(Figuras 18 y 19). En su extremo la sonda posee una membrana de diálisis que permite la 

difusión pasiva de sustancias a favor de su gradiente de concentración desde el líquido 

extracelular presente en el área donde se colocó la sonda y el líquido cefalorraquídeo 

artificial que circula en el interior de la misma (Figura 18 y 19). Los dializados son 

colectados y posteriormente analizados para determinar los niveles de neurotransmisores. 

Figura 18. Esquema ilustrando el fundamento de la técnica de microdiálisis in vivo. (Modificado de Chefer y 

col., 2009). 

Construcción de las sondas (probes) para microdiálisis 

Las probes de diálisis concéntricas fueron manufacturadas en el laboratorio con 

membranas de diálisis de AN69 (Hospal, Bologna Italia) siguiendo el diseño de DiChiara y 

col., (1993b) con modificaciones menores (Paccioni y col., 2007) y adaptadas para ratón. 

La membrana de diálisis fue sellada con pegamento atóxico en su extremo superior e 

inferior, para impedir el fenómeno de diálisis excepto en la zona de contacto con el área de 

estudio. La porción activa de la membrana para el NAc de ratón es de 1 mm (Figura 19).  
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Figura 19. Sonda de microdiálisis. En la figura se indica los tubos de sílica recubiertos por metales 22G a 

través de los cuales se perfundió la solución de Ringer a flujo constante. Se muestra el área de intercambio 

igual a 1mm para NAc de ratón. 

Cirugías 

Transcurridos 20 días desde el inicio del tratamiento crónico con cocaína o 

vehículo, los animales WT y KO fueron anestesiados con una solución de 

ketamina/xilazina (Kensol, Lab König, Buenos Aires, Argentina) disueltas en PBS 1X en 

una dosis de 55 mg/kg y 5 mg/kg, respectivamente. Posteriormente fueron colocados en un 

aparato estereotáxico Stoelting con un adaptador para ratón. El cráneo fue expuesto y los 

orificios necesarios para colocar las probes de microdiálisis fueron realizados con un torno 

de uso dental. Las cánulas de diálisis fueron implantadas unilateralmente en el NAc según 

las coordenadas del Atlas de cerebro de ratón de Franklin y Paxinos, (2007): AP: +1.2; ML: 

+/- 1.0; DV: -4.9. Para fijar las cánulas al cráneo se utilizó cemento dental acrílico. Una vez 

implantadas las cánulas, se suturó la piel que recubre el cráneo con pegamento. 

Microdiálisis in vivo 

Luego de la cirugía los animales fueron colocados en cajas plásticas individuales 

donde se recuperaron en el transcurso de 18 a 22 hs (Figura 19). Luego de este tiempo, las 

probes implantadas en los animales fueron conectadas a una bomba de infusión a través de 

un swivel utilizando tubos muy finos (tubbings) (Figuras 18 y 20) y la membrana de diálisis 

fue perfundida con solución de Ringer (NaCl 145 nM, KCl 4.0 nM, CaCl2 2.2 nM) a un 
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flujo constante de 1 µl/min. Las muestras de dializado fueron colectadas cada 30 min. Para 

determinar los niveles basales de dopamina de cada animal se obtuvieron 4 muestras 

consecutivas que no variaron entre sí más del 10%. Una vez obtenidas estas muestras, los 

animales fueron inyectados con vehículo, donde se colectaron muestras de dializado por 1,5 

hs. Subsecuentemente, los animales fueron inyectados con cocaína (7,5 mg/kg) y se 

colectaron muestras de dializado por 3 hs adicionales.  

 

Figura 20. Microdíalisis in vivo en ratones WT y KO. Las fotografías fueron tomadas durante el desarrollo de 

los experimentos de la presente tesis en el Laboratorio de Microdíalisis del IFEC-CONICET. 

Determinación de dopamina por cromatografía líquida de alta performance (HPLC). 

Las dializados colectados fueron inyectados (volumen de inyección= 20µL) en un 

equipo de Cromatografía Líquida de Alta Performance (HPLC) con Detección 

Electroquímica (ECD) equipado con una columna de fase reversa RP 18 (C18, 125-4.6 mm, 

5 mm de tamaño de partícula) y un detector coulométrico (ESA Coulochem II, Bedford, 

MA, USA) para la separación y detección de dopamina. Los potenciales de los electrodos 

que se utilizaron fueron: celda de guarda (+350 mV), electrodo 1: +175 mV (oxidación), 
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electrodo 2: -175 mV (reducción). La fase móvil utilizada (50 mM NaH2PO4; 5 mM 

Na2HPO4; 0.1 mM EDTA-Na; 0.5 mM octilsulfonato de sodio y 12% de metanol; pH= 5.5) 

fue filtrada, degasificada y bombeada (ESA Chemlmsford, MA, USA modelo 528) a un 

flujo de 1ml/min a través de la columna. Bajo estas condiciones se observó rutinariamente 

un límite de detección para dopamina de 5 fmoles. Los picos fueron registrados y las alturas 

medidas con un sistema para análisis de datos cromatográficos EZ Chrome Elite. Estos 

valores fueron comparados utilizando una curva de estándares externos. Los datos se 

graficaron como % de cambio respecto a los valores basales obtenidos. 

Histología 

Finalizada la microdiálisis los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral al 

16% p/v y sometidos a una perfusión transcardíaca con solución salina (NaCl 0.9%) y 

solución fijadora (Paraformaldehído al 4%). Los cerebros fijados fueron conservados en 

sucrosa al 30% hasta su procesamiento. Para ello, los mismos fueron cortados en un 

criostato (Leica CM1510S, Alemania) en secciones coronales de 40 µm. Dichas secciones 

fueron teñidas con violeta de cresilo y observadas en un microscopio óptico para la 

verificación de la correcta implantación de cánulas en el área de interés, en referencia al 

atlas de ratón de Franklin y Paxinos (2007). Solo fueron incluidos en los experimentos los 

animales implantados correctamente.  

ESTUDIOS MOLECULARES 

Inmunohistoquímica e inmunofluorescencia 

Perfusión y preparación del tejido. 

Después de 30 min de la dosis desafío en el día 21 del tratamiento, los ratones 

fueron sometidos a una perfusión transcardíaca con 30 mL de solución salina/heparina 

(NaCl 0,9%/15.000 UI/L de heparina) y solución fijadora (4% de paraformaldehído, en 

buffer fosfato 0,1M, pH= 7,2). Finalizada la perfusión, se extrajeron los cerebros y se 

fijaron en la misma solución de fijación durante toda la noche a 4°C y posteriormente 

fueron conservados en sucrosa al 30% durante 24-72 hs hasta su procesamiento. Los 

cerebros se cortaron en secciones coronales de 30 µm con un criostato (Leica CM1510S, 

Alemania) y se recolectaron en PBS 1X para la determinación de met-encefalina por 
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inmunohistoquímica, o en su defecto, se cortaron en secciones coronales de 10 µm y 

montaron en portaobjetos gelatinizados para la determinación de BDNF por 

inmunofluorescencia. 

Inmunohistoquímica para la determinación de met-encefalina 

La determinación de met-encefalina se realizó en las secciones de 30 µm de espesor 

usando el método de avidina-biotina-peroxidasa estándar (kit de Vectastain Elite; Vector 

Laboratories) tal como fue descripto previamente por Meilandt y col., (2008). Después de 

la reducción de la actividad de peroxidasa endógena con H2O2 al 0,3% en PBS 1X y el 

bloqueo de las uniones no específica del tejido con solución de albúmina sérica bovina 

(BSA 5% en PBS 1X/Tritón 0,01% v/v), las secciones flotantes se incubaron durante 16-18 

hs con un anticuerpo contra met-encefalina monoclonal (1:500; Millipore) a 4ºC en un 

agitador circular. Posteriormente se realizaron 3 lavados del tejido con 5mL de PBS 1X 

(3x15 min). El anticuerpo primario se detectó con un anticuerpo secundario biotinilado 

anti-rabbit (1:500; Jackson Laboratories). Luego de 3 lavados con 5 mL de PBS 1X (3x15 

min), el tejido se incubó con 5mL del complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC) en 

solución de albúmina sérica bovina (1% BSA en PBS 1X/Tritón X-100 0,1% v/v). Paso 

siguiente, se realizaron 3 lavados del tejido con PBS 1X (3x15 min). Para la visualización 

de las marcas se utilizó diaminobencidina (Sigma Aldrich) como cromógeno, para lo cual 

las secciones de tejido fueron incubadas durante 3 min con solución de diaminobencidina al 

0,05% en PBS 1X y H2O2 al 0,0006% v/v como sustrato de reacción. Las secciones se 

montaron en portaobjetos gelatinizados, y cubreobjetos con DPX (Sigma Aldrich). En 

algunas secciones de cerebro se realizó una contratinción con violeta de cresilo.  

Cabe aclarar que si bien la proteína precursora pro-encefalina también da lugar al 

pentapéptido leu-encefalina, el cual posee gran similitud estructural y funcional con met-

encefalina, ambos neuropéptidos coexisten en las mismas neuronas y se utilizan ambos, 

indistintamente, como marcadores de estructuras conteniendo encefalina. Luego del 

procesamiento de pro-encefalina, se originan cuatro copias de met-encefalina y solo una de 

leu-encefalina, debido a esto resulta dificultoso determinar solo leu-encefalina ya que la 

mayoría de los anticuerpos comerciales tienen reactividad cruzada con met-encefalina 

(McCollum y col., 2012), siendo este último neuropéptido el marcador el ideal para detectar 
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estructuras conteniendo encefalina y la actividad del sistema encefalinérgico luego de un 

tratamiento específico. 

Inmunofluorescencia para la determinación de BDNF 

Para la detección de BDNF por inmunofluorescencia, las secciones del cerebro (10 

µm de espesor) montadas en portaobjetos gelatinizados se incubaron con suero normal de 

cabra (10% v/v en PBS 1X) durante 2 hs a temperatura ambiente para bloquear uniones no 

específicas del tejido. Posteriormente, las secciones fueron incubadas con un anticuerpo 

anti-BDNF (1:200; Santa Cruz-546) durante 40 hs a 4ºC y se lavaron con PBS1X-Tritón 

0,3 % v/v (6 x5 min) antes de incubar con el anticuerpo secundario (anti-rabbit 1:250 Alexa 

568) durante 2 hs a temperatura ambiente. Después de este paso, las secciones se lavaron 

con PBS -Tritón 0,3 % v/v (6x5 min) y se secaron a 4ºC durante 10 min. 

Adquisición de imágenes y cuantificación 

Las células que expresan met-encefalina fueron contadas manualmente, 

desconociendo la condición experimental de cada muestra, en imágenes obtenidas mediante 

un microscopio óptico de campo (Leica DM 4000 B) con un aumento de 20x. Las células 

positivas para met-encefalina se identificaron y se contaron utilizando el programa Image J 

(NIH). El conteo de células se realizó en el NAc y el estriado dorsal, seleccionando tres 

láminas de cada área y cuantificando ambos hemisferios en cada caso. Posteriormente se 

obtuvo un promedio final del conteo para cada área y condición experimental. Se utilizó un 

tamaño de área idéntico (0,35 mm
2
) y el conteo se realizó de la misma forma para cada 

región del cerebro. La expresión de BDNF se midió como la intensidad de fluorescencia 

por célula. Las imágenes del NAc, estriado dorsal, CPf y ATV fueron tomadas con un 

microscopio de epifluorescencia Olympus BX50 con una magnificación de 20x. Se 

cuantificó la intensidad de fluorescencia en 30 células individuales seleccionadas al azar en 

ambas áreas. Se utilizó un tamaño de área idéntico (0,35 mm
2
) y la cuantificación de 

intensidad de fluorescencia/célula se realizó en 3 láminas de cada área cerebral y en forma 

bilateral para cada condición experimental. Finalmente se obtuvo un promedio de 

intensidad de fluorescencia por área y condición experimental. El programa utilizado para 
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cuantificar fluorescencia fue el mismo que el utilizado para cuantificar encefalina (ImageJ 

NIH).Los datos se expresaron como % de cambio respecto al grupo control. 

Preparación de homogenatos cerebrales y fraccionamiento sub-celular 

Transcurridos 21 días desde el comienzo del tratamiento, los animales fueron 

inyectados con una dosis desafío con cocaína (7,5 mg/kg) y 30 min después fueron 

sacrificados por dislocación cervical. Los cerebros se extrajeron rápidamente y el NAc, 

estriado dorsal, CPf y el hipocampo fueron disecados. Las estructuras obtenidas de dos 

animales, disecadas en forma bilateral, fueron agrupadas en una misma muestra a los fines 

de obtener suficiente material para cada experimento. 

Para determinar la fosforilación de ERK2 y TrkB, el tejido se homogeneizó en 

buffer RIPA (NaCl 150 mM, NP40 0,1 %, desoxicolato de sodio 0,5 %, dodecil sulfato de 

sodio 0,1 %, Tris 50 mM, pH =7,5) con inhibidores de proteasas (1µg/ml de aprotinina, 

1µg/ml de leupeptina, 1µg/ml de pepstatina A y 100 µg/ml de fluoruro de 

fenilmetanosulfonilo, PMSF) y fosfatasas (1 mM de NaVO4). Las muestras se 

centrifugaron a 10.000 rpm durante 15 min y el sobrenadante se combinó con ¼ de 

volumen de buffer Laemmli (SDS 4 %, glicerol 20 %, β-mercaptoetanol 10 %, Tris 125 

mM, azul de bromofenol 0,01%, pH= 6,8). Posteriormente, las muestras fueron hervidas a 

100ºC durante 5 min. Se utilizaron alícuotas de los sobrenadantes para la cuantificación de 

proteínas por el micro-método de Bradford utilizando un kit de ensayo de Bio-Rad 

(Hercules, CA, USA). 

Para determinar la fosforilación de ERK2 y CREB en los extractos nucleares, se 

realizó un fraccionamiento subcelular descripto previamente por Gorosito y col., (2008). El 

NAc y el estriado dorsal se homogeneizaron en buffer de extracto citoplasmático  (Hepes 

10 mM pH 7,5, KCl 60 mM, EDTA 1 mM, ditiotreitol 1 mM, NaVO41 mM, 100 µg/ml 

PMSF, Nonidet P40 0,075 %) y se centrifugó a 2.000 rpm durante 5 min a 4ºC para 

sedimentar los núcleos. Los sobrenadantes resultantes se utilizaron como extracto 

citoplasmático. Los precipitados conteniendo las fracciones nucleares se resuspendieron en 

buffer de extracto nuclear (Tris HCl 20 mM, 420 mM NaCl, 60 mM KCl, EDTA 1 mM, 

NaVO4 1 mM, PMSF 1 mM,  glicerol 25 %v/v, pH= 8,0), fueron incubaron en hielo por 

15min y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min a 4ºC. Los sobrenadantes resultantes 
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se utilizaron como extracto nuclear. Alícuotas de cada muestra fueron utilizados para la 

cuantificación de proteínas totales de acuerdo con el micro-método de Bradford utilizando 

un kit de ensayo de Bio-Rad. La especificidad de los extractos nucleares fue determinada 

reprobando las membranas donde se sembraron los mismos con un anticuerpo anti-histona 

(Santa Cruz Biotechnology), y la especificidad del extracto citoplasmático se determinó 

reprobando las membranas donde se sembraron los mismos con un anticuerpo contra LIM-

quinasa 1 (LIMK-1) (Santa Cruz Biotechnology) (Figura 21). Los homogeneizados totales 

y los extractos nucleares de cada área se sometieron a inmunotransferencia de proteínas 

para determinar los niveles de fosforilación de ERK2 (anti-pERK1/2 thr 202/tyr 204 

1:1000; Cell Signaling Technology) y ERK2 total (anti-ERK1/2 1:2000; Cell Signaling 

Technology) utilizando los anticuerpos específicos respectivos para cada proteína. Si bien 

existen dos isoformas de la proteína ERK (ERK1 de 44kDa y ERK2 de 42kDa) y el 

anticuerpo utilizado en este estudio reconoce ambas, se cuantificó solo ERK2 ya que es la 

enzima funcionalmente importante para los efectos inducidos cocaína y es la isoforma que 

presenta una mayor activación tras la administración del psicoestimulantes (Valjent y col., 

2005). 

 

Figura 21. Análisis de inmunotransferencia de proteínas del extracto citoplasmático (EC) y nuclear (EN). Se 

evidencia inmunoreactividad de LIMK-1 en el EC e inmunoreactividad de la histona H1N1 en el EN. Se 

utilizó actina como control para ambos extractos. 

Los niveles de fosforilación de CREB (pCREB) se determinaron en los extractos 

nucleares usando un anticuerpo anti-pCREB Ser 133 (1:500; Cell Signaling Technology) y 

CREB total (1:1000; Cell Signaling Technology). Los niveles de TrkB fosforilado (pTrkB) 

y TrkB se determinaron utilizado un anticuerpo contra pTrkB (1:1000; Epitomics) y contra 

TrkB (1:1000; Santa Cruz Biotechnology). Los niveles de pCREB y pERK2 se 
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normalizaron a la proteína total (ERK2 y CREB, respectivamente), y los niveles de pTrkB 

y TrkB full lenght (TrkB fl) se normalizaron a β-tubulina (1:5000; Biomedical Tech). Cabe 

aclarar que el anticuerpo anti-TrkB utilizado reconoce a la proteína TrkB fl (150kDa) la 

cual corresponde a la forma completa del receptor TrkB. Laproteína  TrkB T (100 kDa) 

corresponde a una isoforma truncada del receptor, la cual no contiene el dominio 

intracelular, y no se cuantificó en este estudio. 

Biotinilación de proteínas en superficie celular: fundamento 

La determinación de proteínas en la membrana plasmática se realizó utilizando el 

reactivo de biotinilación, sulfosuccinimidobiotin (NHS-Biotina), este reactivo se une a la 

porción NH2- terminal de las proteínas expresadas en la superficie celular, las cuales 

posteriormente son inmunoprecipitadas con avidina, la cual se encuentra contenida en 

perlas de agarosa. Paso siguiente, las proteínas inmuno-precipitadas son eluídas de las 

perlas de agarosa y se procede a su determinación por inmunotransferencia. 

Determinación de la expresión del receptor AMPA (subunidad GluR1). 

Las determinaciones de la expresión del receptor AMPA se realizó según lo descrito 

previamente por Esparza y col., (2012). Transcurridos 21 días desde el comienzo del 

tratamiento, los animales fueron inyectados con una dosis desafío con cocaína (7,5mg/kg) y 

30 min después fueron sacrificados por dislocación cervical. El cuerpo estriado dorsal y 

NAc fueron disecados. Las áreas disecados fueron transferidas a un microtubo conteniendo 

1mL de sulfo NHS - biotina (0,3 mg/ml) en PBS 1X y se incubaron durante 1 h a 4ºC, se 

descartó el reactivo en exceso y se colocó 1mL de buffer Tris-glicina (Tris 10mM, glicina 

100 mM) para finalizar la reacción de la biotina libre (5 min), seguidamente se realizaron 3 

de lavados con PBS 1X (3x5 min). Posteriormente, el NAc y estriado dorsal se 

homogeneizaron en 200 µl de buffer RIPA. Se añadieron 100 µl adicionales de buffer de 

homogeneización para obtener 300 µl de homogenizado total. Los mismos se centrifugaron 

a 13.000 rpm durante 30 min para sedimentar la fracción insoluble. Para la fracción total de 

GluR1 (fracción de superficie + fracción interna), 50 µl del sobrenadante se mezclaron con 

12,5 µl de buffer Laemmli 4x. Las proteínas de superficie biotiniladas en el sobrenadante 

restante (200 µl) se inmunoprecipitaron con 50 µl de perlas agarosa (50% p/v) conteniendo 
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avidina inmovilizada en su superficie (ImmunoPure Immobilized Avidin; Pierce) durante 2 

horas a 4ºC. Las perlas se sedimentaron centrifugando las muestras a 2500 rpm, 150 µl del 

sobrenadante resultante (fracción interna) se mezcló con 37,5 ml de buffer Laemmli 4X y 

fueron hervidas por 5 min. Las perlas que sedimentaron se lavaron tres veces con PBS 1X 

(3x 5 min) frío y las proteínas biotiniladas se eluyeron mediante incubación con 50uL de 

buffer Laemmli 2X a 100ºC durante 5 min (fracción de superficie). La fracción de 

superficie y la fracción total (superficie + fracción interna) se sometieron a 

inmunotransferencia cuantitativa de proteínas utilizando un anticuerpo anti-GluR1 (1:300, 

Millipore). Se definió a los receptores AMPA (subunidad GluR1) asociados a la membrana 

plasmática como la fracción de superficie normalizada a la fracción total (superficie + 

fracción interna), la cual representa el total de receptores AMPA (subunidad GluR1) 

presente en cada muestra antes de precipitar la fracción de superficie con las perlas de 

avidina. 

Determinación de la expresión de DAT.  

Se evaluó el contenido de DAT en membrana plasmática de sinaptosomas según lo 

descrito por Salvatore y col., (2003). El NAc y el estriado dorsal se disecaron y se 

homogeneizaron en 200uL de solución de sucrosa fría (0,32 M sacarosa, 5 mM bicarbonato 

de sodio, pH 7,4) se centrifugó a 2.000 rpm durante 10 min a 4ºC y los sobrenadantes 

resultantes se centrifugaron a 20.000 rpm durante 15 min a 4ºC. El pellet resultante que 

contiene los sinaptosomas crudos se resuspendieron en 100uL de buffer Krebs (NaCl 118 

mM , KCl 4.7 mm , KH2PO41,2 mM, NaHCO325 mM,Na2EDTA 25 mM ,CaCl21,7 mM, 

glucosa 10 mM, ácido ascórbico100 µM) y se incubaron durante 1h a 4ºC en 500 uL de de 

sulfo-NHS-biotina (1,5 mg/ml ) en buffer PBS Ca/Mg (NaCl 138 mM , KCl 2,7 mM , 

KH2PO4 1,5 mM ,Na2HPO4 9,6 mM , MgCl21 mM, CaCl20,1 mM, pH= 7,3 ). Después de la 

incubación, las muestras se centrifugaron a 8.000 rpm durante 4 min a 4ºC. Para finalizar la 

reacción de la biotina libre, el pellet resultante se resuspendió en 1 ml de glicina 100 mM. 

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 8.000 rpm durante 4 min a 4ºC, y los pellets 

resultantes se lavaron tres veces en 1 ml de buffer PBS Ca/Mg en hielo. El pellet final se 

lisó en 300 µl de buffer Tritón X-100 (Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 

1,0 % de Tritón X-100, 1 µg/ml de aprotinina, 1 µg/ml de leupeptina, 1 pepstatina µM, 250 
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µM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo). Los lisados (300 µL) se centrifugaron a 21.000 rpm 

durante 20 min a 4ºC. El sedimento se descartó, y 100 µL del sobrenadante se almacenó a -

20ºC para la determinación de la inmunorreactividad total de DAT (fracción total). El 

sobrenadante restante se incubó con 100 µl de perlas de avidina-agarosa al 50 % durante 2 

horas a 4ºC. Las muestras se centrifugaron a 17.000 rpm durante 4 min a 4ºC y los 

sobrenadantes (que contienen la fracción no biotinilada o fracción interna) se almacenaron 

a -20ºC. Los pellets conteniendo las perlas de avidina resultantes (proteínas de la superficie 

celular o fracción de superficie) se lavaron tres veces en 1 ml de buffer Triton X-100 (3x5 

min) y se centrifugaron a 17.000 rpm durante 4 min a 4ºC. Las proteínas biotiniladas fueron 

eluídas mediante incubación con 50 µL de buffer Laemmli durante 20 min a temperatura 

ambiente. La fracción de superficie y fracción total se sometió a inmunotransferencia 

cuantitativa para DAT usando un anticuerpo anti-DAT (1/500; Millipore). Se definió al 

contenido de DAT asociados a la membrana plasmática como la fracción de superficie 

normalizada a la fracción total (fracción de superficie + fracción interna), la cual representa 

el total de DAT presente en cada muestra antes de precipitar la fracción de superficie con 

las perlas de avidina. 

Controles de los experimentos de biotinilación 

La especificidad de la fracción de superficie celular de los experimentos de 

biotinilación se realizó determinando el contenido de la proteína citoplasmática LIMK-1, 

tanto en la fracción de superficie celular, así como también en la fracción interna o 

citoplasmática y la fracción total de las muestras de NAc y estriado dorsal provenientes de 

los experimentos de biotinilación. Como se puede observar en la Figura 22, hay 

inmunoreactividad de LIMK-1 en las fracciones internas y totales de ambas áreas 

cerebrales pero no en la fracción de superficie celular, indicando que el método de 

biotinilación que se utilizó no incluye las proteínas citoplasmáticas y es eficiente en la 

determinación de proteínas de membrana. 
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Figura 22. Análisis de inmunotransferencia de proteínas de la fracción interna o citoplasmática, la fracción de 

superficie celular y la fracción total. Solo se evidencia inmunoreactividad de LIMK-1 en la fracción 

citoplasmática y total. 

Inmunotransferencia de proteínas 

Luego de los procedimientos de fraccionamiento subcelular, homogeneización de 

áreas cerebrales y biotinilación de proteínas de superficie celular, se evaluaron los niveles 

de las proteínas correspondientes mediante la técnica de inmunotransferencia. Las muestras 

de proteínas (30µg) correspondiente a cada grupo experimental, fueron sembradas y 

separadas en un sistema de geles SDS-PAGE (BioRad Laboratories) con geles de 

poliacrilamida al 12% (para proteínas ERK2 y CREB) y al 10% (para GluR1, DAT y 

TrkB). Posteriormente las proteínas fueron  transferidas a una membrana de PVDF 

(Fluoruro de polivinildeno, Amersham Hybond-P, General Electric). Se bloquearon las 

uniones inespecíficas con albúmina sérica bovina (BSA) al 5% en buffer T-TBS (50mM 

Tris-HCl, 150 mM NaCl, Tween 20 0,01%, pH, 7,6). Posteriormente se incubaron durante 

toda noche a 4ºC con los anticuerpos primarios apropiados. Paso siguiente, se lavaron las 

membranas con T-TBS (4x15 min). Los anticuerpos fueron detectados incubando las 

membranas de PVDF (1 h a temperatura ambiente) con anticuerpos secundarios (según la 

especie del anticuerpo primario utilizado previamente) conjugados con peroxidasa de 

rábano (HRP) (1:2000, Jackson Laboratories). El revelado se realizó por la técnica de 

quimioluminiscencia con luminol, ácido cumárico como catalizador y H2O2 como sustrato 

de reacción. El revelado se plasmó en placas radiográficas (AGFA). La densidad óptica de 

las bandas fue analizada utilizando el programa Image J (NIH) y los resultados 

normalizados respecto al grupo control. 
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En todos los casos se corroboró la especificidad de los anticuerpos primarios 

utilizados, determinada por la presencia de una banda única la cual se corresponde con el 

peso molecular de la proteína estudiada (datos no mostrados), coincidiendo con lo 

reportado en la literatura (Mattson y col., 2005; Salvatore y col., 2000; Esparza y col., 

2013; Crooks y col., 2010) 

Análisis estadístico 

Los datos obtenidos de todos los experimentos fueron analizados utilizando el 

programa STATISTICA 7.1. El análisis estadístico de los datos conductuales y bioquímicos 

se realizó utilizando un análisis de varianza (test de ANOVA) de dos vías con los siguientes 

factores: genotipo (WT o KO) y tratamiento (vehículo o cocaína). El análisis estadístico de 

los resultados neuroquímicos también se realizó aplicando un test de ANOVA de dos vías 

(tratamiento y tiempo), considerando el factor tiempo como medida repetida (lecturas cada 

30 min). Para evaluar el efecto estimulante de una administración aguda de cocaína sobre la 

liberación de dopamina en los animales KO, se realizó un test-t comparando los niveles de 

dopamina determinada a los tiempos previo y posterior a la administración de la dosis 

desafío con la droga (180 y 210min desde el comienzo de la microdiálisis, 

respectivamente). Los efectos significativos señalados por el test de ANOVA fueron 

analizados posteriormente empleando un test de Fisher-LSD (para los resultados 

bioquímicos y neuroquímicos) o de Bonferroni (para los resultados conductuales). En todos 

los casos estas significancias fueron señaladas como * para un p<0,05; ** para un p<0,01 y 

los efectos de una determinada condición (genotipo, pre-tratamiento o tratamiento) se 

indicaron utilizando los símbolos # o §. 
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1. Efecto de un tratamiento crónico con cocaína que induce sensibilización conductual 

sobre los niveles de met-encefalina en áreas del circuito mesocoticolímbico relevantes 

para la expresión del fenómeno. 

Con el fin de determinar si cocaína produce alteraciones a largo término en los 

niveles de met-encefalina, ratones C57BL/6J fueron sometidos a un esquema de tratamiento 

crónico con cocaína que induce sensibilización a la droga y posteriormente se cuantificaron 

por inmunohistoquimica los niveles de expresión de dicho neuropéptido en el NAc y 

estriado dorsal (ver Figura 15, pág. 52 de la sección Materiales y métodos). 

Como puede observase en la Figura 23A y B, los animales que recibieron un 

tratamiento crónico con cocaína mostraron un marcado incremento en los niveles de met-

encefalina en el NAc y estriado dorsal respecto a lo observado en el grupo control. El 

incremento en los niveles de met-encefalina en ambas áreas cerebrales asociado a un 

tratamiento crónico con cocaína, es independiente de la administración de una dosis desafío 

con la droga transcurridos 21 desde el inicio del tratamiento (Grupo COC-VEH y COC-

COC Figura 23A y B). Cabe señalar que no se evidenciaron incrementos en los niveles de 

met-encefalina luego de la administración aguda de cocaína en ambas áreas cerebrales 

(Grupo VEH-COC Figura 23A y B). 

Un test de ANOVA de dos vías, evidenció un significativo efecto del tratamiento 

sobre los niveles de met-encefalina en el estriado dorsal (F(1,14)=25,65; p<0,01) y en el NAc 

(F(1,16)=22,20; p<0,01) sin mostrar ningún efecto con respecto a la administración de la 

dosis desafío con droga.  

Se utilizó como control negativo de la inmunohistoquímica ratones que carecen del 

gen que codifica para la proencefalina (KO Penk-/-) (Figura 23A).  

Utilizando una contra-tinción del tejido con violeta de cresilo, se determinó la 

localización intra-celular de met-encefalina (Figura 23A). La marca de met-encefalina 

colocalizó con el pericarion celular, revelado tras la tinción con violeta de cresilo. Esta 

observación concuerda con lo reportado por Garzón y Pickel, (2002). 
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Figura 23. Niveles de met-encefalina en estriado dorsal y NAc luego de un tratamiento crónico con cocaína 

que induce sensibilización. A) Microfotografías (20x) de secciones coronales del estriado dorsal (panel 

superior) y NAc (panel inferior) mostrando la tinción inmunohistoquímica para met-encefalina en los distintos 

grupos experimentales. Se utilizaron ratones KO (Penk-/-) como control negativo. Secciones de cada área 

cerebral fueron sometidas a una contra-tinción con violeta de cresilo para revelar la localización celular del 

neuropéptido. Barra de escala: 100 µm. B y C) Gráfico derivado de la cuantificación del número de células 

positivas para met-encefalina (nºcélulas positivas/0,35mm
2
) en el estriado dorsal y NAc de los distintos 

grupos de experimentales. Los datos están representados como la media ± EEM normalizados al grupo 

control y corresponden a 5 experimentos independientes. * p<0,01 indica diferencia significativa entre 

tratamientos (vehículo y cocaína). 

Conclusión parcial: Un tratamiento crónico con cocaína es capaz de producir una 

activación a largo término del sistema encefalinérgico en áreas del circuito 

mesocóticolimbico relevantes para la expresión del fenómeno de sensibilización inducido 

por la droga  

 



Resultados 

 

 

70 
 

2. Participación del sistema encefalinérgico en el fenómeno de sensibilización 

conductual inducido por cocaína. 

Los incrementos persistentes en los niveles de met-encefalina inducidos por cocaína 

en áreas del circuito mesocorticolímbico relevantes para la expresión del fenómeno de 

sensibilización evidenciados durante el desarrollo del objetivo 1, sugirieron una posible 

influencia del neuroéptido en dicho proceso. Con el fin de determinar la participación del 

sistema encefalinérgico en el fenómeno de sensibilización conductual inducido por cocaína, 

ratones WT y KO para el gen de la proencefalina fueron sometidos a un paradigma de 

tratamiento para inducir sensibilización a los efectos estimulantes motores de la droga y se 

evaluó la actividad locomotora de ambos genotipos al re-exponerlos a una dosis desafío de 

la misma transcurridos 15 y 21 días desde el inicio del tratamiento (ver Figura 15, pág. 52 

de la sección Materiales y métodos). 

A los fines de determinar el efecto de una dosis aguda de cocaína en ambos 

genotipos de animales (WT y KO), se midió la actividad locomotora en respuesta a una 

dosis de vehículo y cocaína (15mg/kg) en el primer día de la fase de tratamiento. Los 

registros conductuales mostraron un marcado incremento en la actividad locomotora de los 

ratones WT y KO en respuesta a la dosis de cocaína, en comparación a lo observado en los 

ratones de ambos genotipos que recibieron una dosis de vehículo.  

 

Figura 24. Actividad locomotora de los animales en respuesta a una dosis aguda de cocaína (15mg/kg) o 

vehículo. Los datos están representados como el promedio de cuentas totales/30min ± EEM (WT-VEH n=9, 

WT-COC n=9, KO-VEH n=9, KO-COC n=9 animales/grupo). * p<0.05 comparado con WT-VEH y/o KO-

VEH. 
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Este resultado indica que la ausencia del gen de proencefalina no afectó la respuesta 

estimulante motora de cocaína tras la administración aguda de la droga (Figura 24). Un test 

de ANOVA de dos vías, mostró un significativo efecto del tratamiento en la actividad 

locomotora de los animales (F (1,31)= 86,80; p<0.01), sin evidenciar efecto del genotipo o 

interacción entre las dos variables estudiadas (genotipo y tratamiento). 

Las Figuras 25A y B muestran la actividad locomotora de los animales en respuesta 

a una dosis desafío con cocaína (7,5mg/Kg i.p.) en el día 15 y 21 desde el inicio del 

tratamiento crónico con vehículo o cocaína en ambos genotipos de ratones. Los animales 

WT que recibieron un tratamiento crónico con cocaína, mostraron un marcado incremento 

en la actividad locomotora en respuesta a una dosis desafío con la droga (expresión de la 

sensibilización conductual), en comparación a lo observado en los animales WT tratados 

crónicamente con vehículo tras recibir la misma dosis desafío. La expresión de la 

sensibilización conductual se observó en los animales WT tratados crónicamente con 

cocaína luego de recibir una dosis desafío con la droga transcurridos ya sean 15 o 21 desde 

el inicio tratamiento, demostrando una persistencia del fenómeno de sensibilización en 

dichos animales. A diferencia de lo observado en los animales WT, los animales KO 

tratados crónicamente con cocaína no expresaron el fenómeno de sensibilización 

conductual inducido por cocaína (Fig. 25A y B). No se observaron diferencias 

significativas en la actividad locomotora de los animales KO que recibieron un tratamiento 

crónico con cocaína tras recibir a una dosis desafío con la droga transcurridos 15 días desde 

el comienzo del tratamiento, respecto a lo observado en los animales KO tratados 

crónicamente con vehículo tras recibir la misma dosis desafío (Figura 24A) (tratamiento 

F(1,31)= 38,32; p<0,01- interacción F (1,31)= 10,74; p<0,01). Realizando un análisis post hoc 

(Bonferroni), se evidenció una marcada diferencia en la actividad locomotora entre los 

animales WT que recibieron una administración crónica de cocaína con los animales WT 

tratados crónicamente con vehículo (p<0,01) y los animales KO tratados crónicamente ya 

sea con vehículo o cocaína (p<0,05), tras recibir una dosis desafío con la droga (Figura 

25A). Diferencias similares se observaron cuando los animales recibieron una dosis desafío 

con cocaína transcurridos 21 desde el inicio del tratamiento (tratamiento F(1,31)= 16,28; 

p<0,01-interacción F(1,31) = 13,13; p<0,01). Un análisis post hoc (Bonferroni),  evidenció 

una diferencia significativa en la actividad locomotora entre los animales WT que 
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recibieron una administración crónica de cocaína con los animales WT tratados 

crónicamente con vehículo (p<0,01) y los animales KO tratados crónicamente ya sea con 

vehículo o cocaína (p<0,05) (Figura 25B).  

Es importante destacar que la actividad locomotora en respuesta a una dosis desafío 

con vehículo (día 14) (Figura 25A) fue similar en todos los grupos de tratamiento y 

notablemente más baja que la observada tras administrar la dosis desafío con cocaína los 

días 15 y 21 en todos los grupos de animales. Este efecto indica que la respuesta 

sensibilizada observada tras la administración de la dosis desafío con cocaína en los 

animales WT los cuales expresaron el fenómeno, no puede ser atribuida a una respuesta 

condicionada. Realizando un test de ANOVA de dos vías, no se observaron efectos 

significativos del tratamiento o genotipo sobre la actividad locomotora de los animales en 

este día (tratamiento F(1,31)= 0,89; NS; genotipo F(1,31)= 1,39 NS). 

 

Figura 25. Actividad locomotora en respuesta a una dosis desafío con vehículo en el día 14, una dosis desafío 

con cocaína 7,5mg/Kg en el día 15 (A) y 21 (B). Los datos están representados como el promedio de cuentas 

totales/30min ± EEM (WT-VEH n=9, WT-COC n=9, KO-VEH n=9, KO-COC n=9 animales/grupo ** 

p<0.01 comparando WT-COC vs. WT-VE * p<0.05 indica diferencia significativa comparado con WT-VEH 

y/o KO-VEH/COC. 

Conclusiones parciales: El sistema encefalinérgico facilita el desarrollo de la 

sensibilización conductual inducida por cocaína, ya que la ausencia del mismo afecta la 

expresión de este fenómeno. 
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3. Participación del sistema encefalinérgico en los cambios pre-sinápticos asociados al 

fenómeno de sensibilización inducido por cocaína: liberación de dopamina en NAc y 

expresión del transportador de dopamina (DAT).  

3.1 Participación del sistema encefalinérgico en la sensibilización al efecto estimulante 

de cocaína sobre la liberación de dopamina en el NAc. 

Con el fin de investigar uno de los posibles eventos neuroquímicos que puedan 

explicar mecanísticamente los resultados conductuales obtenidos durante el desarrollo del 

objetivo 2, se evaluó la influencia del sistema encefalinérgico en la sensibilización a las 

propiedades estimulantes de cocaína sobre la liberación de dopamina. Para abordar este 

objetivo, ratones WT y KO fueron sometidos a un paradigma de tratamiento crónico con 

cocaína para inducir sensibilización y utilizando la técnica de microdiálisis in vivo se 

evaluaron los niveles extracelulares de dopamina en el NAc de ambos genotipos al re-

exponerlos a una dosis desafío de la droga transcurridos 21 días desde el inicio del 

tratamiento (ver sección Materiales y métodos, Figura 15). Además, para determinar que no 

existan posibles alteraciones en la acción primaria de cocaína a nivel del NAc de los 

animales KO, se evaluaron los niveles extracelulares de dopamina en respuesta a una dosis 

aguda de la droga en dichos animales. 

De acuerdo a evidencias anteriores (Kalivas y Stewart, 1991; Kalivasy Duffy, 

1993), una dosis desafío con cocaína administrada a los animales WT tratados 

crónicamente con la droga, indujo una respuesta sensibilizada en la liberación de dopamina 

en el NAc revelado por un marcado aumento de los niveles extracelulares del 

neurotransmisor en dicha área cerebral, en comparación a lo observado en los animales WT 

que recibieron un tratamiento crónico con vehículo (Figura 26A). Un test de ANOVA de 

dos vías (tratamiento y tiempo) con muestras repetidas en el tiempo, mostró una interacción 

entre las variables estudiadas sobre los niveles de dopamina en el NAc de los animales WT 

(F(12,156) = 1,92; p<0,05). Realizando un análisis post hoc de Fisher se evidenció un 

significativo incremento en el porcentaje de liberación de dopamina después de la 

administración de la dosis desafío con cocaína (7,5mg/kg) en los animales WT tratados 

crónicamente con la droga, respecto a los niveles observados en los animales WT tratados 
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crónicamente con vehículo (Figura 26A). A diferencia de la respuesta sensibilizada 

observada en los ratones WT, los animales KO no evidenciaron sensibilización al efecto 

estimulante de cocaína sobre la liberación de dopamina en el NAc (Figura 26B). El mismo 

test estadístico utilizado para el análisis de los niveles de dopamina en los animales WT, no 

arrojó ninguna interacción entre las variables estudiadas (tratamiento y tiempo) sobre los 

niveles de dicho neurotransmisor en el NAc de los animales KO (F(12,156) = 0,32; NS).  

 

Figura 26. Efecto de una dosis desafío con vehículo y cocaína (7,5mg/kg) sobre los niveles extracelulares de 

dopamina presente en dializados obtenidos por microdiálisis in vivo en el NAc de ratones A) WT y B) KO. 

Las flechas indican la administración de la dosis desafío de vehículo y cocaína (7,5mg/kg) a los 120 min y 

210 min desde el inicio de la microdiálisis, respectivamente. Todos los valores están expresados como la 

media ± EEM y representados como porcentaje de aumento respecto de los niveles basales de dopamina de 

cada grupo de tratamiento (WT-VEH n= 9, KO-VEH n= 7, WT-CO n= 8, KO-CO n= 9 

animales/grupo) ** p<0,01 comparado con los niveles basales de dopamina; * p<0,05 comparando el efecto 

de la dosis desafío con cocaína (210min) entre los grupos WT y KO. & y + p<0,01, comparando los niveles 

de dopamina obtenidos antes (180min) y después (210min) de la administración de la dosis desafío con 

cocaína en los animales KO-VEH/COC respectivamente (test-t). 

Posteriormente, se realizó un test de ANOVA de dos vías para analizar 

conjuntamente el efecto de las variables genotipo y tratamiento sobre los niveles de 

dopamina en el NAc de los animales WT y KO después de la administración de la dosis 

desafío con cocaína (correspondiente al tiempo 210 min desde el inicio de la microdiálisis). 

Aplicando este test, se evidenció un efecto del genotipo (F (1,26) = 7,21; p <0,05) y una 

interacción entre las variables estudiadas (F (1,26) = 8,32; p <0,01) sobre los niveles del 
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neurotransmisor en el NAc luego de la administración de la dosis desafío con cocaína en 

los animales WT y KO. Realizando un análisis post hoc de Fisher se evidenció un 

incremento significativo en los niveles de dopamina en el NAc de los animales WT tratados 

crónicamente con cocaína 30min después de recibir la dosis desafío con la droga en 

comparación a lo observado en los restantes grupos experimentales (p<0,01). Cabe destacar 

que la administración de una dosis desafío con vehículo 120 min luego del inicio de la 

microdiálisis, no produjo incrementos significativos en los niveles extracelulares de 

dopamina en el NAc de los diferentes grupos experimentales con respecto a los valores 

basales. 

Por otra parte, los resultados indican que el efecto estimulante de cocaína sobre la 

liberación de dopamina luego de una administración aguda de la droga no se ve afectado en 

los animales KO (Figura 26B, ver 210 min. post-cocaína). Un test-t realizado para 

comparar los niveles de dopamina antes y después de la administración de la dosis desafío 

con cocaína (180 y 210 min desde el inicio de la microdiálisis, respectivamente) en los 

animales KO, demostró que existe un efecto en la liberación de dopamina luego de la 

inyección aguda de la droga en dicho genotipo de animales. Este efecto se observa en los 

animales KO tratados crónicamente ya sea con vehículo o cocaína (KO-VEH t-test12=2,79, 

p<0,01; KO-COC t-test12=4,78, p<0,01), indicando que la acción primaria de la droga en el 

NAc de los animales KO no se encuentra afectada.  

Los niveles basales de dopamina fueron similares en los distintos grupos 

experimentales (Tabla 3). Los mismos fueron obtenidos de las muestras de dializado 

colectadas previo a la administración de las dosis desafío con vehículo en los diferentes 

grupos de tratamientos y expresados como fmoles de dopamina/20µL. 

 

Tabla 3. Niveles basales de dopamina expresados en fmoles/20uL y representados como la media ± EEM 

para los 4 grupos de tratamiento.   
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Figura 27. Diagramas representativos que ilustran las ubicaciones de las cánulas de diálisis entre las 

coordenadas bregma 1,34mm y 0,86mm para los animales A) WT y B) KO. Las líneas entrecortadas 

representan al grupo vehículo y las líneas continuas representan al grupo cocaína correspondiente a cada 

genotipo. Al pié de cada diagrama se muestran secciones coronales (40µm) de cerebro de ratón teñidas con 

violeta de cresilo mostrando la ubicación de la cánula de diálisis en el NAc en los animales WT (izquierda) y 

KO (derecha). Barra escala: 1mm. 

3.2 Niveles del transportador de dopamina (DAT) en el NAc y estriado dorsal de 

ratones WT y KO luego de un tratamiento crónico con cocaína que induce 

sensibilización. 

A los fines de descartar alteraciones en los niveles del DAT en los animales KO que 

puedan interferir con el mecanismo de acción primaria de cocaína, y afectar la 

funcionalidad del sistema dopaminérgico de manera diferente a los WT, se evaluaron los 

niveles de dicha proteína en el NAc y estriado dorsal proveniente de ambos genotipos luego 

del tratamiento con la droga. 

Los ratones WT y KO fueron sometidos a un paradigma de tratamiento crónico con 

cocaína para inducir sensibilización y se evaluaron por Western blot los niveles de DAT en 
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el NAc y estriado dorsal transcurridos 21 días desde el inicio del tratamiento (ver Figura 15, 

pág. 52 de la sección Materiales y métodos).  

Como se muestra en la Figura 28A y B no se observaron cambios en la expresión 

del DAT en la membrana de fracciones sinaptosomales provenientes del NAc y estriado 

dorsal de animales WT y KO luego de recibir un tratamiento crónico con cocaína que 

induce sensibilización conductual. 

Un test de ANOVA de dos vías (genotipo y tratamiento) no mostró efecto del 

tratamiento (NAc F(1,12)= 0,05, NS-Estriado dorsal F(1,12)= 0,62, NS) o el genotipo (NAc F 

(1,12)= 0,52; NS-Estriado dorsal F (1,12)= 0,09; NS) sobre los niveles de DAT en ambas áreas 

cerebrales provenientes de los animales WT o KO. 

 

Figura 28. Niveles del transportador de dopamina (DAT) en el A) estriado dorsal y B) NAc de animales WT 

y KO luego de un tratamiento crónico con cocaína o vehículo. Los histogramas representan el nivel de DAT 

presente en la superficie celular normalizado a DAT total (presente en el homogenato total de cada área 

cerebral). Los datos están representados como la media ± EEM normalizados al grupo control y corresponden 

a 4 experimentos independientes Al pié de cada gráfico se observa una imagen obtenida por 

inmunotransferencia de proteínas que representa los niveles de DAT determinados en cada área cerebral para 

los diferentes grupos experimentales. 

Este resultado, conjuntamente con el observado previamente que no reveló 

modificaciones el efecto agudo de cocaína sobre la liberación de dopamina en el NAc de 
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los animales KO, sugieren que la ausencia de sensibilización a cocaína en dicho genotipo 

de animales no puede ser atribuida a modificaciones en el sitio de acción de la droga o 

ausencia de la acción primaria de la misma a nivel del NAc. 

Conclusiones parciales: Estos resultados sugieren que la ausencia de encefalina no afecta el 

tono dopaminérgico a nivel del NAc, ni influye sobre el efecto agudo de cocaína sobre la 

liberación de dopamina a nivel de este centro cerebral así como tampoco interfiere con los 

niveles de expresión del DAT en áreas que reciben aferencias dopaminérgicas. No obstante, 

el sistema encefalinérgico está fuertemente involucrado en la expresión de la 

sensibilización a las propiedades estimulantes de cocaína sobre la liberación de dopamina a 

nivel del NAc. 

4. Participación del sistema encefalinérgico en los eventos moleculares asociados al 

fenómeno de sensibilización conductual inducido por cocaína. 

Con el fin de establecer un posible rol del sistema encefalinérgico como mediador 

de los cambios moleculares a largo plazo asociados al fenómeno de sensibilización, se 

determinaron los niveles de de BDNF, pTrkB, pERK2, pERK2 nuclear, pCREB, y la 

expresión de receptores AMPA en superficie celular en áreas del circuito 

mesocórticolimbico de animales WT y KO sometidos a un esquema de tratamiento crónico 

con la droga (ver sección Materiales y métodos Figura 15 pág. 52).  

4.1 Niveles de BDNF y pTrkB en el NAc y estriado dorsal de animales WT y KO luego 

de un tratamiento crónico con cocaína que induce sensibilización. 

Como puede observarse en la Figura 29B, los animales WT tratados crónicamente 

con cocaína mostraron un significativo incremento en los niveles de BDNF en el NAc 

luego de recibir una dosis desafío con la droga 21 días después de iniciado el tratamiento, 

en comparación a lo observado en los animales WT tratados crónicamente con vehículo. 

Paralelamente a los incrementos en BDNF, se observó en el NAc de los animales WT 

tratados crónicamente con cocaína un aumento en los niveles de activación de TrkB, 

evidenciado por un incremento de la forma fosforilada del receptor (pTrkB) (Figura 30B) 

respecto a lo observado en los animales WT tratados crónicamente con vehículo. 

Contrariamente a lo observado en los animales WT, los animales KO tratados crónicamente 
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con vehículo o cocaína no mostraron cambios en los niveles de BDNF o pTrkB en el NAc 

luego de recibir una dosis desafío con la droga (Figuras 29 y 30B). 

Por otra parte, no se evidenciaron cambios significativos en los niveles de BDNF en 

el estriado dorsal de los animales WT o KO tratados crónicamente con vehículo o cocaína 

(Figura 29A). Interesantemente, a pesar de que no se evidenciaron incrementos en BDNF 

inducidos por cocaína, se observó un aumento en los niveles de pTrkB en el estriado dorsal 

proveniente de los animales WT que fueron administrados crónicamente con la droga 

después de recibir una dosis desafío con la misma (Figuras 29 y 30A). Este efecto solo se 

observó en los animales WT, los animales KO que recibieron el mismo tratamiento crónico 

con cocaína no evidenciaron incrementos en pTrkB a nivel del estriado dorsal luego de 

recibir la dosis desafío con la droga (Figura 30A). Los niveles de TrkB total no se 

encontraron modificados en ambas áreas cerebrales provenientes de los diferentes grupos 

de tratamiento (Figura 30C y D).  

Un test de ANOVA de dos vías mostró una interacción entre las variables 

estudiadas (genotipo y tratamiento) sobre los niveles de BDNF (F(1,12)= 21,14; p<0,01) y 

pTrkB (F(1,12)= 21,58; p<0,01) en el NAc, sin evidenciar ningún efecto sobre los niveles de 

TrkB (F(1,12)= 0,29; NS). En estriado dorsal, el mismo test estadístico solo mostró un efecto 

del tratamiento sobre los niveles de pTrkB en esta área cerebral (F(1,12)= 3,08; p<0,05), sin 

evidenciar ningún tipo de efecto del genotipo o tratamiento sobre los niveles de BDNF o 

TrkB (BDNF F(1,12)= 0,93; TrkB F(1,12)= 0,0021; NS). Un análisis post hoc de Fisher, 

evidenció un incremento en los niveles de BDNF y pTrkB en el NAc de animales WT 

tratados crónicamente con cocaína, luego de recibir una dosis desafío con la droga en 

comparación a lo observado en los restantes grupos de tratamiento (p<0,05).  
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Figura 29. Niveles de BDNF en el estriado dorsal (A), NAc (B) y CPf (C) de animales WT y KO sometidos a 

un tratamiento crónico con cocaína que induce sensibilización. Panel derecho: Microfotografías revelando la 

intensidad de expresión de BDNF en cada área cerebral. En el recuadro inferior cada microfotografía se 

muestra una magnificación digital de la microfotografía original. La imagen fue pseudo-coloreada para 

resaltar la intensidad de fluorescencia entre los grupos de tratamiento. Barra de escala: 100 µm. ac: comisura 

anterior. Panel izquierdo: Gráficos derivados de la cuantificación de la intensidad de fluorescencia promedio 

por célula. Los datos están representados como la media ± EEM normalizados al grupo control y 

corresponden a 3 experimentos independientes * p<0.05 comparado con WT-VEH y KO-VEH/COC. 
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Figura 30. Niveles de pTrkB en NAc y estriado dorsal de animales WT y KO sometidos a un tratamiento 

crónico con cocaína que induce sensibilización. A) y B) Niveles de pTrkB en el estriado dorsal (panel 

izquierdo) o el NAc (panel derecho) proveniente de ratones WT y KO luego de un tratamiento crónico con 

cocaína. C) y D) Niveles de TrkB fl en el estriado dorsal (panel izquierdo) o el NAc (panel derecho) de los 

diferentes grupos de tratamiento. Los histogramas representan los niveles de pTrkB y TrkB normalizado a β 

tubulina. Los datos están representados como la media ± EEM normalizados al grupo control y corresponden 

a 4-5 experimentos independientes Al pié de cada gráfico se observa una imagen obtenida por 

inmunotransferencia de proteínas que representa los niveles de pTrkB, TrkB y β-tubulina determinados en 

cada área cerebral. * p<0.05 comparado con WT-VEH y KO-VEH/CO; § p<0.05 comparando los grupos 

VEH vs. COC (tratamiento) (Fisher post hoc test). 
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4.2 Niveles de BDNF en la CPf de animales WT y KO luego de un tratamiento crónico 

con cocaína que induce sensibilización. 

Si bien se ha descripto una síntesis local de BDNF en el NAc (Graham y col., 2007), 

la principal fuente de esta neurotrofina en dicha área cerebral proviene de aferencias 

glutamatérgicas de la CPf (Altar y col., 1997). Por este motivo, se estudiaron los niveles de 

BDNF en la CPf de animales WT y KO como fuente potencial de los cambios observados 

de dicha neurotrofina a nivel del NAc. Curiosamente, se evidenció un incremento en los 

niveles de BDNF tanto en animales WT como KO ambos tratados crónicamente con 

cocaína, en comparación a lo observado en los animales WT que recibieron un tratamiento 

crónico con vehículo (Figura 29C). Un test de ANOVA de dos vías evidenció una 

interacción entre las variables genotipo y el tratamiento (F(1,12)=4,34; p<0,05) sobre los 

niveles de BDNF en la CPf. Realizando un análisis post hoc de Fisher se observó una 

diferencia significativa en los niveles de BDNF comparando el grupo de animales WT 

tratados crónicamente con vehículo con los demás grupos de tratamiento (p <0,05). 

4.3 Niveles de pERK2 en el NAc y estriado dorsal proveniente de animales WT y KO 

luego de un tratamiento crónico con cocaína que induce sensibilización. 

Los eventos moleculares asociados a la sensibilización inducida por cocaína, se 

encuentran relacionados funcional y temporalmente entre sí: el incremento en la liberación 

de dopamina y en los niveles de factores tróficos (BDNF) inducidos luego de la exposición 

a cocaína disparan la activación de ERK2, uno de los eventos centrales asociados con la 

expresión de dicho fenómeno (Lu y col., 2006). 

Como se puede observar en la Figura 31A y B los animales WT sometidos a un 

tratamiento crónico con cocaína, los cuales evidenciaron incrementos en pTrkB y/o BDNF 

(Figuras 29B, 30A y B), mostraron un marcado incremento en los niveles de fosforilación 

de ERK2 tanto en el estriado dorsal como en el NAc, luego de recibir una dosis desafío con 

la droga 21 días después de iniciado el tratamiento, respecto a lo observado en los animales 

WT tratados crónicamente con vehículo. Coincidiendo con lo observado en este 

experimento, numerosas evidencias demostraron que la sensibilización inducida por 

cocaína, además de generar alteraciones en los niveles de BDNF/pTrkB, produce un 

incremento en los niveles de fosforilación de ERK2 en el NAc y estriado dorsal (Mattson y 
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col., 2005; Marin y col., 2010). Contrariamente a lo observado en los animales WT, los 

animales KO que fueron administrados crónicamente con cocaína o vehículo, no mostraron 

incrementos significativos en los niveles de pERK2 en el estriado dorsal o el NAc luego de 

recibir una dosis desafío con la droga (Figura 31A y B). Un test de ANOVA de dos vías 

mostró un efecto del tratamiento (F(1,12)= 4,85; p<0,05) y genotipo (F(1,12)= 5,79; p<0,05) 

sobre los niveles de pERK2 en estriado dorsal. En el NAc, el mismo test estadístico 

evidenció un efecto del genotipo (F(1,12)= 13,08; p<0,01) y una interacción entre las 

variables estudiadas sobre los niveles de pERK2 (F(1,12)= 32,86; p<0,01). Un análisis post 

hoc de Fisher mostró una diferencia significativa en los niveles de fosforilación de ERK2 

en el NAc de animales WT tratados crónicamente con cocaína tras recibir una dosis desafío 

con la droga, respecto a lo observado en el resto de los grupos de tratamiento.  

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de pERK2 en la CPf e 

hipocampo proveniente de los animales WT y KO tratados crónicamente con vehículo o 

cocaína (Figura 31C y D).  

4.4 Niveles de pERK2 en el NAc, estriado dorsal y CPf de animales WT y KO 

administrados con una dosis aguda de cocaína. 

A los fines de determinar el efecto de una dosis aguda de cocaína en ambos 

genotipos de animales, se midieron los niveles de pERK2 en el estriado dorsal, NAc, CPf e 

hipocampo en respuesta a una dosis de vehículo o cocaína 15mg/kg durante el primer día 

de la fase de tratamiento. La ausencia del gen de proencefalina no afectó el incremento en 

la fosforilación de ERK2 a nivel del estriado dorsal, Nac y CPf inducido tras una 

administración aguda de cocaína. Como puede en las Figuras 32A, B y C, una inyección de 

cocaína (15mg/kg) produjo incrementos sustanciales en los niveles de pERK2 en el NAc, 

estriado dorsal y CPf proveniente de animales WT y KO en comparación a lo observado en 

los animales de ambos genotipos que recibieron una administración de vehículo. Un test de 

ANOVA de dos vías (genotipo y tratamiento) mostró un marcado efecto del tratamiento 

sobre los niveles de pERK2 en las áreas mencionadas (Estriado dorsal F(1,8)= 5,50; p<0,05- 

NAc F(1,8)= 70,56; p<0,01- CPf F(1,8)= 24,56; p<0,01). No se observaron diferencias 

significativas en los niveles de pERK2 en el hipocampo de los animales WT y KO luego de 

una inyección aguda de cocaína o vehículo (Figura 32D).  
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Figura 31. Niveles de fosforilación de ERK2 en el A) estriado dorsal, B) NAc, C) CPf e D) hipocampo de 

animales WT y KO luego de un tratamiento crónico con cocaína que induce sensibilización. Los histogramas 

representan los niveles de pERK2 normalizados a ERK2. Los datos están representados como la media ± 

EEM normalizados al grupo control y corresponden a 4 experimentos independientes. Al pié de cada gráfico 

se observa una imagen obtenida por inmunotransferencia de proteínas que representa los niveles de pERK2 y 

ERK2 determinados en cada área cerebral. ** p<0.01 comparado con WT-VEH; * p<0.05 comparado con 

KO-VEH/CO; § p<0.05 comparando los grupos VEH vs. COC (tratamiento). # p<0.05 comparando los 

grupos WT vs. KO (genotipo) (Fisher post hoc test). 
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Figura 32. Niveles de pERK2 determinados a nivel del A) estriado dorsal, B) NAc, C) CPf e D) hipocampo 

de animales WT y KO en respuesta a una inyección aguda de cocaína (15mg/Kg). Los histogramas 

representan los niveles de pERK2 normalizados a ERK2. Los datos están representados como la media ± 

EEM normalizados al grupo control y corresponden a 3-4 experimentos independientes. Al pie de cada 

gráfico se observa una imagen obtenida por inmunotransferencia de proteínas que representa los niveles de 

pERK2 y ERK2 determinados en cada área cerebral. § p<0.05  comparando los grupos VEH vs. COC 

(tratamiento). 
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4.5 Niveles de pERK2/pCREB en fracciones nucleares del NAc y estriado dorsal 

proveniente de animales WT y KO luego de un tratamiento crónico con cocaína que 

induce sensibilización. 

Como mencionaba en la introducción del presente trabajo de tesis, luego de 

activarse por fosforilación ERK2 transloca al núcleo celular para activar diferentes factores 

de trascripción, entre los cuales se encuentra CREB (Valjent y col., 2000, 2005). Estos 

eventos nucleares, inician programas específicos de expresión génica necesarios para el 

remodelado sináptico y cambios a largo plazo en la eficiencia sináptica (Mazzucchelli y 

col., 2002) asociados al desarrollo y expresión del fenómeno de sensibilización. Teniendo 

en cuenta este antecedente, se investigó si los cambios observados en la activación de 

ERK2 a nivel del NAc y estriado dorsal eran lo suficientemente significativos como para 

afectar los niveles de pERK2/CREB nuclear en las áreas cerebrales mencionadas 

provenientes tanto de animales WT como KO luego de un tratamiento crónico con cocaína. 

Para ello, se estudiaron los niveles de fosforilación de ERK2 y CREB en fracciones 

nucleares del estriado dorsal y el NAc utilizando el procedimiento experimental 

esquematizado en la Figura 15 (ver sección Matriales y métodos, Figura 15).  

Como se puede observar en la Figura 33A y B los animales WT sometidos a un 

tratamiento crónico con cocaína, mostraron un claro incremento en los niveles de 

fosforilación de ERK2 en fracciones nucleares del estriado dorsal y el NAc luego de recibir 

una dosis desafío con la droga, respecto a lo observado en los animales WT tratados 

crónicamente con vehículo. Este efecto no se observó en los animales KO administrados 

crónicamente ya sea con vehículo o cocaína. Un test de ANOVA de dos vías reveló una 

significativa interacción entre las variables genotipo y tratamiento sobre los niveles de 

pERK2 nucleares en ambas áreas cerebrales (Estriado dorsal F(1,17)= 4,74; p<0,05 - NAc 

F(1,15)= 4,73; p<0,05). Realizando un análisis post hoc de Fisher, se evidenció una 

diferencia significativa en la fosforilación de ERK2 en el NAc y estriado dorsal de animales 

WT tratados crónicamente con cocaína tras recibir una dosis desafío con la droga, respecto 

a lo observado en los restantes grupos de tratamiento(p<0,05). 
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Figura 33. Niveles de fosforilación de ERK2 nuclear y CREB en estriado dorsal y NAc de animales WT y 

KO luego de un tratamiento crónico con cocaína que induce sensibilización. A) y B) Niveles de pERK2 en 

fracciones nucleares del estriado dorsal (panel izquierdo) o el NAc (panel derecho) proveniente de animales 

WT y KO tratados crónicamente con cocaína C) y D) Niveles de pCREB en fracciones nucleares del estriado 

dorsal y NAc proveniente de los diferentes grupos experimentales. Los histogramas representan los niveles de 

pERK2 y pCREB normalizados a ERK2 y CREB respectivamente. Los datos están representados como la 

media ± EEM  normalizados al grupo control y corresponden a 5-6 experimentos independientes Al pie de 

cada gráfico se observa una imagen obtenida por inmunotransferencia de proteínas que representa los niveles 

de pERK1/2; pCREB, ERK1/2 y CREB determinados en cada área cerebral. * p<0,05 comparado con WT-

VEH y KO-VEH/COC; § p<0,05 comparando los grupos VEH vs. COC (tratamiento). # p<0,05 comparando 

los grupos WT vs. KO (genotipo).  



Resultados 

 

 

88 
 

La figura 33C y D, muestra los cambios en los niveles de fosforilación de CREB en 

los animales WT y KO luego de un tratamiento crónico con cocaína que induce 

sensibilización. El patrón de cambio en los niveles de fosforilación de CREB fue similar al 

observado parapERK2 nuclear en los distintos grupos de tratamiento. Los animales WT 

sometidos a un tratamiento crónico con cocaína, mostraron un incremento en los niveles de 

fosforilación de CREB en el estriado dorsal y el NAc respecto a lo observado en los 

animales WT tratados crónicamente con vehículo. Este efecto no se observó en los 

animales KO administrados crónicamente con vehículo o cocaína. Un análisis estadístico 

utilizando un test de ANOVA de dos vías mostró un efecto del tratamiento (F (1,17)= 4,99; 

p<0.05) y genotipo (F (1,17)= 6,99; p< 0,05) sobre los niveles de pCREB en el NAc. En el 

estriado dorsal, el mismo test estadístico mostró un efecto del genotipo (F (1,15)=6,45; p 

<0,05) y arrojó una interacción entre ambas variables (F (1,15)= 4,93; p<0,05) sobre los 

niveles de dicha proteína. Un análisis  post hoc de Fisher mostró una diferencia 

significativa en los niveles de fosforilación de CREB en los animales WT tratados 

crónicamente con cocaína respecto a lo observado en los restantes grupos de tratamiento 

(p<0,05). 

4.6 Niveles de expresión del receptor AMPA (subunidad GluR1) en superficie celular 

del NAc y estriado dorsal de animales WT y KO luego de un tratamiento con cocaína 

que induce sensibilización. 

Como fue mencionado en la introducción de esta tesis, la fosforilación de ERK2 

conduce a cambios en la excitabilidad de la membrana neuronal de las células del NAc. 

Particularmente, la activación de ERK ha sido también implicada en el tráfico de receptores 

AMPA en neuronas del cuerpo estriado (Zhu y col., 2002; Huang y col., 2004; Krapivinsky 

y col., 2004; Zhu y col., 2005). Además, se sabe que el fenómeno de sensibilización a 

cocaína está asociado a incrementos en pERK2 en paralelo con un aumentos en la 

expresión del receptor AMPA en el NAc (Boudreau y col., 2007). 

Coincidiendo con lo observado por otros autores (Ferrario y col., 2010; Kim y col., 

2009, los animales WT que recibieron una tratamiento crónico con cocaína mostraron un 

incremento en los niveles del receptor AMPA (subunidad GluR1) en la superficie celular 

del NAc (Figura 34B) y estriado dorsal (Figura 34A) después de ser inyectados con una 
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dosis desafío con cocaína transcurridos 21 días desde el inicio del tratamiento, en 

comparación a lo observado en los animales WT tratados crónicamente con vehículo. A 

diferencia de lo observado en los animales WT, los animales KO tratados crónicamente con 

vehículo o cocaína no evidenciaron incrementos en los niveles de expresión del receptor 

AMPA (subunidad GluR1) en la superficie celular del NAc o estriado dorsal (Figura 34A y 

B). 

 

Figura 34. Niveles de expresión del receptor AMPA en la superficie celular de A) estriado dorsal y B) NAc 

de animales WT y KO luego de un tratamiento crónico con cocaína que induce sensibilización. Los 

histogramas representan el cociente de los niveles de GluR1 en la superficie celular/ GluR1 total (presente en 

el homogenato total de cada área cerebral. Los datos están representados como la media ± EEM normalizados 

al grupo control y corresponden a 4 experimentos independientes. Al pie de cada gráfico se observa una 

imagen obtenida por inmunotransferencia de proteínas que representa los niveles de GluR1 determinados en 

cada área cerebral. * p<0.05, indica diferencia significativa comparado con WT-VEH; ** p<0.01, indica 

diferencia significativa comparado con KO-VEH/CO; § p<0.05 indica diferencia significativa comparando los 

grupos VEH vs. COC (tratamiento). # p<0.05 indica diferencia significativa comparando los grupos WT vs. 

KO (genotipo). (Fisher post hoc test). 

Un test de ANOVA de dos vías (genotipo y tratamiento), mostró un efecto del 

tratamiento (F (1,12)= 6,65; p<0.05) y el genotipo (F (1,12)= 8,73; p<0,05) sobre los niveles de 

expresión del receptor AMPA (subunidad GluR1) en la superficie celular del estriado 

dorsal. Utilizando el mismo test estadístico, se encontró un efecto del genotipo (F(1,12)= 
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7,57; p<0,05) y una interacción entre las variables estudiadas sobre los niveles de expresión 

del receptor en la superficie celular del NAc (F(1,12)= 6,88; p<0,05). Un análisis post hoc de 

Fischer reveló una diferencia significativa en los niveles de expresión del receptor AMPA 

(subunidad GluR1) en el NAc en los animales WT tratados crónicamente con cocaína que 

recibieron una dosis desafío con la droga, con respecto a lo observado en animales WT 

tratados crónicamente con vehículo (p<0.05) y los animales KO tratados crónicamente con 

vehículo o cocaína (p<0,01) que recibieron la misma dosis desafío con la droga.  

Como fue descripto previamente (Shumman y Yaka, 2009; Boudreau y col., 2007), 

el incremento en la expresión del receptor AMPA en los animales WT expuestos 

crónicamente a cocaína, se correlaciona funcional y temporalmente con el incremento en 

los niveles de fosforilación de ERK2 evidenciado en dichos animales, sugiriendo una 

relación causal en la activación de ambos eventos a nivel de NAc y estriado dorsal. 

Conclusiones parciales: El sistema encefalinérgico es necesario para generar los cambios 

moleculares a largo término a nivel del NAc y estriado dorsal que sustentan la 

sensibilización conductual inducida por cocaína 

 

5. Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el fenómeno de sensibilización a cocaína 

y eventos moleculares asociados. 

Teniendo en cuenta que encefalina se une con alta afinidad a receptores µ- y δ- 

opioides (Mansour y col., 1995b) y considerando las evidencias que indican que NX (un 

antagonista opiáceo no selectivo) suprime la sensibilización a cocaína (Kim y col., 1997) y 

resulta efectivo como farmacoterapia para la adicción a la droga (Comer y col., 2013; 

Mooney y col., 2013; Schmitz y col., 2009), se estudió si NX podría revertir la plasticidad 

conductual y neuronal inducida por cocaína en los ratones WT, de una manera similar a la 

observada en los ratones KO y, a su vez, establecer las bases neurobiológicas que aporten a 

la comprensión de las evidencias conductuales y observaciones clínicas mencionadas. 

Con este fin, se evaluó la expresión de la sensibilización conductual inducida por 

cocaína y se determinaron los niveles de pERK2, pCREB, expresión de receptores AMPA 

en superficie celular, niveles de BDNF y pTrkB en NAc, estriado dorsal, CPf y ATV de 

animales pre-tratados con vehículo o NX y sometidos a un esquema de tratamiento crónico 
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con cocaína que induce sensibilización (ver Figura 16, pág. 53 de la sección Materiales y 

Métodos). 

5.1 Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el desarrollo del fenómeno de 

sensibilización conductual inducido por cocaína.  

Reproduciendo los resultados conductuales observados previamente en los animales 

WT (Figura 25A), los animales que recibieron un pre-tratamiento con vehículo antes de 

cada administración de cocaína (15mg/kg) manifestaron la expresión de la sensibilización 

conductual inducida por la droga tras la administración de una dosis desafío con la misma 

al día 15 de iniciado el tratamiento (Figura 35A). Este efecto fue evidenciado por un 

marcado incremento en la actividad locomotora de dichos animales después de recibir la 

dosis desafío con cocaína (7,5 mg/kg), en comparación a la respuesta conductual observada 

en los animales tratados crónicamente con vehículo luego de recibir la misma dosis desafío. 

A diferencia de esto, los animales que fueron pre-tratados con NX (1 mg/kg s.c.) 15 min 

antes de cada inyección de cocaína durante la fase de tratamiento, no expresaron el 

fenómeno de sensibilización conductual inducido por cocaína luego de recibir una dosis 

desafío con la droga (Figura 35A). No se observaron diferencias significativas en la 

actividad locomotora de los animales pre-tratados con NX y tratados crónicamente con 

cocaína o vehículo luego de ser administrados con una dosis desafío con cocaína al día 15 

de iniciado el tratamiento (Figura 35A) (tratamiento F(1,22)=6,00; p< 0,05-interacción 

F(1,22)=5,19; p<0,05). Un análisis post hoc de Bonferroni reveló un aumento en la actividad 

locomotora de los animales cuando la dosis desafío con cocaína se administró en el día 15 a 

los animales pre-tratados con vehículo y tratados crónicamente con cocaína, en 

comparación a la respuesta conductual observada en los animales que recibieron el mismo 

pre-tratamiento y fueron tratados crónicamente con vehículo (p<0,01). El mismo análisis 

post hoc reveló que los animales que recibieron un pre-tratamiento con NX no mostraron 

diferencias significativas en la actividad locomotora frente al desafío con cocaína (p <0,05) 

respecto a lo observado en los animales pre-tratados con vehículo o NX y tratados 

crónicamente con la droga. 

Se observaron resultados similares tras la administración de una dosis desafío con 

cocaína en el día 21 de iniciado el tratamiento (Figura 35B). En los animales que recibieron 
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como pre-tratamiento vehículo previo a cada administración de cocaína (15mg/kg) se 

observó la expresión de la sensibilización conductual inducida por la droga tras la 

administración de una dosis desafío con la misma. A diferencia de esto, los animales que 

fueron pre-tratados con NX (1 mg/kg s.c.) 15min antes de cada inyección de cocaína 

durante la fase de tratamiento, no expresaron el fenómeno de sensibilización conductual 

inducido por cocaína (tratamiento F (1, 22) = 12,18; p<0,05-interaacción F (1,22) = 5, 17 

p<0,05) sobre la actividad locomotora de los animales al día 21 de iniciado el tratamiento. 

Un análisis post hoc de Bonferroni, reveló una diferencia significativa en la actividad 

locomotora de los animales pre-tratados con vehículo y tratados crónicamente con cocaína 

tras recibir una dosis desafío con la droga en comparación a la respuesta conductual 

observada en los animales pre-tratados con NX y tratados crónicamente con vehículo o 

cocaína luego de recibir la misma dosis desafío (p<0,05) (Figura 35B). 

 

Figura 35. Actividad locomotora en respuesta a una dosis desafío de vehículo en el día 14, una dosis desafío 

con cocaína 7,5mg/Kg en el B) día 15 C) y 21 en animales tratados previamente con vehículo o cocaína 

(9días-15mg/kg) y pre-tratados con vehículo o NX (1mg/kg). Los datos están representados como el promedio 

de cuentas totales/ 30min ± EEM  (VEH-VEH n= 6; VEH-COC n=7; NX-VEH n=7; NX-COC=6 

animales/grupo) ** p<0.01 comparando con VE-VE; * p<0.05 comparado con VEH-VEH o NX-VEH/COC. 

La administración de NX previo a cocaína, no afectó la respuesta estimulante 

motora luego de una administración aguda de la droga (Figura 36). Ambos grupos de pre-

tratamiento (vehículo o NX) mostraron un marcado incremento en la actividad locomotora 

frente a una dosis aguda de cocaína (15mg/kg), en comparación a la respuesta observada en 

los animales de los mismos grupos de pre-tratamiento que recibieron una administración de 

vehículo. Un test de ANOVA de dos vías, mostró un significativo efecto del tratamiento 
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sobre la actividad locomotora de los animales (F(1,22)= 36,40; p<0,01), sin mostrar ningún 

efecto del pre-tratamiento o interacción entre ambas variables en respuesta a la droga.  

 

Figura 36.Actividad locomotora en respuesta a una dosis aguda de cocaína (15mg/kg) en animales pre-

tratados con vehículo o NX (1mg/kg). Los datos están representados como el promedio de cuentas totales/ 

30min ± EEM  (VEH-VEH n= 6; VEH-COC n=7; NX-VEH n=7; NX-COC=6 animales/grupo) * p<0.05 

comparado con VEH-VEH o NX-VEH. 

5.2 Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el desarrollo de los eventos 

moleculares asociados al fenómeno de sensibilización inducido por cocaína. 

-Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el incremento en los niveles de 

BDNF/pTrkB a nivel de NAc asociados al fenómeno de sensibilización inducido por 

cocaína. 

En coincidencia con lo observado previamente en los animales WT (Figura 29B), un 

tratamiento crónico con cocaína que induce sensibilización conductual produjo un aumento 

en los niveles de BDNF y de la forma fosforilada del receptor TrkB en el NAc, 21 días 

después de iniciado el tratamiento o con la droga. (Grupo VEH-COC Figura 37 y 38B). Un 

pre-tratamiento con NX previo a cada administración de cocaína durante la fase de 

tratamiento, previno los incrementos en BDNF (Figura 37B) y pTrkB (Figura 38B) 

inducidos por la cocaína a nivel del área cerebral mencionada.  

Por otra parte, en el estriado dorsal no se observó ningún cambio respecto a los 

niveles de BDNF (Figura 37A) en los diferentes grupos experimentales. Sin embargo, los 

animales pre-tratados con vehículo y tratados crónicamente con cocaína mostraron 

incrementos en los niveles de pTrkB en dicha área cerebral tras recibir una dosis desafío 
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con la droga (Figura 38A). Un pre-tratamiento con NX previo a cada administración de 

cocaína durante la fase de tratamiento previno dicho aumento. Interesantemente, se repitió 

el resultado observado anteriormente en los ratones WT tratados crónicamente con cocaína 

(Figura 30A), donde se evidenció un incremento en los niveles de pTrkB a nivel del 

estriado dorsal sin observarse cambios en los niveles de su agonista (BDNF). 

 

Figura 37. Niveles de BDNF en el A) estriado dorsal y B) NAc de animales pre-tratados con NX previo a 

cada administración de cocaína durante la fase de tratamiento. Panel derecho: Microfotografías mostrando la 

tinción inmunofluorescente que revela la localización e intensidad de expresión de BDNF en estriado dorsal y 

NAc respectivamente. En el recuadro inferior de cada microfotografía se muestra una magnificación digital de 

la microfotografía original. La imagen fue pseudo-coloreada para resaltar la intensidad de fluorescencia entre 

los grupos de tratamiento. Barra de escala: 100 µm. ac: comisura anterior Panel izquierdo: Gráficos derivado 

de la cuantificación de la intensidad de fluorescencia promedio por célula. Los histogramas representan los 

niveles normalizados de BDNF en estriado dorsal y NAc. Los datos están representados como la media ± 

EEM  normalizados al grupo control y corresponden a 3-4 experimentos independientes. * p<0,05 comparado 

con VEH-VEH y NX-VEH/CO. 
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Figura 38. Niveles de pTrkB en NAc y estriado dorsal de animales pre-tratados con NX previo a cada 

administración de cocaína. A) Niveles de pTrkB en el estriado dorsal (panel izquierdo) o NAc (panel derecho) 

luego de un tratamiento crónico con cocaína. B) Niveles de TrkB fl en el estriado dorsal (panel izquierdo) o el 

NAc (panel derecho) de los diferentes grupos de tratamiento. Los histogramas representan los niveles de 

pTrkB y TrkB fl normalizado a β tubulina. Los datos están representados como la media ± EEM  

normalizados al grupo control y corresponden a 5-6 experimentos independientes. Al pie de cada gráfico se 

observa una imagen obtenida por inmunotransferencia de proteínas que representa los niveles de pTrkB, 

TrkBfl, TrkB T y β tubulina determinados en cada área cerebral. * p<0,05  comparado con VEH-VEH y NX-

VEH/COC. 
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No se registraron cambios en los niveles de TrkB total a nivel del NAc y estriado 

dorsal de los animales de los diferentes grupos experimentales (Figura 38C y D). 

Un test de ANOVA de dos vías evidenció una interacción entre el tratamiento y pre-

tratamiento sobre los niveles de BDNF y pTrkB a nivel del NAc (BDNF F(1,12)=5,32; 

p<0,05 , pTrkB F(1,12)=6,26;p<0.05), sin mostrar ningún efecto de estas variables sobre los 

niveles de TrkB total (F(1,12)=0,58; NS). En el estriado dorsal, el mismo test estadístico, 

reveló una interacción entre el pre-tratamiento y el tratamiento solo sobre los niveles de 

pTrkB (F(1,12)=4,96; p<0,05), sin mostrar ningún efecto sobre los niveles de BDNF 

(F(1,12)=0,06; NS). Comparaciones post hoc (Fisher) revelaron una diferencia significativa 

en los niveles de BDNF y pTrkB en el NAc de animales pre-tratados con vehículo y 

tratados crónicamente con cocaína luego de recibir una dosis desafío con la droga, respecto 

a lo observado en el resto de los grupos de tratamiento (p<0,05). En el estriado dorsal, el 

mismo análisis post hoc mostró una diferencia significativa en los niveles de pTrkB 

comparando los grupos de tratamiento mencionados anteriormente (p<0,05). 

-Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el incremento en los niveles de BDNF a 

nivel del ATV y CPf asociados al fenómeno de sensibilización inducido por cocaína. 

Teniendo en cuenta el resultado previo donde se evidenció un aumento en los 

niveles de BDNF inducidos por cocaína en la CPf de animales WT y KO sometidos a un 

tratamiento crónico con la droga (Figura 29C), se estudiaron los niveles de BDNF en la CPf 

de los animales pre-tratados con vehículo y NX y administrados crónicamente con cocaína 

o vehículo. En los mismos grupos experimentales se estudiaron los niveles de BDNF en el 

ATV ya que corresponde a una segunda fuente de la neurotrofina hacia NAc (Segoogy y 

col., 1994). Curiosamente, los datos obtenidos sobre los niveles de BDNF en la CPf de 

animales pre-tratados con NX, fueron similares a los resultados observados en la CPf de los 

ratones KO (Figura 29A y 39A). Se encontró un incremento en los niveles del factor trófico 

en el área cerebral mencionada proveniente de animales pre-tratados con vehículo y NX, 

ambos tratados crónicamente con cocaína, en comparación a lo observado en los animales 

control (Figura 39A). Un test de ANOVA de dos vías evidenció una interacción entre las 

variables pre-tratamiento y tratamiento respecto de los niveles de BDNF a nivel de la CPf 

(F(1,12)= 9,34, p <0,05). Comparaciones post hoc de Fisher revelaron una diferencia 
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significativa en los niveles de BDNF comparando el grupo control con los restantes grupos 

de tratamiento (p <0,05). 

 

Figura 39. Niveles de BDNF en la CPf (A) y ATV (B) de animales pre-tratados con NX previo a cada 

administración de cocaína. Panel derecho: Microfotografías mostrando la tinción inmunofluorescente que 

revela la localización e intensidad de expresión de BDNF en CPf y ATV respectivamente. En el recuadro 

inferior de cada microfotografía se muestra una magnificación digital de la microfotografía original. La 

imagen fue pseudo-coloreada para resaltar la intensidad de fluorescencia entre los grupos de tratamiento Barra 

de escala: 100 µm. Panel izquierdo: Gráfico derivado de la cuantificación de la intensidad de fluorescencia 

promedio por célula. Los histogramas representan los niveles normalizados de BDNF en CPf y ATV. Los 

datos están representados como la media ± EEM  normalizados al grupo control y corresponden a 3-4 

experimentos independientes* p<0,05 comparado con VEH-VEH y NX-VEH/COC. 

En el ATV se observaron resultados similares a los observados en el NAc: se 

evidenció un incremento en los niveles de BDNF en los animales pre-tratados con vehículo 

y tratados crónicamente con cocaína luego de recibir una dosis desafío con la droga (Figura 
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39B) respecto a lo observado en los animales que recibieron el mismo pre-tratamiento pero 

fueron tratados crónicamente con vehículo. Un pre-tratamiento con NX previo a cada 

administración de cocaína durante la fase de tratamiento, previno el incremento en los 

niveles de BDNF inducidos por cocaína en esta área cerebral. Un test de ANOVA de dos 

vías mostró una interacción entre las variables pre-tratamiento y tratamiento, respecto a los 

niveles de BDNF en esta área cerebral (F(1,12)=5,04; p<0,05). Un análisis post hoc mostró 

una diferencia significativa en los niveles de BDNF en  animales pre-tratados con vehículo 

y tratados crónicamente con cocaína, respecto a lo observado en los restantes grupos de 

tratamiento (p<0,05). 

-Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el incremento en los niveles de pERK2 y 

pCREB a nivel del NAc y estriado dorsal asociados al fenómeno de sensibilización 

inducido por cocaína. 

Como se observa en la figura 40A y B un pre-tratamiento con NX previno los 

incrementos en la fosforilación de ERK2 inducidos por un tratamiento crónico con cocaína 

que induce sensibilización conductual. Un test de ANOVA de dos vías (pre-tratamiento y 

tratamiento) mostró un efecto del pre-tratamiento sobre los niveles de pERK2 en el NAc 

(F(1,16)=7, 52; p<0,05) y estriado dorsal (F(1,17)= 5,73; p<0,05).  

La Figura 40C y D muestra las modificaciones en los niveles de pCREB en 

animales que recibieron un pre-tratamiento con NX previo a cada administración de 

cocaína durante la fase de tratamiento. En el NAc, se observó que el pre-tratamiento con 

NX previno los incrementos en pCREB inducidos por un tratamiento crónico con cocaína 

(Figura 45D). Un test de ANOVA de dos vías mostró una interacción entre las variables 

estudiadas (pre-tratamiento y tratamiento), sobre los niveles de pCREB en esta área 

cerebral (F(1,16) = 4,97; p<0,05). Comparaciones post hoc evidenciaron una diferencia 

significativa en los niveles de pCREB en el NAc de animales pre-tratados con vehículo y 

tratados crónicamente con cocaína luego de recibir una dosis desafío con la droga, respecto 

a lo observado en animales pre-tratados con NX y que recibieron una administración 

crónica de cocaína tras recibir la misma dosis desafío.  

A nivel del estriado dorsal se observa un resultado diferente: se evidenció un 

incremento en los niveles de pCREB en los animales pre-tratados con vehículo y tratados 
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crónicamente con cocaína, pero el pre-tratamiento con NX previo a cocaína no fue capaz de 

prevenir dicho aumento (Figura 40C).Un test de ANOVA de dos vías (pre-tratamiento y 

tratamiento) mostró un efecto del tratamiento sobre los niveles de pCREB en el estriado 

dorsal (F(1,17)= 6,687; p<0,05), sin evidenciar ningún efecto del pre-tratamiento o 

interacción entre las variables estudiadas sobre los niveles de dicha proteína. 

-Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el incremento en la expresión de 

receptores AMPA (subunidad GluR1) en la superficie celular del NAc y estriado 

dorsal asociados al fenómeno de sensibilización inducido por cocaína. 

La Figura 41A y B muestra las modificaciones en los niveles de expresión del 

receptor AMPA (subunidad GluR1) en animales que recibieron un pre-tratamiento con NX 

previo a cada administración de cocaína durante la fase de tratamiento. En el NAc se 

observó que el pre-tratamiento con NX previno los incrementos en la expresión del receptor 

AMPA (subunidad GluR1) inducidos por cocaína (Figura 41B). Un test de ANOVA de dos 

vías mostró una interacción entre las variables estudiadas (pre-tratamiento y tratamiento), 

sobre los niveles de AMPA (subunidad GluR1) en esta área cerebral (F(1,12)=4,851; p<0.05). 

Comparaciones post hoc evidenciaron una diferencia significativa en los niveles del 

receptor en el NAc de animales pre-tratados con vehículo y tratados crónicamente con 

cocaína luego de recibir una dosis desafío con la droga, respecto a lo observado en animales 

que recibieron el mismo tratamiento pero fueron pre-tratados con NX. De manera similar a 

lo observado con respecto a los niveles de pCREB en el estriado dorsal de animales pre-

tratados con NX (Figura 40C), el incremento en los niveles de expresión del receptor 

AMPA (subunidad GluR1) inducidos por cocaína en esta área cerebral (Figura 41A) no 

pudo prevenirse utilizando un pre-tratamiento con NX. Se evidenció un incremento en la 

expresión del receptor en el estriado dorsal proveniente de animales pre-tratados con 

vehículo y tratados crónicamente con cocaína, pero un pre-tratamiento con NX previo a 

cocaína no fue capaz de revertir este efecto. Un test de ANOVA de dos vías (pre-

tratamiento y tratamiento) mostró un efecto del tratamiento sobre los niveles de expresión 

del receptor AMPA en el estriado dorsal (F (1,16)= 6,687; p<0,05), sin evidenciar ningún 

efecto del pre-tratamiento o interacción entre las variables estudiadas sobre los niveles de 

dicho receptor en esta área cerebral. 
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Figura 40. Niveles de fosforilación de ERK2 y CREB en estriado dorsal y NAc de animales pre-tratados con 

NX previo a cada administración de cocaína durante la fase de tratamiento. A)  Efecto de un pre-tratamiento 

con NX sobre el incremento en los niveles de pERK2 inducidos por cocaína en estriado dorsal y B) NAc. C) 

Efecto de un pre-tratamiento con NX sobre el incremento en los niveles de pCREB inducidos por cocaína en 

el estriado dorsal y D) NAc. Los histogramas representan los niveles de pERK2 y pCREB normalizados a 

ERK2 y CREB respectivamente. Los datos están representados como la media ± EEM normalizados al grupo 

control y corresponden a 5-6 experimentos independientes. Al pie de cada gráfico se observa una imagen 

obtenida por inmunotransferencia de proteínas que representa los niveles de pERK1/2; pCREB, ERK1/2 y 

CREB determinados en cada área cerebral. * p<0.05 comparado con NX-CO; § p<0.05 comparando los 

grupos VEH vs. COC (tratamiento). # p<0.05 comparando los grupos VEH vs. NX (pre-tratamiento).  
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Figura 41. Niveles de expresión del receptor AMPA en el A) estriado dorsal y B) NAc de animales pre-

tratados con NX previo a cocaína. Los histogramas representan el cociente de los niveles de GluR1 en la 

superficie celular/ GluR1 total (presente en el homogenato total de cada área cerebral. Los datos están 

representados como la media ± EEM  normalizados al grupo control y corresponden a 4 experimentos 

independientes. Al pie de cada gráfico se observa una imagen obtenida por inmunotransferencia de proteínas 

que representa los niveles de GluR1 determinados en cada área cerebral. * p<0.05 comparado con NX-CO; § 

p<0.05  comparando los grupos VEH vs. COC (tratamiento).  

 

Conclusiones parciales: Los receptores opioides están involucrados en el desarrollo del 

fenómeno de sensibilización conductual inducido por cocaína y los cambios moleculares a 

largo plazo a nivel del NAc asociados al fenómeno. Además, estos resultados sugieren que 

encefalina a través de su actividad agonística sobre los receptores µ- y δ- opioides media su 

efecto permisivo sobre la plasticidad conductual y neuronal inducidas por cocaína.  

 

 



 
DISCUSIÓN 

 

 



Discusión 

 

 

103 
 

Este estudio proporciona la primera evidencia de que se necesita el gen de 

proencefalina para desarrollar las neuroadaptaciones fundamentales que conducen a la 

sensibilización psicomotora observada a largo término inducida por cocaína. Así, los 

ratones que carecen del gen proencefalina no desarrollan sensibilización a las propiedades 

estimulantes de cocaína sobre la actividad locomotora y en la liberación de dopamina a 

nivel del NAc. Consistentemente, los cambios moleculares a largo-término inducidos por el 

tratamiento crónico con cocaína, previamente descriptos por otros autores, tales como los 

aumentos en la expresión de subunidades GluR1 del receptor AMPA en la superficie 

celular (Boudreau y Wolf, 2005; Boudreau y col , 2007; Ghasemzadeh y col., 2009), la 

actividad de la vía ERK/CREB (Valjent y col., 2000; 2006; Mattson y col., 2005; Brami-

Cherrier y col., 2009; DiRocco y col., 2009; Kim y col., 2011), así como del receptor de 

TrkB conjuntamente con BDNF (Grimm y col., 2003; Filip y col., 2006; Graham y col., 

2007), no fueron observados en el NAc y estriado dorsal de los animales KO luego de 

cocaína. En coincidencia con estos hallazgos, se observó un aumento persistente en la 

inmunoreactividad de met-encefalina en el NAc y el estriado dorsal de animales WT 

expuestos crónicamente a la droga, así como también una reversión de la plasticidad 

conductual y neuronal inducida por cocaína después de un pre-tratamiento con NX. 

Activación del sistema encefalinérgico por cocaína. 

Se postula que los cambios en la expresión génica inducida por psicoestimulantes en 

determinadas estructuras cerebrales  son cruciales para la activación de las respuestas 

neurobiológicas y de comportamiento subyacentes al proceso adictivo (Berke y Hyman, 

2000). Particularmente, alteraciones en la expresión de péptidos opioides (encefalina y 

dinorfina) representan, entre otros mecanismos, un paso inicial y clave en el desarrollo de la 

neuroplasticidad observada a largo plazo inducida por las drogas de abuso (Nestler y col., 

1993; Nestler, 1997; 2001).  

La síntesis de proencefalina a nivel del cuerpo estriado está regulada por los 

neurotransmisores dopamina, acetilcolina y glutamato (Liste y col., 1999; Wang y 

McGinty, 1996; Mao y Wang, 2003). Dopamina, al actuar sobre sus receptores específicos 

D1 y D2, modula la expresión factores de transcripción tales como CREB (Das y col., 

1997; Kashihara y col., 1999; Cho y col., 2007), el cual es capaz de inducir la expresión del 
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ARNm de proencefalina (Bacher y col., 1996; Monnier y Loeffler, 1998). CREB es el 

principal regulador de la actividad transcripcional en las neuronas accumbales de 

proyección y es fosforilado por proteín-kinasas, incluyendo a ERK1/2 (Sgambato y col., 

1998; Vanhoutte y col., 1999). Se ha reportado que drogas psicoestimulantes, las cuales 

aumentan el contenido de dopamina en la terminal sináptica, incrementan paralelamente la 

fosforilación de ERK2/CREB (Valjent y col., 2000; 2005; Carlezon y col., 2005) y la 

expresión del ARNm de proencefalina y su péptido opioide derivado, met-encefalina (Hurd 

y col., 1992; Steiner y col., 1993; Smith y McGinty, 1994; Shi y McGinty, 2006; Assis y 

col., 2006; 2009; 2011) en áreas del circuito mesocórticolimbico relevantes para la 

expresión de la sensibilización. En consistencia con estas observaciones, se ha demostrado 

que la inhibición de la activación de la vía de señalización ERK2/CREB, previene el 

incremento en el ARNm de proencefalina inducido por psicoestimulantes (Shi y McGinty, 

2006). Específicamente, se ha reportado que la exposición crónica a cocaína, la cual 

incrementa substancialmente los niveles de fosforilación de ERK2/CREB en el NAc y 

estriado dorsal (Mattson y col., 2005), produce un aumento en los niveles de ARNm de 

proencefalina en dichas estructuras cerebrales (Branch y col., 1992; Hurd y col., 1992; 

Mathieu-Kia y Besson, 1998; Spangler y col., 1997). En consistencia con estas 

observaciones, nuestros resultados demuestran que un tratamiento crónico con cocaína, el 

cual aumenta progresivamente los niveles de dopamina en el NAc de los animales WT, 

produce paralelamente un incremento persistente en los niveles de met-encefalina en áreas 

que reciben aferencias dopaminérgicas, tales como el NAc y estriado dorsal, sustentando la 

noción de que el aumento en los niveles de dopamina inducidos por cocaína podrían ser los 

responsables de incrementar la expresión de encefalina en estas estructuras cerebrales. 

Adicionalmente, considerando que se observó un incremento a largo término en los niveles 

de met-encefalina, así como también en la activación de ERK2 y el factor de trascripción 

CREB en el NAc y estriado dorsal proveniente de los animales WT luego de cocaína, es 

probable que la síntesis de dicho neuropéptido responda a un mecanismo mediado por la 

activación de esta vía de señalización. Interesantemente, estudios previos de nuestro 

laboratorio demostraron un incremento a largo término en los niveles de met-encefalina en 

el NAc y CPf después de un tratamiento agudo con anfetamina (Assis y col., 2009; 2011). 

Este aumento en los niveles de met-encefalina está mediado por la activación de los 
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receptores D1/D2 en dichas áreas cerebrales, ya que el bloqueo selectivo de estos 

receptores impide el aumento en los niveles del neuropéptido inducido por anfetamina. Así, 

los resultados del presente estudio y las evidencias previas de nuestro laboratorio indican 

que, tanto un tratamiento crónico o agudo con drogas psicoestimulantes es capaz de 

producir una activación a largo término del sistema encefalinérgico en áreas del circuito 

mesocóticolimbico relevantes para la expresión del fenómeno de sensibilización. Dicha 

activación podría deberse al aumento en los niveles de dopamina y la activación de la vía 

ERK2/CREB tras la estimulación de los receptores dopaminérgicos en las estructuras 

cerebrales mencionadas. Adicionalmente, considerando que la síntesis de encefalina 

inducida por psicoestimulantes puede estar regulada por los receptores µ y δ-opioides 

(González-Nicolini y col., 2003), es probable que el incremento observado en los niveles de 

met-encefalina luego de cocaína, también pueda deberse a un mecanismo de 

retroalimentación positiva que induce su síntesis.  

Finalmente, nuestras observaciones coinciden con otras evidencias que demuestran 

que la exposición crónica  a cocaína produce neuroadaptaciones duraderas en la expresión 

de determinados productos génicos en áreas que reciben aferencias dopaminérgicas (Hope 

y col., 1994; Moratalla y col., 1996; Cha y col., 1997), los cuales poseen un rol potencial en 

el desarrollo de adicción a la droga.  

El sistema encefalinérgico facilita el desarrollo de la sensibilización respecto al efecto 

estimulante motor y la liberación de dopamina en el NAc inducido por cocaína. 

Las neuronas dopaminérgicas en el ATV que proyectan hacia el NAc, constituyen la 

vía dopaminérgica mesolímbica la cual ha sido implicada en los efectos estimulantes y 

reforzantes de las drogas de abuso, así como en el desarrollo y/o expresión del fenómeno de 

sensibilización. Encefalina y los receptores opioides se expresan ampliamente dentro de 

este circuito (Le Merrer y col., 2009; Mansour y col., 1995a). Como se mencionó 

previamente, dopamina modula la síntesis de proencefalina y péptidos opioides derivados 

en las áreas comprendidas dentro del circuito mesocorticlímbico (Latimer y col., 1987; 

Kalivas y Duffy, 1990; Daugé y col., 1992). A su vez, se ha reportado que encefalina regula 

la actividad dopaminérgica dentro esta vía. Existen evidencias demostrando que encefalina 

a nivel del ATV favorece la liberación de dopamina en el NAc (Daugé y col., 1992; 
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Johnson y North 1992), mientras que antagonistas µ-opioides administrados intra-ATV 

producen una disminución en la neurotransmisión dopaminérgica (Spanagel y col., 1992). 

En consistencia con esto, estudios farmacológicos que utilizan antagonistas de los 

receptores opioides, así como también ratones KO para proencefalina y los receptores µ-

opioides demostraron la participación del sistema opioide endógeno en diversos 

comportamientos relacionados con dopamina (Racz y col., 2009; Mathon y col., 2005; 

Heidbreder y col, 1996; Hummel y col, 2004). En relación a esto, utilizando herramientas 

farmacológicas se ha demostrado la participación de los receptores µ-opioides y δ- opioides 

en la liberación de dopamina en el NAc inducida por cocaína (Shippenberg y Elmer, 1998; 

Van Ree y col., 2000; Shippenberg y Chefer, 2003). En consistencia con estos datos 

neuroquímicos, evidencias farmacológicas indican un rol para los receptores µ-opioides en 

el desarrollo de la sensibilización conductual inducida por cocaína (Hummel y col., 2004; 

Sala y col., 1995; Kim y col., 1997; Smith y col., 2013). En esta línea de evidencia, existen 

datos indicando que el locus anatómico dentro del circuito mesocorticolímbico donde los 

receptores µ-opioides modulan la recompensa y la hiperactividad inducida por cocaína es la 

vía ATV-NAc (Soderman y Unterwald, 2008). A su vez, se ha demostrado que cocaína 

provoca la liberación de péptidos opioides endógenos, los cuales uniéndose a receptores µ-

opioides dentro del NAc modulan los efectos conductuales inducidos por la droga 

(Soderman y col., 2009). En relación con esto, datos publicados indican un papel 

prominente para encefalina, así como para los receptores µ-opioides localizados dentro del 

ATV en las etapas iniciales de la sensibilización (DuMars y col., 1988; Kalivas y col., 

1983; Chen y col., 2001). No obstante, teniendo en cuenta que en el presente estudio se 

observó una prevención completa de la plasticidad conductual y neuronal inducida por 

cocaína en los animales KO y en aquellos pre-tratados con NX, es probable que encefalina 

y los receptores µ-opioides tengan un papel crítico no sólo en las áreas dopaminérgicas del 

cerebro relacionadas con desarrollo de la sensibilización a cocaína, sino también en 

aquellas que son el sustrato anatómico donde se asientan los procesos asociados a la 

expresión del fenómeno. 

En coincidencia con lo reportado previamente (Berrendero y col., 2005), los 

resultados de este trabajo de tesis indican que la ausencia del gen que codifica para 

proencefalina no afecta el tono dopaminérgico a nivel del NAc. Sin embargo, el sistema 
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encefalinérgico está fuertemente implicado en la expresión de la sensibilización a las 

propiedades estimulantes de cocaína sobre la liberación de dopamina a nivel del NAc 

(Figura 26). Paralelamente, se evidenció que el efecto agudo inducido por cocaína sobre la 

liberación de dopamina en el NAc no se encuentra afectado en los animales KO (Figura 

26B). Observaciones similares fueron realizadas por Chefer y col., (2004) en ratones 

deficientes en el receptor µ-opioide, evidenciándose que la ausencia del receptor no influye 

sobre el efecto agudo de cocaína sobre la liberación de dopamina a nivel de dicho centro 

cerebral, no obstante el sistema µ-opioide está involucrado en la sensibilización conductual 

inducida por la droga (Hummel y col., 2004). Estas observaciones y nuestras evidencias las 

cuales indican que el efecto estimulante inducido por una dosis aguda de cocaína sobre la 

actividad motora y liberación de dopamina en el NAc no está alterado en los animales KO 

(Figuras 25 y 26B), sugieren la participación del sistema µ-opioide/encefalina en los 

efectos a largo término inducidos por cocaína. 

En relación con esto, se ha postulado que uno de los principales cambios a largo 

plazo inducidos por la administración repetida de cocaína es el aumento en la transmisión 

dopaminérgica en la vía mesolímbica (Woolverton y Johnson, 1992). La respuesta motora 

sensibilizada observada a largo término es el resultado, entre otros mecanismos, de un 

incremento progresivamente mayor en la liberación de dopamina a nivel del NAc (Kalivas 

y Duffy 1993, Kalivas y Stewart, 1991), evidenciándose un efecto sensibilizado en la 

transmisión dopaminérgica a nivel de este centro cerebral luego de re-exponer a los 

animales tratados con cocaína a una dosis desafío con la droga. De acuerdo con resultados 

reportados previamente (Kalivas y Stewart, 1991; Kalivas y Duffy, 1993), la administración 

crónica de cocaína en los animales WT indujo la respuesta sensibilizada sobre la liberación 

de dopamina en el NAc, revelada por una marcado incremento en los niveles extracelulares 

del neurotransmisor en esta área del cerebro después de una administración desafío con la 

droga, efecto que no fue observado en los animales KO (Figuras 26A y B). La 

administración crónica de cocaína, la cual incrementa progresivamente los niveles 

extracelulares de dopamina en el NAc (Kalivas y Stewart, 1991; Kalivas y Duffy, 1993), 

puede modificar los niveles de encefalina dentro de esta misma área cerebral (Branch y col, 

1992; Hurd y col., 1992; Mathieu-Kia y Besson, 1998; Crespo y col., 2001), sugiriendo que 

tanto los aumentos inducidos por cocaína en los niveles extracelulares de dopamina, así 
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como también en los niveles de met-encefalina, podrían modular conjuntamente los efectos 

conductuales inducidos por la droga. En consistencia con esta hipótesis, los resultados 

obtenidos en este trabajo de tesis muestran una supresión completa de la sensibilización 

conductual y del efecto estimulante de cocaína sobre la liberación de dopamina en los 

animales que carecen del gen que codifica para la proencefalina. Este resultado puede ser 

explicado por la hipótesis de que los niveles incrementados de encefalina observados tras la 

administración crónica de cocaína, potenciarían el rol permisivo que posee dicho 

neuropéptido sobre la liberación de dopamina a nivel del circuito mesolímbico (Dourmap y 

col., 1990; Spanagel y col., 1992). El mecanismo propuesto para explicar este efecto 

involucra acciones de encefalina sobre los receptores opioides localizados en interneuronas 

GABAérgicas inhibitorias accumbales, lo que provoca una hiperpolarización de las mismas 

y, consecuentemente, una reducción en la liberación de GABA (Jian y North, 1992; 

Brundege y Williams, 2002), mecanismo que sería importante para eliminar el tono 

inhibitorio GABAérgico y facilitar la liberación de dopamina desde la terminal sináptica. 

Otro mecanismo involucra la activación de receptores µ- y δ-opioides localizados en 

interneuronas colinérgicas del NAc reduciendo la liberación de acetilcolina (Mulder y col., 

1984; Heijna y col., 1990; Britt y McGehee, 2008), y facilitando la liberación de dopamina 

en dicha área cerebral a través un mecanismo indirecto. 

En contraste con las acciones de encefalina sobre la transmisión dopaminérgica, se 

ha demostrado que el péptido opioide endógeno dinorfina inhibe la liberación de dopamina 

en el NAc mediante su unión a los receptores κ-opioides localizados en los botones 

terminales de las neuronas dopaminérgicas (Spanagel y col., 1990). Esta observación fue 

confirmada en los ratones knockout para el receptor κ-opioide, los cuales demostraron tener 

niveles basales de dopamina en el NAc mucho mayores a los determinados en los ratones 

wild type (Chefer y col., 2005). En consistencia con estas evidencias y los resultados 

observados en este trabajo de tesis, estudios que utilizan ratones knockout para el gen que 

codifica para pre-prodinorfina demostraron un incremento de la sensibilización locomotora 

inducida por cocaína (Bailey y col., 2007). Con relación al receptor δ-opioide, aunque se 

observó una reducción en el efecto estimulante de cocaína sobre la liberación de dopamina 

en el NAc proveniente de ratones deficientes en dicho receptor (Chefer y col., 2004), no 

hay estudios que utilicen esta herramienta genética para evaluar la influencia del receptor δ-
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opioide en la sensibilización conductual inducida por cocaína. No obstante, utilizando 

ratones knockout para el receptor µ-opioide, se demostró la participación de este receptor 

en la sensibilización a cocaína (Hummel y col., 2004; Chefer y col., 2004.). Aunque otros 

estudios indicaron que la ausencia del gen que codifica para el receptor µ-opioide no tiene 

un efecto significativo en la sensibilización inducida por cocaína, cabe señalar que estos 

datos conductuales fueron obtenidos después de períodos de abstinencia cortos a la droga 

(Lesscher y col., 2005). En relación con esto, hay evidencias que demuestran que NX 

bloquea la expresión de la sensibilización conductual a psicoestimulantes después de 

períodos de abstinencia a largo plazo a la droga, pero no a corto plazo (Magendzo y Bustos, 

2003), indicando que los receptores µ-opioides estarían involucrados en los efectos a largo 

término inducidos por los psicoestimulantes. Así, estas evidencias y nuestras observaciones 

las cuales indican ausencia de plasticidad conductual y neuronal inducida por cocaína en 

los animales KO, sustentan la noción de que el sistema endógeno µ-opioide/encefalina 

tenga un rol prominente en el establecimiento de las neuroadaptaciones de larga duración 

dentro del NAc que subyacen la expresión de la sensibilización a cocaína. 

El sistema encefalinérgico facilita el desarrollo de las neuroadaptaciones moleculares 

asociadas al fenómeno de sensibilización a cocaína. 

La exposición crónica a cocaína aumenta significativamente los niveles de 

dopamina y también glutamato a nivel del NAc cuando los animales son re-expuestos a una 

dosis desafío con la droga (Pierce y col., 1996; Vanderschuren y col., 2000). La evidencia 

muestra que la interacción entre ambos neurotransmisores a nivel de esta área cerebral, es 

necesaria para la expresión de la sensibilización conductual inducida por los 

psicoestimulantes (Wolf, 1998; Kim y col., 2001). La activación de la vía ERK tras la 

administración crónica o aguda de cocaína, (Valjent y col., 2000; 2006; Mattson y col., 

2005; DiRocco y col., 2009; Kim y col., 2011) conduce a la activación de determinados 

eventos bioquímicos y programas transcripcionales necesarios para la expresión del 

fenómeno de sensibilización conductual (Valjent y col., 2000, 2006; Kim y col., 2011). Se 

ha demostrado que la fosforilación de ERK2 por cocaína es dependiente de la activación de 

vías de señalización activadas por dopamina y glutamato: se requiere de la activación 

conjunta de los receptores dopaminérgicos D1 y glutamatérgicos NMDA para forforilar a 
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ERK2 a nivel del NAc luego de la exposición a cocaína (Valjent y col., 2000; 2005; Zhang 

y col., 2004). En coincidencia con lo reportado por otros autores (Mattson y col., 2005; 

Marin y col., 2009; Kim y col., 2011), nuestros resultados muestran que los animales WT 

tratados crónicamente con cocaínay que recibieron una dosis desafío con la droga 21 días 

después del comienzo del tratamiento crónico con la droga, poseen un marcado incremento 

en los niveles de fosforilación de ERK2 en el NAc y estriado dorsal. Estos resultados son 

consistentes con la hipótesis de que el aumento de dopamina tras la administración de una 

dosis desafío con cocaína en los animales WT administrados crónicamente con la droga, 

conducen a un aumento en la fosforilación de ERK2 a nivel del NAc y estriado dorsal, 

contribuyendo a la expresión de la sensibilización conductual. Los animales KO tratados 

crónicamente con cocaína, los cuales no evidenciaron la expresión de la sensibilización 

conductual y neuroquímica inducida por la droga, no mostraron aumentos significativos en 

la fosforilación de ERK2 a nivel del NAc o estriado dorsal en comparación a lo observado 

en los animales WT (Figura 31A y B). Interesantemente, y coincidiendo con lo reportado 

previamente (Valjent y col., 2000; 2004), ambos genotipos de animales mostraron una 

marcada fosforilación de ERK2 en el NAc, estriado dorsal y CPf tras la administración 

aguda de la droga (Figura 32), enfatizando la importancia de encefalina para promover los 

cambios moleculares observados a largo término que sustentan la expresión de la respuesta 

sensibilizada a cocaína.  

ERK2 regula la expresión génica mediante el control directo e indirecto de la 

fosforilación de factores de transcripción y componentes de la cromatina. La translocación 

de ERK2 fosforilada al núcleo celular conduce a la activación del factor de transcripción 

CREB. La regulación positiva de la vía de señalización ERK/MSK1/CREB ha sido 

propuesta como un mecanismo post-sináptico subyacente al fenómeno de sensibilización 

inducido por cocaína (Brami-Cherrier y col., 2005, 2009; Di Rocco y col., 2009; Ferguson 

y col., 2006). Paralelamente a la activación de ERK2 observada en este estudio en el NAc y 

estriado dorsal de los ratones WT tratados crónicamente con cocaína (Figura 31), se 

evidenciaron incrementos significativos en la activación de CREB en fracciones nucleares 

provenientes de dichas áreas cerebrales (Figura 33). En coincidencia a estas observaciones, 

otros autores demostraron una estrecha correlación entre la activación de la señalización de 

ERK2/CREB en el NAc y estriado dorsal y la expresión de la sensibilización conductual 
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inducida por cocaína (Mattson y col., 2005; DiRocco y col., 2009). Esta observación 

también se traslada a las alteraciones moleculares a largo término inducidas por anfetamina: 

los autores Shi y McGhinty; (2007) demostraron una activación sustancial de ERK2 y 

CREB en el cuerpo estriado dorsal de animales que expresaron la sensibilización 

conductual inducida por la droga. En consistencia con estas observaciones, los animales 

KO tratados crónicamente con cocaína, los cuales no mostraron incrementos en ERK2 

inducidos por cocaína, no evidenciaron incrementos en la fosforilación de CREB en 

fracciones nucleares del NAc y estriado (Figura 33A y B).  

En relación a esto, se ha demostrado que la estimulación de los receptores µ y δ-

opioides involucra, entre otros eventos celulares, la posterior activación de las MAPK, 

específicamente la vía ERK (Law y col., 2000). Existe evidencia indicando que la 

administración crónica de agonistas específicos µ y δ-opioide producen un marcado 

incremento en la fosforilación de ERK2 en el cuerpo estriado, el cual es revertido con un 

pre-tratamiento con antagonistas opiáceos (NX, naltrindole) (Asensio y col., 2006), 

demostrando un rol preponderante para los receptores opioides en la regulación de la 

actividad de ERK2 en una de las principales áreas del circuito mesocorticolímbico 

relevante para la expresión del fenómeno de sensibilización. A su vez, se ha reportado que 

los incrementos en los niveles de encefalina en el cuerpo estriado inducido por 

psicoestimulantes, responden a un mecanismo mediado por la activación de los receptores 

µ y δ-opioides y la activación de la vía ERK2/CREB (González-Nicolini y col., 2003; Shi y 

McGinty, 2006). Estas observaciones, conjuntamente a los resultados presentados en este 

estudio donde no se observó activación de la vía ERK2/CREB inducida por cocaína en los 

animales KO o pre-tratados con NX (Figuras 31 y 40), indican un posible mecanismo 

mediado por encefalina a través de su actividad agonística sobre los receptores µ y δ-

opioides para activar la vía ERK2/CREB luego de la exposición crónica a la droga, y a su 

vez, la activación de esta vía podría traducirse en la inducción de la síntesis de 

proencefalina. En consistencia con esta hipótesis, se demostró un marcado incremento en 

los niveles de met-encefalina en las mismas áreas donde se evidenció un marcado aumento 

en la fosforilación de ERK2 luego del tratamiento crónico con cocaína que induce 

sensibilización conductual (Figuras 23 y 31). Así, estas evidencias indican que encefalina 

sería un componente más dentro del circuito mesocorticolímbico que interacciona con 
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dopamina y glutamato para promover la activación de la vía ERK2/CREB, lo cual se ha 

demostrado que representa uno de los principales cambios moleculares a largo término que 

sustenta la expresión de la respuesta sensibilizada a cocaína. 

En este contexto, la activación de ERK2 también se ha atribuido a la estimulación 

del receptor TrkB por su agonista BDNF. Numerosas evidencias han implicado a esta 

neurotrofina en las neuroadaptaciones dentro del NAc, VTA y la CPf subyacentes a la 

sensibilización conductual inducida por cocaína y la reinstalación de la conducta de 

preferencia a un sitio asociado con la droga (McGinty y col., 2010). La exposición crónica 

a cocaína produce importantes modificaciones en la vía de señalización de BDNF/TrkB 

dentro del circuito mesocorticolímbico (Grimm y col., 2003; Crooks y col., 2010). Se ha 

postulado que BDNF provoca adaptaciones neuronales a largo plazo mediante el control de 

la capacidad de respuesta de las neuronas dopaminérgicas que proyectan al NAc (Guillin y 

col., 200; Le Foll y col., 2005) y el aumento en la activación de TrkB en las terminales 

axonales de dichas neuronas, podrían promover una mayor liberación de dopamina 

(Seroogy y col., 1994) contribuyendo a las alteraciones conductuales inducidas por cocaína 

(Horger y col., 1999; Pierce y col., 1999; Grimm y col., 2003). Es por esto que niveles 

elevados de BDNF se asocian con aumento de la neurotransmisión dopaminérgica, la 

activación motora y las conductas dirigidas a un objetivo específico, mientras que la 

actividad reducida de la señalización BDNF/TrkB dentro del circuito ATV-NAc da lugar a 

una capacidad atenuada de cocaína para inducir cambios neuroadaptativos a nivel del NAc 

que promueven la adicción a la droga (Bahi y col., 2008; Lobo y col., 2011). Además se ha 

demostrado que el aumento de la expresión de BDNF inducido por cocaína en esta vía 

neuronal es el responsable de determinados cambios en la morfología de las espinas 

dendríticas a nivel del NAc luego de la exposición crónica a la droga (Poo y col., 2001; 

Schuman y col, 1999). Numerosos estudios demostraron una asociación entre los cambios 

en la señalización de BDNF/TrkB a nivel del NAc y la sensibilización conductual inducida 

por cocaína (Grimm y col., 2003; Filip y col., 2006; Crooks y col., 2010). En coincidencia 

con estas observaciones, los resultados presentados en este trabajo de tesis indican un 

aumento en los niveles de BDNF en el NAc, CPf y ATV de los animales WT tratados 

crónicamente con cocaína y re-expuestos a una dosis desafío con la droga. Nuestros datos, 

muestran un aumento en los niveles de BDNF principalmente dentro del NAc core; lo cual 
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discrepa con las observaciones realizadas por los autores Filip y col., (2006), quienes 

evidenciaron un aumento en los niveles del ARNm para BDNF en el NAc shell, pero no en 

el NAc core luego de un tratamiento crónico con cocaína. La discrepancia entre estos 

resultados puede deberse a la especie de roedor utilizada y/o al paradigma de tratamiento 

implementado, ya que los autores del trabajo mencionado evaluaron la expresión de BDNF 

luego de un período de abstinencia corto luego de cocaína. Muchas veces resulta necesario 

que transcurran períodos de tiempo en ausencia de droga más largos (14-21 días) para 

evidenciar cambios neuroquímicos y moleculares en un área cerebral determinada, los 

cuales no son observados luego de períodos de abstinencia cortos a la droga (Pierce y 

Kalivas, 1997; Magdenzo y Bustos, 2003) 

En este trabajo de tesis, se evidenció que los animales KO tratados crónicamente 

con cocaína, no mostraron aumentos en los niveles de BDNF en el NAc en comparación 

con lo observado en los animales WT que recibieron el mismo tratamiento (Figura 29B). 

Curiosamente, se observó un aumento en los niveles de BDNF en la CPf de los animales 

WT y KO tratados crónicamente con cocaína en comparación con los animales WT tratados 

con vehículo (Figura 29C). Del mismo modo, un tratamiento previo con NX suprimió los 

efectos de cocaína sobre los niveles de BDNF en el NAc y VTA pero no en la CPf (Figuras 

37B, 39A y 39B). En conjunto, estos hallazgos indican un requerimiento de encefalina para 

inducir cambios en la señalización BDNF/TrkB específicamente dentro de la vía 

mesolímbica luego de un tratamiento crónico con cocaína. Este resultado es consistente con 

el principal aumento en los niveles de met-encefalina observados en el NAc de los animales 

tratados crónicamente con la droga. En el estriado dorsal, los niveles de met-encefalina 

siguieron el mismo perfil que el observado en el NAc, aunque no se observó ningún cambio 

en los niveles de BDNF en esta área cerebral proveniente de los animales WT o KO 

tratados crónicamente con cocaína y re-expuestos a una dosis desafío con la droga (Figura 

29A). Sin embargo, sí se observó un aumento en la fosforilación de TrkB en los animales 

WT que recibieron dicho tratamiento, pero no en los animales KO o pre-tratados con NX, 

después de la administración crónica de cocaína (Figuras 30 y 38A). Este efecto podría 

atribuirse a una activación del receptor TrkB independiente de BDNF (Jeanneteau y col., 

2008; Rantamäki y col, 2011) o una trans-activación del receptor (Lee y col, 2001; 
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Rajagopal y col., 2004; Huang y col., 2008; 2010), con la posible participación de un 

mecanismo mediado por los receptores opioides. 

La falta de aumento inducido por cocaína sobre los niveles de BDNF en el NAc de 

los animales KO no puede atribuirse a una deficiencia o impedimento en la síntesis de la 

neurotrofina en dichos animales, ya que pudieron evidenciarse incrementos de la misma a 

nivel de la CPf (Figura 29C). La ausencia de incrementos en los niveles de BDNF en los 

animales KO tratados crónicamente con cocaína, sugiere que por algún mecanismo la 

ausencia de encefalina ejerce un impedimento en la liberación de BDNF de las terminales 

axonales glutamatérgicas que proyectan desde la CPf hacia el NAc, o que, posiblemente, la 

falta de encefalina modifique la homeostasis de glutamato, ejerciendo indirectamente una 

alteración en la liberación de la neurotrofina hacia el NAc. En relación a la primera 

suposición, la evidencia indica que met-encefalina y BDNF se almacenan en vesículas de 

centro denso, orgánulos que participan en la secreción de neuropéptidos (Cheng y col., 

1995). Estudios recientes confirman que BDNF y met-encefalina se almacenan en DCV 

separadas que se ubican en las terminales de las neuronas que inervan el NAc (Dieni y col., 

2012). Esto indica que no sería probable algún tipo de discapacidad en los mecanismos de 

liberación de BDNF en los animales KO que explique la falta de aumento en los niveles de 

BDNF inducidos por cocaína a nivel del NAc, ya que ambos neuropéptidos se encuentran 

diferencialmente almacenados y su liberación es independiente. Con respecto a la segunda 

hipótesis, se sabe que encefalina al actuar sobre receptores δ-opioides pre-sinápticos, tiene 

un rol permisivo sobre la liberación de glutamato (Billet y col., 2004). Además existe 

evidencia indicando que análogos de encefalina con alta afinidad por los receptores δ-

opioides facilitan la liberación de glutamato inducida por psicoestimulantes a nivel del 

cuerpo estriado, efecto que es revertido por el antagonista selectivo δ-opioide naltrindole 

(Rawls y McGinty, 2000). Por otra parte, se ha demostrado que la CPf es la fuente principal 

de BDNF hacia el NAc y su liberación es dependiente de la actividad glutamatérgica de 

dicha vía (Kohara y col., 2001; Balkowiec y Katz, 2002; Carvalho y col., 2008; Lessman y 

col., 1998). A su vez, es ampliamente aceptado que la expresión de la sensibilización a 

cocaína se acompaña de un aumento en la liberación de glutamato al re-exponer a los 

animales a la droga (Pierce y col., 1996). Considerando estas evidencias, y teniendo en 

cuenta que los animales KO no mostraron sensibilización conductual a cocaína y, a su vez, 
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no evidenciaron la activación de los eventos moleculares dependientes de dopamina y 

glutamato a nivel del NAc asociados al fenómeno, es probable que la ausencia de 

encefalina afecte la liberación de glutamato en los animales KO tratados crónicamente con 

cocaína y re-expuestos a la droga, alterando consecuentemente la liberación de BDNF a 

nivel de este centro cerebral.  

En relación con esto, Li y Wolf (2011) demostraron que la inyección exógena de 

BDNF intra-NAc, facilita la inserción de receptores AMPA en las células de dicho núcleo 

30 min post-inyección, demostrando además que dicho efecto depende de la activación de 

ERK2. Estas observaciones son consistentes con los resultados presentados en este trabajo 

de tesis donde se muestra una falla en la fosforilación de ERK2, expresión de receptores 

AMPA y activación de la vía BDNF/TrkB luego de cocaína en el NAc y estriado dorsal de 

los animales KO. Estos hallazgos apoyan la hiótesis de una estrecha relación entre los 

aumentos en los niveles de BDNF y alteraciones en la expresión de AMPA inducidos po 

cocaína, los cuales fueron observados  en el NAc y estriado dorsal de los animales WT 

luego de un tratamiento crónico con cocaína que induce sensibilización a la droga (Figuras 

29, 31 y 34).  

Numerosas evidencias sustentan el rol de los receptores AMPA en la sensibilización 

a cocaína (Churchill y col., 1999; Boudreau y col., 2005), constituyendo una de las 

principales neuroadaptaciones asociadas al fenómeno. Nuestros resultados en coincidencia 

con lo observado por otros autores (Ferrario y col., 2010; Kim y col., 2009), muestran un 

incremento en los niveles de dicho receptor en el NAc y estriado dorsal de los ratones WT 

tratados crónicamente con cocaína y re-expuestos a una dosis desafío con la droga (Figura 

34). La activación de la vía ERK ha sido implicada en el tráfico de los receptores AMPA en 

neuronas estriatales (Zhu y col, 2002; 2005). En relación a esto, nuestros resultados son 

consistentes con datos publicados que demuestran que los animales sensibilizados a cocaína 

poseen incrementos sustanciales en la fosforilación de ERK2 y en la inserción de receptores 

AMPA en el NAc (Boudreau y col., 2007; Shumman y Yaka, 2009), sugiriendo que la 

señalización de ERK es directamente responsable de los incrementos observados en la 

expresión de receptores AMPA en esta área cerebral. 

En este contexto, la ausencia de aumentos en BDNF, así como también la falta de 

sensibilización al efecto estimulante de cocaína sobre la liberación de dopamina en los 
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animales KO, remarcan el importante rol tanto de encefalina como de BDNF, los cuales 

interaccionan con dopamina y glutamato dentro del NAc, para generar la plasticidad 

neuronal que sustentan la respuesta sensibilizada al efecto estimulante de cocaína sobre la 

activación motora. 

El pre-tratamiento con NX previene el desarrollo del fenómeno de sensibilización 

inducido por cocaína y eventos moleculares asociados a nivel del NAc. 

Existe evidencia farmacológica demostrando que los péptidos opioides derivados de 

proencefalina tienen alta afinidad por receptores δ-opioides y también poseen una buena 

afinidad por receptores µ-opioides (Mansour y col., 1995b). Considerando que en este 

estudio se demostró un incremento persistente en la inmunoreactividad de met-encefalina 

inducida por cocaína en el NAc y estriado dorsal, se especuló que el bloqueo de los 

receptores opioides aboliría el rol facilitatorio de encefalina sobre el fenómeno de 

sensibilización inducido por cocaína y los cambios moleculares a largo término asociados 

al fenómeno.  

En consistencia con otros estudios farmacológicos, NX pudo bloquear el desarrollo 

del fenómeno de sensibilización conductual inducido por cocaína (Figura 35), confirmando 

la participación de los receptores opioides en la sensibilización conductual inducida por la 

droga (Kim y col., 1997; Hummel y col., 2004; Sala y col., 1995; Heiderberer y col., 1996; 

Shoederer y col., 2007). Cabe señalar que los estudios farmacológicos citados así como 

aquellos que utilizan herramientas genéticas, no proporcionan evidencia sobre los 

mecanismos neuronales que expliquen cómo los antagonistas opiáceos (o la ausencia de los 

receptores opioides) revierten el fenómeno de sensibilización, siendo nuestros resultados 

los primeros en aportar evidencia concreta sobre la influencia de encefalina y los receptores 

opioides en la plasticidad conductual y neuronal inducida por cocaína.  

En relación con esto, la asombrosa similitud entre los resultados obtenidos en los 

animales pre-tratados con NX o KO administrados crónicamente con cocaína, sustentan la 

noción de que encefalina al interactuar con los receptores µ- y δ-opioides dentro de la vía 

mesolímbica es capaz de inducir las neuroadaptaciones de larga duración que subyacen la 

expresión de la sensibilización a cocaína. No obstante, dado el papel modulador ejercido 

por los receptores µ-opioide dentro del circuito ATV-NAc sobre los efectos conductuales 
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inducidos por cocaína (Soderman y col., 2008; Simons y col., 2009) y la dosis de NX 

utilizada en esta tesis (Martin, 1983; Gutstein y Akil, 2001), es probable que el papel 

permisivo de encefalina en la plasticidad conductual y neuronal inducida por cocaína 

observado en este estudio, pueda ser atribuido principalmente a la acción de dicho 

neuropéptido sobre los receptores µ-opioides. En apoyo de esta hipótesis, hay pruebas que 

demuestran que la activación de los receptores µ-opioides induce cambios neuronales 

persistentes mediante la modulación de la expresión de los receptores AMPA en las 

sinapsis hipocampales proveniente de animales que expresan sensibilización conductual 

dependiente del contexto inducida por morfina (Billa y col., 2009; Xia y col., 2011). 

Además, la abstinencia a morfina o heroína induce incrementos en la fosforilación de 

ERK2/CREB y de subunidades GluR1 del receptor AMPA en áreas del cerebro 

relacionadas con el sistema de recompensa (Edwards y col., 2009; Haghparast y col., 2014). 

Estas evidencias señalan la importancia de un mecanismo molecular común mediado por el 

sistema endógeno µ-opioide/encefalina para inducir la plasticidad neuronal que subyace a 

los efectos conductuales observados a largo término inducidos por opiáceos y 

psicoestimulantes. No obstante, teniendo en cuenta que encefalina posee alta afinidad por 

los receptores δ-opioides, que existen pruebas farmacológicas que involucran a dicho 

receptor en la sensibilización inducida por cocaína (Heidbreder y col., 1996), y que se ha 

descripto que la activación del mismo produce incrementos en la fosforilación de ERK2 

(Asensio y col., 2006; Law y col., 2000), no puede descartarse que encefalina a través de su 

actividad agonística sobre el receptor δ-opioide también pueda mediar  su efecto permisivo 

sobre la plasticidad conductual y neural inducida por cocaína.  

En relación a esto, los resultados presentados en este estudio demostraron que la 

ausencia de encefalina o un pre-tratamiento con NX previnieron los cambios plásticos 

inducidos por cocaína a nivel del NAc. Sin embargo, a diferencia de lo observado en los 

animales KO, el pre-tratamiento con NX no fue capaz de revertir algunos de los cambios 

moleculares inducidos por cocaína a nivel del estriado dorsal. Estas diferencias pueden 

estar relacionadas con las diferentes estrategias utilizadas para estudiar el rol que posee 

encefalina y los receptores opioides en la plasticidad neuronal inducida por cocaína en 

áreas del circuito mesocorticolímbico. Los datos obtenidos muestran que la estrategia vía 

manipulación genética utilizando los ratones KO previno los incrementos observados en los 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haghparast%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24292370
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niveles de CREB y AMPA inducidos por cocaína en el estriado dorsal (Figuras 33 y 34), 

pero en contraste con este resultado, un pre-tratamiento con NX no fue efectivo para 

suprimir dichos cambios (Figuras 40 y 41). Discrepancias entre resultados utilizando 

herramientas farmacológicas (antagonistas opiáceos) o genéticas (ratones knockout) en el 

estudio de la influencia del SOE en los efectos inducidos por cocaína u otras drogas de 

abuso han sido observadas previamente (Hummel y col., 2004; Kieffer y col., 2002). Estas 

diferencias pueden deberse a que en los modelos farmacológicos, el bloqueo de la actividad 

de un receptor se ajusta a un protocolo de administración de la droga antagonista. En 

cambio, los modelos genéticos poseen la ventaja de que la ausencia del receptor y/o péptido 

es permanente permitiendo clarificar determinados resultados los cuales se encuentran 

enmascarados utilizando la estrategia farmacológica. Con relación a esto, las desigualdades 

en el efecto del pre-tratamiento con NX en los cambios moleculares inducidos por cocaína 

a nivel del NAc y estriado dorsal, también puede deberse a las diferencias neuroanatómicas 

entre ambas áreas cerebrales (Vanderschuren y col., 2000) y los contrastes en cuanto a la 

distribución y densidad de receptores opioides en el estriado dorsal en comparación a las 

observadas en el NAc (Voorn y col., 1996; Mansour y col., 1995a), pudiendo esto 

traducirse en un efecto diferente mediado por NX sobre dichas estructuras cerebrales y 

repercutiendo finalmente en la reversión de los cambios a largo término inducidos por 

cocaína.  

En conclusión, este estudio demuestra que encefalina es esencial en el desarrollo de 

neuroadaptaciones clave a nivel del NAc que sustentan la sensibilización a cocaína 

observada a largo término. Nuestros resultados proveen evidencias concretas que aportan a 

la comprensión de los mecanismos moleculares que subyacen la expresión fenómeno. 

Consistentemente, la ausencia de plasticidad conductual y neuronal inducida por cocaína en 

los ratones KO y pre-tratados con NX, remarcan el importante rol que resulta de la 

interacción entre dopamina, glutamato así como también BDNF y el sistema de 

proencefalina endógeno a nivel del NAc para mediar las alteraciones neuroquímicas y 

moleculares que gobiernan la sensibilización conductual a cocaína. A su vez, nuestro 

estudio subraya la relevancia del uso de herramientas genéticas para develar la contribución 

específica de un sistema endógeno en los efectos inducidos por dicha droga. 
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Las alteraciones en los patrones de expresión de genes inducidos por una droga a lo 

largo de los sistemas de recompensa del cerebro son un mecanismo potencial para mediar la 

adicción a las mismas y serían las responsables de las modificaciones neuroquímicas y 

moleculares que caracterizan a la adicción (Nestler, 2001), resultando la carga genética 

individual en un factor de vulnerabilidad preponderante en el desarrollo de la adicción 

(Jean Bierut, 2011; Vink y col., 2005). Polimorfismos en genes que codifican para diversos 

componentes del SOE han sido implicados en la predisposición a la adicción a cocaína y 

opiáceos (Kreek y col., 2005). Vinculado con este concepto, nuestro estudio resulta 

relevante para entender cómo modificaciones en el sistema de proencefalina endógeno, ya 

sea debido a polimorfismo genéticos (Kreek y col., 2005; Yuferov y col., 2010; Nikoshkov 

y col., 2008) o factores ambientales (Barron y col., 1990) puede influir en la vulnerabilidad 

a la adicción a psicoestimulantes. Además, nuestros datos proporcionan información sobre 

los mecanismos neurobiológicos que explican la efectividad de los antagonistas opiáceos en 

el tratamiento de la adicción a cocaína, sustentando su utilidad como terapia para este 

trastorno (Schmitz y col., 2009; Comer y col., 2013; Mooney y col., 2013).  
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