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1. Familia de las Taquiquininas 

Las taquiquininas (TKs) son una familia de pequeños péptidos ampliamente distribuidos en 

varias especies, desde pequeños invertebrados hasta mamíferos (Severini et al. 2002). Esta 

familia de péptidos se caracteriza porque están estructuralmente relacionados, ya que 

mantienen conservada la secuencia carboxi-terminal Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2, esencial para la 

entrada a las vías de transducción de señal y la generación de respuestas a diferentes 

estímulos. Si bien, el descubrimiento de dos nuevas TKs, las endoquininas C y D (EKC y EKD), 

ha revelado la existencia de una secuencia del extremo C-terminal parcialmente distinta, Phe-

X-Gly-Leu-Leu-NH2 (Page 2004). En cuanto a la secuencia amino-terminal es diferente para 

cada péptido y, determina la especificidad del receptor (Krause, Takeda, Hershey 1992) lo que 

genera numerosas secuencias de taquiquininas distintas. 

La diversidad de péptidos existentes que pertenecen a la familia de las taquiquininas de 

mamífero se debe por un lado, a la existencia de distintos genes que codifican para estos 

péptidos y por otro, a mecanismos de procesamiento alternativo del ácido ribonucleico (ARN) y 

de post-traducción diferencial. La transcripción del gen humano preprotaquiquinina-A (PPT-A), 

que consta de 7 exones, genera un pre ácido ribinucléico mensajero (ARNm) que puede sufrir 

procesamiento alternativo dando lugar a cuatro isoformas de ARNm que difieren en su 

combinación de exones: α-PPT-A (sin el sexto exón), β-PPT-A (que contiene los siete exones 

del gen PPT-A), γ-PPT-A (sin el cuarto exón) y δ-PPT-A (sin el cuarto ni el sexto exón). El 

ARNm de α-PPT-A da lugar exclusivamente a sustancia P (SP), mientras que del ARNm de β-

PPT-A y γ-PPT-A derivan la SP y la neuroquinina A (NKA). Los péptidos K (NPK) y γ (NPγ) son 

derivados post-traduccionales de la NKA que presentan su secuencia N-terminal prolongada 

(Kage et al. 1988; Tatemoto et al. 1985) y, además son biológicamente activos (Burcher et al. 

1991a; Carter and Krause 1990; Kage et al. 1988; Saffroy et al. 2003). Por otra parte, el gen 

preprotaquiquinina-B (PPT-B), que consta de 7 exones, codifica únicamente para la 

neuroquinina B (NKB) y el gen preprotaquiquinina-C (PPT-C) es un precursor común para la 

hemoquinina-1 (HK1) y las endoquininas A, B, C y D (EKA, EKB, EKC y EKD). 
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En la tabla I se muestran las estructuras primarias de algunas de las TKs de mamíferos 

conocidas hasta el momento. Estos péptidos se caracterizan porque comparten el extemo C-

terminal, mostrándose en negrita los tres residuos comunes a todas las taquiquininas, Phe-X-

Gly-Leu-X-NH2. La estructura primaria de la SP, NKA y NKB está conservada en todas las 

especies de mamífero y, por el contrario la secuencia de aminoácidos de la HK1 de rata difiere 

de la de humanos (Kurtz et al. 2002; Page 2004; Zhang, Bonagamba, Machado 2000).

Los péptidos de la familia de las TKs están ampliamente distribuidos en el Sistema Nervioso 

Central (SNC) y Periférico (SNP) de mamíferos, actuando como neurotransmisores 

excitatorios. Sin embargo, la expresión de algunos miembros de la familia de las TKs en 

células no neuronales y tejido no nervioso, como células endoteliales, sistema reproductor, 

células inmunes e inflamatorias, células musculares y fibroblastos entre otros (Pennefather et 

al. 2004), revela que las TKs no desempeñan un papel exclusivamente neuropeptídico. La NKB 

está presente en el SNC (Goubillon et al. 2000; Kangawa et al. 1983; Moussaoui et al. 1992), 

mientras que SP y NKA se encuentran además, en neuronas sensoriales aferentes primarias 

(Lundberg 1996; Maggi and Meli 1988; Patak, Pennefather, Story 2000). A nivel periférico, la 

principal fuente de TKs son los nervios sensoriales sensibles a capsaicina, fibras Aδ y C 

(Lundberg 1996; Maggi and Meli 1988; Patacchini et al. 1998). Además, se ha demostrado que 

Tabla I. Taquiquininas de mamíferos: secuencias y genes codificantes (Modificado de Pennefather et al. 2004). 

Nombre Especie Secuencia Gen (nombre 
alternativo) 

sustancia P (SP) Mamíferos Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2 TAC-1  

(PPT-A o PPT-I) 

neuroquinina A (NKA) Mamíferos His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2 TAC-1  

(PPT-A o PPT-I) 

neuroquinina B (NKB) Mamíferos Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2 TAC-3  

(PPT-B o PPT-II) 

hemoquinina-1 (hHK1)  Humano Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2 TAC-4 (PPT-C) 

hemoquinina-1 (HK1) Rata Arg-Ser-Arg-Thr-Arg-Gln-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH2 TAC-4 (PPT-C) 
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las TKs se expresan también en neuronas resistentes a capsaicina presentes en las vías 

respiratorias (Carr et al. 2002; Hunter, Myers, Undem 2000; Myers, Kajekar, Undem 2002) y en 

el sistema nervioso entérico de distintas especies (Holzer and Holzer-Petsche 1997; Lomax 

and Furness 2000). 

Los avances en el campo de las TKs han revelado la implicación de estos péptidos en 

diferentes procesos como la preclampsia (Page 2010), la neuroinmumodulación (actuando 

como factores endocrinos o paracrinos) (Kennedy et al. 2003; Lecci and Maggi 2003), como 

mediadores de la inflamación neurogénica (Cao et al. 1998; De Felipe et al. 1998) y 

potenciadores del crecimiento de células cancerígenas (Friess et al. 2003; Singh et al. 2000). 

 

2. La sustancia P 

La sustancia P es un undecapéptido, identificado por Chang en 1971 (Chang, Leeman, Niall 

1971), y cuyo nombre se debe al polvo obtenido tras su proceso de extracción. Éste 

neuropéptido es producido por terminaciones neuronales aferentes del SNC y SNP y funciona 

como neurotransmisor y/o neuromodulador en ambos sistemas (Otsuka et al. 1982). Sin 

embargo, se ha demostrado que la SP se localiza además en otros tejidos periféricos no 

neuronales. Concretamente, se ha demostrado la expresión de SP células endoteliales 

humanas (Linnik and Moskowitz 1989; Maggi 1997), en el sistema reproductor humano y de 

ratón (Chiwakata et al. 1991; Patak et al. 2003; Pintado et al. 2003) y en diferentes tipos de 

células inmunes e inflamatorias humanas, de rata y ratón (Aliakbari et al. 1987; Lai et al. 1998; 

Pascual and Bost 1990). Además, este péptido está expresado en células enterocromafines 

(Simon et al. 1992), células epiteliales (Chu et al. 2000), fibroblastos (Bae et al. 2002) y, en 

células del músculo liso intestinal y respiratorio (Khan and Collins 1994; Maghni et al. 2003). 

 

3. Funciones de la sustancia P 

Como hemos dicho la SP se encuentra ampliamente distribuida tanto en el SNC como en el 

periférico. Específicamente, se ha demostrado su expresión en diferentes áreas cerebrales 

como: el rinencéfalo, teléncefalo, ganglios basales, hipocampo, amígdala, áreas septales, 

diencéfalo, hipotálamo, mesencéfalo, metencéfalo, mielencéfalo y médula espinal (Shults et al. 
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1984). Esta amplia distribución explica la implicación de la SP en numerosas funciones 

biológicas (Pernow 1983) que se enumeran a continuación: 

 

 Papel nociceptivo de la sustancia P 

La SP está implicada en la transmisión del dolor al SNC. Se sabe que tras un fuerte 

estímulo a nivel periférico la SP, contenida en las terminales de las neuronas 

sensoriales aferentes primarias, es liberada en el asta dorsal de la médula espinal 

excitando las neuronas sensoriales de segundo orden. Este papel pronociceptivo de 

la SP ha conllevado numerosos estudios al respecto. De Felipe et al., (De Felipe et 

al. 1998) demostraron que los animales carentes del receptor preferencial para la 

SP, denominado NK1 (neuroquinina-1), presentaban una menor respuesta frente a 

diferentes estímulos dolorosos intensos como calor, presión mecánica o irritantes 

químicos. 

 

Papel de la sustancia P en la adicción 

La SP participa en los mecanismos recompensantes y motivacionales tanto de las 

drogas de abuso como de los reforzantes naturales. Se ha demostrado que la 

administración central de SP en diferentes regiones del cerebro como el núcleo 

basalis magnocellularis (NBM), el septum medial y el hipotálamo lateral induce 

efectos recompensantes (Hasenohrl, Gerhardt, Huston 1991; Huston et al. 1993; 

Nikolaus, Huston, Hasenohrl 1999). Además, el receptor NK1 está altamente 

expresado en áreas cerebrales del sistema de recompensa donde se median las 

propiedades motivacionales de los reforzantes naturales y las drogas de abuso. 

Áreas particularmente ricas en la expresión del receptor NK1 son el estriado dorsal y 

ventral o nucleo accumbens (NAc); concretamente, el receptor NK1 se expresa en 

las grandes neuronas colinérgicas de circuito local del NAc (Aubry et al. 1994; 

Murtra et al. 2000; Nakaya et al. 1994). 

Estudios previos del grupo de investigación de la Dra. Carmen de Felipe han 

demostrado, mediante la utilización de animales knockout para el receptor NK1 
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(NK1-/-), la implicación de la SP en los efectos recompensantes de las drogas de 

abuso, en especial en la recompensa opiácea (De Felipe et al. 1998; Murtra et al. 

2000). Específicamente, se ha probado que los animales mutantes no desarrollan 

condicionamiento a morfina en el ensayo de preferencia de plaza condicionada 

(CPP) aunque si muestran preferencia de lugar a cocaína y comida. Debido a la 

importante relación entre la estimulación motora de una droga y su capacidad para 

inducir dependencia (Wise and Bozarth 1987), cabe destacar que la estimulación 

locomotora inducida por morfina está atenuada en animales NK1-/-. Por otra parte, 

los animales NK1-/- presentan una reducción tanto del síndrome de abstinencia a 

morfina, como de la aversión condicionada del lugar inducida por naloxona en 

animales morfino-dependientes (Murtra et al. 2000). Además, la eliminación del 

receptor NK1 produce una reducción tanto en la sensibilización locomotora inducida 

por morfina como en la autoadministración de esta droga (Ripley et al. 2002). Todo 

esto sugiere que la sustancia P está implicada en los mecanismos recompensantes 

morfínicos y en el desarrollo de la adicción a opiáceos. 

 

Papel de la sustancia P en conductas emocionales 

La SP ha sido implicada en comportamientos emocionales y en la regulación de la 

respuesta al estrés y la ansiedad (Culman et al. 1997; Ebner and Singewald 2006), lo 

cual se puede explicar por la expresión de este péptido en áreas cerebrales 

implicadas en estos procesos como el caudado putamen, la amígdala, el núcleo 

accumbens, el hipocampo y varios núcleos hipotalámicos como el paraventricular 

(PVN), así como la sustancia gris periacueductal y el locus coeruleus. 

Se ha demostrado que la administración de SP aumenta la ansiedad (Bassi et al. 

2007a; Bassi et al. 2007b), mientras que el bloqueo del receptor preferencial de la 

SP, NK1, reduce la ansiedad y la depresión (Dableh et al. 2005; File 1997; Kramer et 

al. 1998). Aunque la implicación de la SP en la ansiedad es evidente, parecen existir 

diferencias regionales, ya que dependiendo del área donde sea administrada la SP 

los efectos difieren (Carvalho et al. 2008). Además, el papel de la SP en la regulación 

del eje hipotalámico-pituitario-adrenal (HPA) y en la respuesta al estrés es 
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contradictorio, ya que tanto los trabajos en los que utilizan la administración 

intracerebroventricular de SP como en los que emplean ratones transgénicos 

carentes del receptor NK1 como herramienta para el estudio de la respuesta al estrés 

son contradictorios (Kandere-Grzybowska et al. 2003; Larsen et al. 1993; 

McCutcheon et al. 2008; Santarelli et al. 2001; Saphier et al. 1994). 

 

Papel de la sustancia P en el desarrollo del cáncer 

Las Taquiquininas y sus receptores se han relacionado con el desarrollo y progresión 

de diferentes neoplasias. 

Diversas investigaciones han implicado al gen PPT-A y a los receptores de 

neuroquininas en el desarrollo del cáncer de mama, proponiendo además a este gen 

como responsable de la metástasis hacia el hueso en estadios avanzados de la 

enfermedad, posiblemente por la presencia de dos sitios de unión para el 

protooncogen Myc (promotor de proliferación) en su región 5´ (Mukerji et al. 2005; 

Singh et al. 2006). 

Cabe destacar que no sólo la SP y su receptor preferencial, NK1, están implicados 

en las vías de proliferación celular; la NKA y el receptor neuroquinina-2 (NK2) 

también están relacionados con estas vías. Se ha demostrado, tanto in vitro como in 

vivo, que la utilización de antagonistas de los receptores NK1 y NK2 inhibe de forma 

efectiva el crecimiento tumoral (Bigioni et al. 2005). 

Además, se ha documentado la presencia de receptores NK1 funcionales en tumores 

cerebrales de origen glial revelando la implicación de la SP en el desarrollo de los 

mismos (Lazarczyk, Matyja, Lipkowski 2007). La interacción SP-NK1 está 

relacionada con el desarrollo y progresión de estos gliomas, posiblemente debido a 

que las células tumorales a través de este péptido son capaces de desarrollar 

actividad autocrina, estimular citoquinas y activar MAP quinasas (Palma et al. 1999). 
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Papel de la sustancia P a nivel periférico 

Como hemos descrito en el apartado 2 existen numerosas fuentes neuronales y no 

neuronales de SP a nivel periférico donde ejerce numerosas funciones biológicas. 

Específicamente, la SP participa en la contracción del músculo liso (intestinal y vías 

respiratorias), control de la respiración (la administración in vivo de SP produce un 

incremento de la frecuencia respiratoria), termorregulación, control cardiovascular 

(potente agente hipotensivo) y émesis (Quartara and Maggi 1998). De hecho, 

actualmente se utiliza el antagonista del receptor NK1, L-7540303 (aprepriant), como 

medicamento para prevenir las náuseas y vómitos que pueden producirse tras el 

tratamiento con quimioterapia para el cáncer (Navari et al. 1999). Además, se ha 

descrito que la administración exógena de SP favorece la curación de heridas 

cutáneas (Delgado, McManus, Chambers 2005). 

 

4. Receptores de Taquiquininas 

Las Taquiquininas constituyen los ligandos endógenos para los receptores de TKs. 

Actualmente, sólo se han identificado tres receptores distintos de TKs, denominados 

neuroquinina-1 (NK1), neuroquinina-2 (NK2) y neuroquinina-3 (NK3). 

La identificación y localización de estos receptores se ha llevado a cabo mediante diferentes 

técnicas: autorradiografía (Shults et al. 1982), hibridación in situ para el estudio del ARNm que 

codifica para el receptor (Maeno, Kiyama, Tohyama 1993) e inmunohistoquímica (Nakaya et al. 

1994). A través de estas técnicas se ha puesto de manifiesto la heterogénea distribución de 

estos receptores dentro de cada especie. El receptor NK1 (NK1R) está ampliamente 

expresado tanto en el SNC como en el SNP y se localiza en neuronas, células vasculares 

endoteliales, músculo, células inmunes, y otros (Lai et al. 1998; Patacchini and Maggi 2001; 

Stewart-Lee and Burnstock 1989; Tsuchida et al. 1990). El receptor NK2 se expresa 

principalmente en tejidos periféricos, mientras que su expresión en el SNC está restringida a 

áreas cerebrales específicas (Croci et al. 1998; Naline et al. 1989; Pennefather et al. 1993; 

Saffroy et al. 2003; Tsuchida et al. 1990). Por el contrario, el receptor NK3 se localiza sobre 

todo en el SNC y sólo se ha detectado en determinados tejidos periféricos como el útero 
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humano y de rata, el músculo esquelético humano, pulmón e hígado, las venas porta y 

mesentérica de rata, y en neuronas del Sistema Nervioso Entérico de distintas especies 

(Fioramonti et al. 2003; Lecci and Maggi 2003; Massi, Panocka, de Caro 2000; Patak et al. 

2003; Tsuchida et al. 1990). 

Los receptores de TKs de mamífero están codificados por tres genes estructuralmente 

similares, con 5 exones y 4 intrones situados en la misma posición (Hershey, Dykema, Krause 

1991; Krause et al. 1993). Dentro de la superfamilia de receptores acoplados a proteína G 

(GPCRs), los receptores de TKs son de los pocos que conservan intrones por lo que se ha 

hipotetizado sobre su importancia. Esta retención de intrones, favorece que mediante 

mecanismos de procesamiento alternativo, se generen isoformas o variantes de estos 

receptores funcional y/o estructuralmente distintas (Minneman 2001). Del mismo modo, la 

existencia de diferentes exones favorece la expansión de la familia de receptores de 

taquiquininas ya que esto puede conllevar a la generación de distintas isoformas con diferentes 

conformaciones y afinidades por los distintos ligandos endógenos. Se ha demostrado la 

existencia de algunas isoformas del receptor NK1 que difieren en la longitud del extremo C-

terminal; la isoforma completa (407 aminoácidos) que es la predominante en cerebro humano y 

la isoforma truncada (311 aminoácidos) que es la más abundante en los tejidos periféricos y 

cuya función biológica es controvertida (variante expresada en numerosas líneas celulares de 

glioma) (Caberlotto et al. 2003). 

Los receptores de TKs pertenecen a la superfamilia de GPCRs y, constituyen una familia de 

receptores de membrana con una estructura homóloga: 7 dominios hidrofóbicos 

transmembrana con el extremo amino en la parte extracelular y el carboxilo en la parte 

citoplasmática (Patacchini and Maggi 1995) (ver figura 1). Además, cabe destacar la elevada 

homología en la secuencia de los receptores de TKs entre diferentes especies (92% de 

homología entre el NK1R humano y de rata). 

 

 

 

 



Introducción general 

 

11 
 

 

Imagen tomada de Pennefather et al., 2004 

 

Figura 1. Estructura del receptor NK2 humano. Presenta siete segmentos transmembrana (TM I-

VII) con el extremo NH2-terminal en la parte extracelular y el C-terminal en la parte citoplasmática, 3 

bucles extracelulares (E1, E2 y E3) y 3 bucles intracelulares (C1, C2 y C3). 

 

Los péptidos SP, NKA y NKB son capaces de interactuar con los tres receptores de TKs 

aunque muestran una mayor afinidad para el receptor NK1, NK2 y NK3, respectivamente 

(Tabla II) (Lecci and Maggi 2003; Maggi 2000; Mussap, Geraghty, Burcher 1993; Regoli, 

Boudon, Fauchere 1994). 

El orden en la afinidad de unión al receptor NK1 es SP > NKA > NKB; mientras que para el 

receptor NK2 es NKA > NKB > SP y NKB > NKA > SP para el receptor NK3 (Maggi 2000; 

Regoli, Boudon, Fauchere 1994). Cabe resaltar, que los NPγ y NPK se unen 

preferentemente al receptor NK2 pero también presentan una alta afinidad por el NK1 

(Burcher et al. 1991b; Prat, Picard, Couture 1994; van Giersbergen et al. 1992). Además, 

estudios farmacológicos han revelado que la HK1 de ratón, rata y humano, así como la 

EKA y la EKB, producen efectos similares a los inducidos por la SP, actuando 

preferentemente a través del receptor NK1, aunque también son agonistas de los 
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receptores NK2 y NK3 (Bellucci et al. 2002; Camarda et al. 2002; Kurtz et al. 2002; 

Morteau et al. 2001; Page et al. 2003). 

 

5. El receptor NK1 (NK1R) 

Como hemos dicho anteriormente el NK1R se encuentra ampliamente distribuido tanto en el 

SNC como en el SNP (Quartara and Maggi 1998). En el SNC, el receptor NK1 ha sido 

implicado en diferentes respuestas comportamentales y en la regulación de la supervivencia y 

degeneración neuronal. A nivel de la médula espinal, el receptor NK1 se activa durante la 

transmisión sináptica, especialmente en respuesta a estímulos nociceptivos aplicados en el 

campo receptivo de las neuronas aferentes primarias, apoyando un papel importante del NK1R 

en la transmisión del dolor. Además, a nivel espinal el NKR modula el reflejo autónomo, 

incluido el reflejo de micción. En el SNP, el receptor NK1 regula la función respiratoria y 

cardiovascular y está envuelto en la activación del reflejo emético. El NK1R está ampliamente 

expresado en el sistema respiratorio, genitourinario y gastrointestinal, además de en 

numerosas células inmunes e inflamatorias. En el sistema cardiovascular, el NK1R media la 

vasodilatación a través del endotelio y la extravasación plasmática. A nivel respiratorio, estos 

receptores median la inflamación neurogénica. En el cuerpo carotideo el receptor NK1 media la 

respuesta ventilatoria a la hipoxia. En el sistema gastrointestinal, media la contracción del 

músculo liso, regula el agua y la secreción iónica y la comunicación interneuronal. En el 

sistema genitourinario, NK1R está ampliamente distribuido en la pelvis renal, uréter, vejiga 

urinaria y uretra y media la contracción del músculo liso y la inflamación en respuesta a 

estímulos nocivos. 

El mecanismo de acción del receptor NK1 está mediado por la activación de la proteína G. Uno 

de los bucles intracelulares del NK1R está unido a la proteína G que es un heterotrímero, 

Tabla II. Afinidad de las Taquiquininas por los receptores (Lazarczyk, Matyja, Lipkowski 2007) 

Receptor de Taquiquininas Afinidad  Gen  

 TACR1 

 TACR2 

 TACR3 
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formado por tres subunidades distintas, α, β, γ. En reposo la subunidad α está unida a GDP y 

la β se asocia a la subunidad γ. Cuando la SP u otro ligando se une al receptor NK1 se 

produce la activación de la proteína G y se produce la disociación de sus subunidades: Gα y 

Gβγ que conlleva la activación de sistemas de señalización de segundos mensajeros dando 

lugar en última instancia a la elevación de la concentración de IP3 y calcio intracelular 

(Quartara and Maggi 1997). 

Se ha demostrado que el NK1R, al igual que otros GPCRs, tras la unión con el ligando 

adecuado puede sufrir endocitosis. La exposición prolongada a ligandos endógenos producen 

desensibilización del receptor, translocación a los endosomas y degradación (Jenkinson et al. 

1999; Tsao, Cao, von Zastrow 2001). Por lo tanto, la exposición crónica a SP puede inducir la 

degradación y regulación a la baja del receptor NK1 (Cottrell et al. 2006). 

 

 



 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

CAPÍTULO I. LA SENSIBILIZACIÓN MOTORA COMO 
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LOCOMOTOR SENSITIZATION AS A FACTOR OF VULNERABILITY IN 
ADDICTION: THE ROLE OF SUBSTANCE P 
 
Abstract 

Sensitization, as the upregulation of certain neuronal parameters, has been proposed as a 

required condition for both the onset and the progression of addictive behaviour. The 

preferred receptor of substance P, the NK1 receptor, is expressed in brain areas such as 

the nucleus accumbens that mediate the motivating properties of natural rewards and drug 

abuse. Thus, as neural sensitization underlies addictive behavior, we decided to study one 

of its markers. More specifically, we evaluated motor sensitization as a vulnerability factor 

in addiction by studying in mice both individual differences to sensitization as well as the 

possible role of substance P. Individual differences in motor sensitization after drug 

treatment were correlated with the susceptibility of developing an addicted-like behaviour 

(drug-seeking and motivation), and with the expression of genes linked to addiction and 

neural plasticity. Mutant NK1-/- mice showed a reduced, morphine-induced locomotor 

sensitization, and in fact a higher percentage of NK1-/- mice resistant to morphine 

sensitization was found. The motivational properties of morphine were lower in drug-

sensitized NK1-/- mice when compared to the drug-sensitized NK1+/+ mice despite no 

correlation between locomotor sensitization vulnerability induced by morphine and the 

persistence of compulsive drug-seeking behavior being found. Sensitization, due to 

repeated morphine exposure, induced the overexpression of the ΔFosb, Bdnf, and CamkII 

genes in some areas of the brain that are involved in the mesolimbic pathway. 

Furthermore, the gene expression levels of CamkII (nucleus accumbens or NAc), Nurr1 

and Bdnf (striatum), and Glur2 (prefrontal cortex or PFC) differed between genotypes. A 

correlation between the susceptibility of developing a morphine-induced locomotor 

sensitization and the expression levels of CamkII, Nurr1 and Bdnf in the NAc was also 

found. These results suggest that vulnerability to morphine sensitization increases 

molecular changes in certain brain circuits that underlie the processes of addiction and 

synaptic plasticity. However, we have not yet been able to directly correlate these 

molecular alterations with the characteristic behaviors of drug addicts themselves. 
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Conclusions 

1. In NK1-/- mice, the acquisition and manifestation of locomotor sensitization induced by 

morphine are both statistically reduced, whereas in the case of cocaine induction they 

remain unaltered. Moreover, upon classifying the mice into either drug sensitized (S) 

or non-sensitized (NS) groups, we find a similar percentage of each genotype in both 

groups for cocaine, while a higher percentage of NK1-/- mice resistant to sensitization 

for morphine. 

2. Acquisition and maintenance of operant food self-administration, and motivation for 

natural rewards both remain unaltered in the NK1-/- mice. No correlation between 

locomotor sensitization vulnerability induced by morphine and motivation induced by a 

natural reinforcer was found. 

3. NK1-/- mice are able to acquire and maintain operant morphine self-administration. 

Morphine sensitized NK1-/- mice are significantly less motivated by the drug than the 

sensitized NK1+/+ mice. In addition, locomotor sensitization vulnerability induced by 

morphine does not increase the persistence of compulsive drug-seeking behavior, and 

thus does not represent a vulnerability factor for the development of this characteristic 

addiction behavior. 

4. Morphine induces overexpression of genes involved in addiction and neuroplasticity 

within the NAc (ΔFosb, Bdnf, CamkII and Glur2), striatum (ΔFosb), and PFC (Glur2). 

Also the expression levels of some of these genes (CamkII in the NAc, Nurr1 and Bdnf 

in the striatum, and Glur2 in the PFC) differ between genotypes. On the other hand, 

there is a correlation between the propensity of locomotor sensitization induced by 

morphine and the expression levels of CamkII, Nurr1 and Bdnf in the NAc. Therefore 

we can conclude that the molecular changes underlying the processes of addiction 

and synaptic plasticity are higher in those mice that are sensitized to morphine. 
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1. Proceso de adicción 

En la actualidad, el consumo de drogas supone un problema para nuestra sociedad: se 

producen 187.100 muertes al año relacionadas con el consumo de drogas, favorece la 

propagación de enfermedades como el VIH y debilita el desarrollo socioeconómico. Según el 

Informe Mundial sobre Drogas de las Naciones Unidas para el año 2015 (UNODC, Oficina de 

las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito), se calcula que unos 246 millones de personas 

de entre 15 y 64 años (o el 5% de la población adulta del mundo) consumieron por lo menos 

una vez en 2013 alguna droga ilícita (Tabla I). 

Tabla I. Prevalencia anual y número de consumidores de drogas ilícitas a nivel mundial, UNODC 2012  

 Prevalencia (%) Número (millones de consumidores) 

Cannabis 3,8 171.63 

Opioides 0,7 33.04 

Opiáceos 0,35 16.37 

Cocaína 0,37 17.24 

Estimulantes tipo anfetamínico 0,7 34.4 

“Éxtasis” 0,4 18.75 

 

Muchas personas consumen o han consumido alguna droga ilícita al menos una vez en su vida 

y sin embargo, a pesar del gran potencial adictivo de algunas drogas no todas las personas se 

vuelven dependientes (O'Brien and Anthony 2005). Por este motivo, es muy importante 

distinguir entre los diferentes patrones de consumo de drogas: uso, abuso y adicción o 

dependencia. El uso de drogas hace referencia al consumo ocasional o recreativo, el abuso 

alude a un consumo recurrente y perjudicial y la adicción es una enfermedad crónica y 

recidivante. Además, la adicción está caracterizada por: la búsqueda y el consumo compulsivo 

de la droga, la pérdida de control para limitar el consumo a pesar de las consecuencias 

negativas para el sujeto y la aparición de estados emocionales negativos (disforia, ansiedad, 

irritabilidad) cuando no se tiene acceso a la droga (Koob and Le Moal 1997). 

El proceso de adicción empieza con un consumo ocasional y controlado de la droga que 

produce un refuerzo agudo positivo. En ocasiones este consumo se transforma en compulsivo, 
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iniciándose el proceso de dependencia. Cuando el acceso a la droga está impedido se produce 

la abstinencia, que actúa como refuerzo negativo, conduciendo a una recaída en el consumo y 

la consecuente entrada en el ciclo de la adicción (Figura 1). 

Figura 1. Proceso de adicción 

 

                                         (Koob and Le Moal 2005) 

 

2. Sustrato neurobiológico de la adicción 

2.1. Circuito neuronal de recompensa 

Los trabajos pioneros de Olds (OLDS and MILNER 1954), realizados mediante técnicas de 

autoestimulación intracraneal en ratas, revelaron que la autoadministración de breves 

estímulos eléctricos en determinadas áreas cerebrales producía un efecto placentero en los 

animales, lo que hacía que esta conducta se volviera persistente. En estos experimentos se 

evidenció la existencia de núcleos cerebrales implicados en la recompensa, cobrando especial 

importancia la vía mesocorticolímbica dopaminérgica. 

Además, Wise y Bozarth (Wise and Bozarth 1987) postularon la teoría psicoestimulante de la 

adicción la cual respalda que tanto las drogas de abuso como los recompensantes naturales 

estimulan los circuitos neuronales implicados en la recompensa. Estos reforzadores positivos 
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incrementan la actividad del sistema mesolímbico dopaminérgico para producir sus efectos 

recompensantes (Di Chiara and Imperato 1988). 

El sistema mesolímibico dopaminérgico está formado por tres vías (Figura 2): 

1. La vía dopaminérgica nigroestriatal que se origina en la sustancia negra (SN) y proyecta al 

cuerpo estriado (Koob and Le Moal 2001). Esta vía regula la actividad motora y coordina 

los diferentes grupos musculares en los programas motores. 

2. La vía dopaminérgica mesocorticolímbica, constituida por proyecciones que van desde el 

área tegmental ventral (ATV) al núcleo accumbens (NAc), hipocampo, tubérculo olfatorio, 

amígdala y corteza prefrontal (CPF). El NAc envía proyecciones eferentes hacia el pálido 

ventral y el ATV, formando así un bucle de control recíproco. Esta vía desempeña un 

papel crítico en los efectos recompensantes de las drogas de abuso, constituyendo el 

principal sistema de refuerzo común a todas ellas (Koob and Le Moal 1997; Koob, Sanna, 

Bloom 1998; Robbins and Everitt 1999). 

3. La vía tuberoinfundibular presenta proyecciones desde el hipotálamo al infundíbulo y a la 

hipófisis anterior y regula la liberación de prolactina. 

 

(Soria et al. 2006) 

Figura 2. Diagrama de las principales vías del sistema mesolímbico dopaminérgico en un corte sagital de 
cerebro de rata: vía nigroestriatal, vía mesocorticolímbica y vía tuberoinfundibular. 
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2.2. Receptores dopaminérgicos 

La dopamina (DA) interacciona con receptores de membrana pertenecientes a la superfamilia 

de GPCRs (metabotrópicos), cuya activación conduce a la formación de segundos mensajeros, 

y a la activación o represión de vías de señalización específicas. Existen 5 tipos de receptores 

dopaminérgicos que en base a sus propiedades estructurales y farmacológicas se subdividen 

en 2 tipos: tipo 1, los cuales estimulan los niveles intracelulares de AMPc e incluyen los 

receptores D1 y D5, y tipo 2, los cuales inhiben los niveles intracelulares de AMPc (Jackson 

and Westlind-Danielsson 1994; Missale et al. 1998) e incluyen a los receptores D2, D3 y D4. 

Los receptores D1 y D2 son los más expresados en el cerebro de roedor, mientras que la 

expresión de los receptores D3, D4, y D5 está más restringida. El receptor D1 es muy 

abundante en la amígdala (Meador-Woodruff 1994; Weiner et al. 1991). El receptor D3 se 

localiza principalmente en NAc e Islas de Calleja (Diaz et al. 2000). El receptor D4 se localiza 

exclusivamente en estructuras límbicas: NAc, hipocampo, amígdala y CPF (Svingos, 

Periasamy, Pickel 2000), mientras que el recetor D5 se localiza en el hipocampo, el hipotálamo 

y algunos núcleos talámicos, siendo muy escasa su presencia en estriado y neocórtex (Khan et 

al. 2000). 

Los receptores D2 son receptores presinápticos localizados en neuronas dopaminérgicas del 

cerebro medio (ATV y SN) (Sesack, Aoki, Pickel 1994) cuya función principal es la inhibición y 

modulación de la neurotrasmisión dopaminérgica. Específicamente, los receptores D2 se 

encuentran altamente expresados en las neuronas estriatopalidales gabaérgicas espinosas de 

tamaño mediano (Gerfen and Engber 1992). Además, el receptor D2 presenta dos isoformas 

generadas por procesamiento alternativo del mismo gen (Dal Toso et al. 1989; Montmayeur et 

al. 1991), D2S y D2L, con propiedades fisiológicas y localizaciones distintas, lo cual podría 

estar relacionado con las diferencias individuales en la vulnerabilidad a la adicción (Moyer et al. 

2011). 

Existen numerosos estudios que apoyan la implicación de los receptores D2 en diferentes 

procesos que subyacen a la adicción a drogas de abuso (Goldstein and Volkow 2002): 

propiedades placenteras inducidas por cocaína, morfina y etanol (Matsuzawa et al. 1999; 

Nazarian et al. 2004; Rezayof et al. 2002), búsqueda compulsiva de cocaína y heroína (De 

Vries et al. 2002) y recaída inducida por reexposición a la droga, por presentación de estímulo 
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condicionado o por estrés (Gal and Gyertyan 2006; McFarland et al. 2004; Schenk and Gittings 

2003). 

2.3. Modulación del sistema mesocorticolímbico dopaminérgico  

El sistema dopaminérgico ha sido el más estudiado en los fenómenos adictivos. Sin embargo, 

existen numerosos estudios que han revelado la importancia de otros sistemas en los procesos 

de placer y refuerzo, como los sistemas glutamatérgico, gabaérgico, colinérgico, serotonérgico 

y opioide (Koob and Le Moal 2005), ya que modulan el sistema de recompensa. Por otra parte, 

el eje hipotálamo-hipofisiario-adrenal (HPA) implicado en la respuesta al estrés, media el 

incremento del factor de liberación de corticotropina (CRF) en áreas límbicas durante los 

periodos de abstinencia (Cummings et al. 1983; Heinrichs et al. 1995), lo que parece estar 

relacionado con el estrés y los efectos disfóricos que se producen durante estos períodos y 

durante la recaída. La desregulación progresiva del sistema dopaminérgico está asociado con 

la transición a la adicción, caracterizada por la búsqueda y el consumo compulsivo de drogas 

(Everitt and Robbins 2005; Nestler 2001a; Robinson and Berridge 1993). 

Las drogas de abuso, a través de diferentes mecanismos, consiguen incrementar y prolongar 

los niveles extracelulares de dopamina en regiones límbicas, en especial en el NAc (Di Chiara 

2002; Koob and Bloom 1988). En el caso de los psicoestimulantes como la cocaína, la 

anfetamina, la metanfetamina o el éxtasis se produce un aumento de los niveles de dopamina 

como consecuencia del aumento de la liberación de DA y del bloqueo de los transportadores 

de dopamina presinápticos, lo que impide su recaptación aumentando los niveles de este 

neurotrasmisor en la hendidura sináptica (Madras et al. 1994). Otras drogas como la nicotina, 

el alcohol, los opiáceos y el Δ9-tetrahidrocannabinol (THC), actúan indirectamente modificando 

la actividad de neuronas gabaérgicas o glutamatérgicas que al mismo tiempo modulan la 

actividad de las neuronas dopaminérgicas (Fig. 3). 

La activación del sistema mesocorticolímbico dopaminérgico está implicado en los procesos 

reforzantes tanto de las drogas de abuso como de los recompensantes naturales como 

comida, agua, sexo o situaciones novedosas, aunque los sustratos neuronales difieren entre 

ambos tipos de refuerzo (Carelli and Ijames 2001; Carelli and Wondolowski 2006). Las 

proyecciones dopaminérgicas que se originan en el ATV proyectan a estructuras límbicas 
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como el NAc, la amígdala y el hipocampo. En el núcleo accumbens se localiza en la parte 

ventral del complejo estriatal y está formado por dos zonas diferenciadas: core o núcleo 

“sistema motor” y shell o corteza “sistema límbico”. Este núcleo desempeña un papel clave, 

actuando como una interfase neural entre el sistema límbico y el motor donde la motivación se 

traduce en acción (Mogenson, Jones, Yim 1980); dicho de otro modo, transfiere la información 

motivacional importante para que se codifiquen los actos motores adecuados. El NAc se 

compone de dos tipos principales de neuronas (Gangarossa et al. 2013): 

• neuronas espinosas de mediano tamaño (constituyen el 95% de las neuronas 

estriatales), son células inhibitorias de proyección GABAérgicas que proyectan hacia 

el pálido ventral (PV), ATV/SN y CPF. Además de sus axones de proyección estas 

neuronas también tienen numerosas colaterales locales. 

• interneuronas colinérgicas de circuito local (constituyen el 5% de la población total de 

neuronas). 

 

                         (Cami and Farre 2003) 

Figura 3. Circuitos de recompensa neural implicados en los efectos reforzantes de las drogas de abuso en 
un plano sagital de cerebro de rata (Cami and Farre 2003). El sistema dopaminérgico mesocorticolímbico cuyo 

origen se localiza en el ATV incluye proyecciones desde los cuerpos neuronales de las neuronas dopaminérgicas 

situadas en el ATV hacia el NAc, amígdala y CPF; proyecciones glutamatérgicas (GLU) desde la CPF al NAc y al 
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ATV; y la proyección de neuronas gabaérgicas (GABA) desde el NAc hasta la CPF. Las interneuronas de tipo 

opioide modulan la acción inhibitoria de las neuronas gabaérgicas en el ATV e influyen en la activación de neuronas 

noradrenérgicas (NE) del Locus coeruleus. Las proyecciones serotoninérgicas (5-HT) van desde el Núcleo del Rafe 

hasta el ATV y el NAc. En la imagen se muestran los sitios de acción propuestos para diferentes drogas de abuso 

dentro de estos circuitos. 

Como hemos dicho anteriormente, el sistema dopaminérgico mesolímbico cortical envía 

proyecciones desde los cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas localizadas en el 

ATV hasta el NAc, amígdala y CPF. Estas neuronas dopaminérgicas realizan sinapsis con las 

neuronas espinosas medianas de tipo gabaérgico del NAc (Gardner 2002; Wise and Bozarth 

1984; Wise and Bozarth 1985). Además, la actividad dopaminérgica de este circuito 

mesolímbico cortical está modulada por otros sistemas de neurotransmisión, a través de 

proyecciones de distintos tipos con otras áreas cerebrales (ver Fig.3). De hecho, la corteza 

prefrontal medial (mCPF) envía proyecciones glutamatérgicas al NAc y al ATV. El NAc envía 

proyecciones de naturaleza gabaérgica al pálido ventral, al ATV/SN y al CPF. A su vez, el 

pálido ventral y el ATV envían eferentes gabaérgicas al tálamo dorsomedial. El circuito se 

cierra gracias a proyecciones glutamatérgicas desde el tálamo dorsomedial a la mCPF (Pierce 

and Kumaresan 2006). 

 

3. Teorías de la adicción  

Las teorías de la adicción se pueden agrupar en dos familias en función del marco teórico 

elegido para explicar la transición a la adicción: centrado en la droga o centrado en el individuo. 

La primera familia de teorías sostiene que la transición a la adicción se produce únicamente 

como consecuencia del uso prolongado de la droga y de los cambios neurobiológicos 

inducidos por el uso crónico de la misma. Dentro de esta familia se incluyen teorías enfocadas 

en los cambios específicos debidos al uso de la droga como: tolerancia (Roberts et al. 2002), 

sensibilización (Robinson and Berridge 1993; Robinson and Berridge 2000; Robinson and 

Berridge 2008; Wise and Bozarth 1987), abstinencia y alostasis (Koob and Le Moal 2005; Koob 

and Le Moal 2008; Koob 2008) o cambios cognitivos inducidos por la droga en la impulsividad 

(Jentsch and Taylor 1999), la toma de decisiones (Bechara 2001), y el condicionamiento 

(Robbins, Everitt, Nutt 2008). Estas teorías se han visto reforzadas por las numerosas 
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evidencias existentes acerca de las neuroadaptaciones a nivel molecular, celular (Nestler, 

Hope, Widnell 1993; Nestler 1994), sináptico (Hyman, Malenka, Nestler 2006), y estructural 

(Everitt and Wolf 2002; Wolf 2010) inducidas por el consumo crónico de droga en los circuitos 

neuronales implicados en recompensa, aprendizaje y motivación incentivante. 

La segunda familia de teorías sostiene que la transición a la adicción se produce únicamente 

en un reducido número de consumidores de drogas los cuales presentan una vulnerabilidad al 

desarrollo de la adicción. En este marco teórico la droga es un factor necesario pero no es 

suficiente para que se produzca dicha transición. Las diferencias entre las teorías incluidas 

dentro de este grupo radica en el grado de importancia atribuido a los factores implicados en el 

desarrollo de esta vulnerabilidad individual: factores genéticos (Crabbe et al. 1999; Crabbe 

2002; Ellenbroek et al. 2005; Uhl 2004a), ambientales (Goeders 2002; Piazza and Le Moal 

1996), interacción entre ambos (Cabib et al. 2000; van der Kam, Ellenbroek, Cools 2005) y 

fenómenos que acontecen durante etapas tempranas (Barron et al. 2005; Doremus-Fitzwater, 

Varlinskaya, Spear 2010; Koehl et al. 2002). 

 

Vulnerabilidad a la adicción 

La progresión desde el uso inicial de las drogas hasta el desarrollo de la adicción está 

influenciada por diferentes factores: 

 Neurobiológicos: La propia droga y los cambios neurobiológicos a largo plazo que 

produce su consumo. El uso prolongado de una droga induce cambios en la función 

cerebral que subyacen a la adicción y, que se manifiestan en la actividad metabólica, 

disponibilidad de receptores, expresión de genes y respuesta a señales ambientales. 

 Genéticos (Uhl 2004a): a los que se les atribuye entre el 30 y el 60% del desarrollo de 

la adicción. Además, se sabe que algunos rasgos de personalidad del individuo con 

bases genéticas como la impulsividad, la búsqueda de novedad (Benjamin et al. 1996; 

Ebstein, Benjamin, Belmaker 2000) y el trastorno de déficit de atención e 

hiperactividad (LaHoste et al. 1996) pueden contribuir especialmente en el inicio del 

consumo de la droga. 

 Factores Ambientales: actuando fenómenos como el estrés o la exposición temprana 
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a las drogas como factores de vulnerabilidad a la adicción. 

La interacción entre estos factores determina la mayor vulnerabilidad de algunos individuos 

para desarrollar adicción. 

 

3.1. Teoría “general” de la transición a la adicción (Piazza and Deroche-
Gamonet 2013) 

La controvertida teoría general de la transición a la adicción surge con la intención de organizar 

y sintetizar el conocimiento generado en los últimos años en el campo de la adicción por 

distintos investigadores (Piazza and Deroche-Gamonet 2013). El principio general de esta 

teoría es que la transición a la adicción se debe a la interacción entre la vulnerabilidad 

individual, el grado de exposición a la droga y la pérdida de control sobre el consumo. Además, 

el principal propósito de esta teoría es apoyar la idea de que la adicción es verdaderamente 

una patología psiquiátrica. 

Esta teoría sostiene que la transición a la adicción se debe a la progresión a través de tres 

fases consecutivas e independientes; entrar en una fase es necesario pero no suficiente para 

progresar a la siguiente ya que para ello también se requieren vulnerabilidades individuales 

específicas: 

1) Uso recreativo y esporádico de la droga. En esta fase el consumo de la droga es 

esporádico y con fines recreativos, en la cual se produce un proceso de aprendizaje 

donde la sobreactivación de los sustratos neurobiológicos de los recompensantes 

naturales permite que muchos individuos perciban las drogas como estímulos 

altamente gratificantes. 

2) Uso de la droga intensificado, sostenido y escalado. En esta fase el consumo de la 

droga se intensifica, siendo sostenido y frecuente y, volviéndose la principal actividad 

recreativa para el individuo. Esta fase se da en algunos individuos vulnerables que 

presentan sensibilización del sistema dopaminérgico e hipofunción de la corteza 

prefrontal. Este uso sostenido y prolongado de la droga induce sensibilización 

incentivante y un estado alostático que hace que la droga se desee y se necesite de 
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forma intensa. Además, la formación de hábitos también contribuye a la estabilización 

de esta fase. 

3) Pérdida de control en el uso de la droga y adicción completa. Esta fase se da en 

individuos vulnerables en los que el uso prolongado de la droga produce una pérdida 

de plasticidad sináptica a largo plazo en áreas recompensantes del cerebro, 

induciendo así la pérdida de control en el consumo. Esta pérdida de control y la 

entrada en la completa adicción desencadena un comportamiento aberrante del 

adicto, ya que las actividades relacionadas con la droga se transforman en la 

principales para el individuo. En esta fase en la que la transición a la adicción se ha 

completado, la ausencia de droga produce en los individuos adictos una especie de 

“luto patológico” debido a la pérdida irremplazable de la droga. 

 

3.2. Teoría de la sensibilización incentivante (Robinson and Berridge 1993) 

Esta teoría sugiere que la exposición repetida a drogas induce sensibilización de los sistemas 

cerebrales mesocorticolímbicos tanto a los efectos directos de la droga como a los estímulos 

asociados con la misma. 

La teoría de la sensibilización incentivante diferencia entre el valor incentivo de la droga 

(“wanting”) y el efecto placentero o hedónico que produce (“liking”). A medida que se desarrolla 

la adicción se produce sensibilización o regulación positiva de la motivación por la droga y 

tolerancia a los efectos placenteros subjetivos producidos por la misma (Figura 4). Esta 

sensibilización se manifiesta en humanos adictos por un incremento del deseo por la droga tan 

elevado que se vuelve patológico (“craving”) y un aumento de la dosis consumida pero una 

reducción de la euforia que cada dosis les produce comparado con cuando iniciaron el 

consumo. Esta hipersensibilización conlleva a la búsqueda y consumo compulsivo de las 

drogas independientemente del placer que producen, del síndrome de abstinencia en su 

ausencia, y de los hábitos o memorias formados anteriormente (Berridge and Robinson 1998; 

Robinson and Berridge 1993; Robinson and Berridge 2000). 

Además del incentivo motivacional por la droga (“wanting”), el otro tipo de efecto que 

sensibiliza con el consumo de drogas es la activación psicomotora. Esto se debe a que los 
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sustratos neuronales que median los efectos psicomotores de las drogas, concretamente el 

sistema mesolímbico dopaminérgico, coinciden con los sustratos responsables de las 

propiedades reforzantes de las drogas de abuso (Wise and Bozarth 1987). En animales de 

experimentación, el “wanting” es un proceso psicológico muy complejo de estudiar por lo que 

se evalúa la sensibilización psicomotora como marcador de la sensibilización neural. Éste 

parámetro se evalúa fácilmente, registrando el incremento progresivo de los efectos 

locomotores (locomoción y esterotipias) inducidos por la droga. 

Una de las consecuencias más importantes derivadas del proceso de sensibilización cerebral 

es que incrementa la vulnerabilidad a las recaídas en adictos recuperados. 

 

(Self 2004) 

Figura 4. A) Curva dosis respuesta de autoadministración de droga en animales adictos y no adictos. B) 
Cambios en los mecanismos que regulan la búsqueda y el consumo de la droga durante el desarrollo de la 
adicción. A medida que se progresa en el proceso de adicción los individuos adictos desarrollan sensibilización en 

la búsqueda de droga o “drug seeking” que se manifiesta por un desplazamiento vertical en la curva dosis respuesta 

como un índice del incremento en el esfuerzo por mantener los niveles cerebrales de droga y, simultáneamente los 

individuos adictos desarrollan tolerancia en el consumo de droga o “drug intake”, reflejada por el desplazamiento 

hacia la derecha de la curva dosis respuesta lo cual evidencia el incremento en el consumo de la droga. 

 

4. Sensibilización inducida por drogas 

La exposición repetida a un estímulo determinado induce un incremento en la respuesta frente 

a dicho estímulo, esto se conoce con el término de sensibilización (Kalivas and Stewart 1991). 

De este modo la exposición repetida a drogas de abuso produce un aumento en la activación 

de la respuesta motora o “sensibilización psicomotora” (Robinson and Berridge 1993; 
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Vanderschuren et al. 2001) La sensibilización motora se caracteriza por su persistencia; tanto 

en animales (Castner and Goldman-Rakic 1999; Paulson, Camp, Robinson 1991) como en 

humanos (Strakowski et al. 1996), se ha demostrado que la sensibilización puede perdurar 

meses e incluso hasta un año después del cese del tratamiento con la droga. La sensibilización 

motora es inducida por muchas drogas de abuso como anfetamina, cocaína, morfina, alcohol, 

nicotina y Δ9-tetrahidrocannabinol (THC), especialmente si son administradas de forma 

intermitente (Cadoni et al. 2001; Cunningham and Noble 1992; Joyce and Iversen 1979; Post et 

al. 1992; Robinson and Becker 1986). Además, se ha descrito un fenómeno de cross-

sensibilización entre drogas, lo que sugiere un mecanismo común que subyace al desarrollo de 

la sensibilización psicomotora. Un ejemplo de esta cross-sensibilización es que animales 

tratados repetidamente con etanol son capaces de sensibilizar a cocaína y viceversa (Itzhak 

and Martin 1999). 

El desarrollo de la sensibilización motora comprende dos fases: iniciación y expresión. La fase 

de iniciación engloba los sucesos neurales iniciales que inducen la sensibilización psicomotora, 

mientras que la de expresión incluye las consecuencias a largo plazo derivadas de estos 

eventos iniciales (Kalivas and Stewart 1991). Un factor que puede influir en ambas fases de la 

sensibilización es el ambiente; animales tratados de forma repetida con cocaína, anfetamina y 

morfina durante la fase de iniciación muestran una sensibilización más robusta si la  

re-exposición con la droga durante la fase de expresión se realiza en el mismo ambiente 

utilizado en la fase de iniciación (sensibilización dependiente de contexto) (Anagnostaras and 

Robinson 1996; Vezina et al. 1989; Vezina and Leyton 2009). 

Existen diferentes factores que pueden influir en la magnitud con la que se desarrolla la 

sensiblización motora como el tipo de tratamiento, el intervalo entre ellos y la dosis empleada. 

Además, existen diferencias individuales que influyen en la susceptibilidad a sensibilizar y que 

vienen determinadas por varios factores, entre otros las hormonas sexuales, las hormonas de 

estrés (existe cross-sensibilización entre estrés y drogas) (Piazza et al. 1991; Shaham, Erb, 

Stewart 2000), las experiencias traumáticas previas, las enfermedades psiquiátricas y por 

supuesto las posibles variaciones genéticas interindividuales. 

En cuanto al circuito neuronal implicado en la sensibilización, está extensamente aceptado que 

las drogas de abuso usurpan los circuitos neuronales implicados en los efectos reforzantes 
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tanto de las drogas como de los recompensantes naturales, los cuales se solapan con los 

sustratos neuronales que median los efectos psicomotores de las drogas (Wise and Bozarth 

1987). 

La fase de iniciación de la sensibilización motora está generalmente asociada con el área 

tegmental ventral (ATV), mientras que la de expresión está relacionada con el núcleo 

accumbens (NAc) (Kalivas and Stewart 1991). Además, estudios en los cuales se han inducido 

lesiones en la corteza prefrontal medial (CPFm) han implicado también a esta región en el 

desarrollo de la sensibilización (Wolf et al. 1995) (Figura 5). 

A parte de las áreas que constituyen el sistema mesocorticolímbico dopaminérgico (ATV, NAc 

y CPFm), diferentes regiones cerebrales como el pálido ventral, el hipocampo, la amígdala, el 

tegmento laterodorsal (LDT) y el núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN), actuando a 

través del sistema mesocorticolímbico dopaminérgico, influyen en el desarrollo de la 

sensibilización (Cador et al. 1999; Degoulet et al. 2008; Mickiewicz, Dallimore, Napier 2009; 

Wolf et al. 1995). 

El circuito neural implicado en la sensibilización incluye proyecciones dopaminérgicas desde el 

ATV que modulan el NAc, bien directamente o a través del PVN y la amígdala basolateral 

(BLA) (Kita and Kitai 1990; Oades and Halliday 1987; Shinonaga, Takada, Mizuno 1994; 

Takada et al. 1990). Además, el NAc recibe proyecciones glutamatérgicas directas desde la 

CPFm e indirectas vía LDT y ATV (Omelchenko and Sesack 2005; Omelchenko and Sesack 

2007; Pierce and Kalivas 1997). También existen proyecciones de neuronas GABAérgicas 

desde el ATV hacia el NAc y la CPFm, mientras que los terminales dopaminérgicos localizados 

en el NAc además liberan glutamato (Tecuapetla et al. 2010; Van Bockstaele and Pickel 1995). 

Finalmente, el hipocampo (Hip) puede actuar en este circuito actuando mediante proyecciones 

glutamatérgicas directas sobre ATV (Lodge and Grace 2008) (Figura 4). 
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Figura 5. Circuito neuronal implicado en el proceso de sensibilización (Steketee and Kalivas 2011). Área 

tegmental ventral (ATV); núcleo accumbens (NAc); corteza prefrontal medial (mCPF); tegmento laterodorsal (LDT); 

núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN); amígdala basolateral (BLA); hipocampo (Hip). 

 

5. Sensibilización motora como factor de vulnerabilidad a la adicción 

Existen evidencias que asocian tanto los efectos reforzantes como los efectos psicomotores de 

las drogas de abuso con los mecanismos cerebrales que subyacen a la dependencia (Wise 

and Bozarth 1987), de forma que la activación psicomotora se considera como un reflejo de la 

sensibilización de los circuitos cerebrales implicados en el proceso adictivo. De esta manera la 

sensibilización, como expresión de la regulación al alza de algunos parámetros neuronales, ha 

sido propuesta como condición necesaria para el desarrollo y el establecimiento de la conducta 

adictiva (Robinson and Berridge 2000; Robinson and Kolb 2004). La senbilización, por 

exposición repetida a una droga, altera la expresión de genes y con ello la función neuronal lo 

que se traduce en cambios funcionales de algunos circuitos cerebrales y en alteraciones de la 

conducta. La sensibilización psicomotora es una de las alteraciones más evidentes y además, 

es común a todas las drogas adictivas (Robinson and Berridge 1993; Robinson and Berridge 

2000). 

Los cambios responsables de la sensibilización se inician en la vía mesocorticolímbica 

dopaminérgica y afectan a la estructura y función de los ganglios basales y de la corteza 

prefrontal (Robinson and Kolb 2004; Uhl 2004a). Concretamente, la inducción de la 
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sensibilización motora a los psicoestimulantes ha sido asociada con un aumento de la 

densidad de las espinas dendríticas y con el desarrollo de múltiples cabezas en las dendritas 

apicales de las neuronas del core del NAc y de las zonas más mediales y ventrales de la 

corteza prefrontal (Robinson and Kolb 1997; Robinson and Kolb 1999a; Robinson and Kolb 

1999b; Robinson and Kolb 2004). Estos cambios que se producen a nivel del NAc se han 

relacionado con el aumento del potencial incentivo de las señales condicionadas, lo cual 

aumentaría la probabilidad de un consumo abusivo y de las posteriores recaídas tras largos 

periodos de abstinencia (Robinson and Berridge 2003). Además, numerosos estudios 

relacionan la pérdida de control de la conducta adictiva y su resistencia a la extinción con una 

hipofunción frontal (Goldstein and Volkow 2002; Jentsch and Taylor 1999). De hecho, se sabe 

que la sensibilización inducida por psicoestimulantes tiene consecuencias notables en la 

función de la corteza prefrontal, ya que incrementa el tono basal y la respuesta de las neuronas 

dopaminérgicas del NAc (Hedou et al. 2001; Vezina 2004) y del ATV (Borgland, Malenka, 

Bonci 2004), al mismo tiempo que produce cambios opuestos en las vías dopaminérgicas de la 

corteza prefrontal medial, disminuyendo la función dopaminérgica prefrontal (Hedou et al. 

2001). De acuerdo con estos resultados se ha observado que la lesión de la corteza prefrontal 

o la reducción de los niveles dopaminérgicos en esta zona promueve la sensibilización (Beyer 

and Steketee 1999; Bjijou et al. 2002). Esta pérdida de control dopaminérgico frontal implica 

una reducción en la excitabilidad de las aferentes glutamatérgicas a los ganglios basales y por 

tanto, una alteración de las interacciones dopamina-glutamato en los circuitos frontoestriatales 

(Beyer and Steketee 1999; Bjijou et al. 2002; Hedou et al. 2001), lo que contribuye a la pérdida 

de control inhibitorio de la conducta. 

Las alteraciones estructurales y funcionales previamente comentadas se deben a la inducción 

de dos familias de genes de expresión temprana (IEGs), CREB y ΔFosB (forma truncada de 

FosB). La activación de la vía intracelular dependiente de AMPc y proteina kinasa A provoca la 

inducción del factor de transcripción temprano CREB en el NAc y la corteza prefrontal.  Dicha 

inducción se ha relacionado principalmente con un mecanismo neuronal de regulación 

homeostática que provoca el desarrollo de tolerancia, la cual es transitoria y correlaciona 

negativamente con la sensibilidad a los efectos reforzantes de las drogas (Nestler 2004; Uhl 

2004b). Por otra parte, la expresión temprana del factor de trascripción ΔFosB inducida por la 
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administración aguda de droga es baja. Sin embargo, la administración crónica de droga 

produce su acumulación y sus niveles permanecen elevados durante muchas semanas 

después de la abstinencia en el NAc, estriado dorsal y corteza prefrontal medial (McClung and 

Nestler 2003; Nestler 2004). Se sabe que los animales que sobreexpresan ΔFosB son más 

sensibles a los efectos estimulantes y recompensantes de la cocaína (McClung and Nestler 

2003); son capaces de trabajar más y durante más tiempo para obtener esta droga (Nestler 

2001a; Nestler 2001b); y presentan una mayor sensibilidad a la morfina (Nestler 2001a; Nestler 

2001b). Se sabe que la sobreexpresión de ΔFosB es un factor necesario para que se 

sensibilice la respuesta a los psicoestimulantes (Nestler 2001a; Nestler 2001b) y que su 

inducción por drogas es especialmente elevada en animales adolescentes (Pulvirenti and 

Diana 2001) cuyo cortex prefrontal no está aún totalmente mielinizado, siendo más sensibles a 

los efectos de las drogas. A su vez, existen genes de inducción tardía que ven alterada su 

trascripción como resultado de la inducción de ΔFosB (Nestler 2004) y que son fundamentales 

en los procesos de plasticidad sináptica (CaM-kinasa II, gluR2, BDNF) (Robinson and Kolb 

2004) y, en los cambios estructurales en las neuronas del núcleo accumbens y corteza 

prefrontal (Cdk5, MAP2) (McClung and Nestler 2003). 

Además, existen otros genes de expresión temprana como Δc-Jun y Nurr1 (gen 

sobreexpresado tras tratamiento crónico con psicoestimulantes y durante la diferenciación 

embrionaria de las neuronas mesencefálicas dopaminérgicas) que han sido descritos como 

responsables de la sensibilización a las drogas (Nestler 2004). 

 

6. Modelos animales de adicción a drogas de abuso 

Los avances alcanzados en el campo de la adicción se han llevado a cabo gracias al desarrollo 

de modelos animales de adicción a drogas los cuales nos han permitido estudiar los efectos 

recompensantes de las mismas, las bases neurobiológicas de la adicción y algunos de los 

componentes que conforman el proceso adictivo. 

6.1. Condicionamiento espacial 

El condicionamiento espacial está basado en el condicionamiento clásico o pavloviano en el 

cual se produce un aprendizaje asociativo entre un determinado contexto y los efectos 
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reforzantes de una droga (Katz and Gormezano 1979). Este paradigma es comúnmente 

utilizado para evaluar los efectos recompensantes de las drogas de abuso, ya que es un 

modelo comportamental sencillo, rápido y económico. 

El aparato generalmente utilizado consta de dos compartimentos o recintos visual y táctilmente 

distintos que pueden ser diferenciados por el animal. Este paradigma consta de tres fases: 

precondicionamiento, condicionamiento y test (Figura 6). En la fase de precondicionamiento el 

animal explora libremente ambos compartimentos. Durante el condicionamiento uno de los 

compartimentos se asocia a la droga y el otro al salino. Finalmente, el día del test el animal 

mostrará preferencia por aquel contexto en el que ha experimentado un refuerzo positivo  

(preferencia de plaza condicionada), siendo el tiempo de permanencia en este contexto un 

índice indirecto de los efectos reforzantes de la droga. 

No obstante, este modelo presenta una clara limitación en el estudio del consumo de drogas, 

ya que el animal no se autoadministra la droga de forma voluntaria sino que la recibe 

pasivamente por el experimentador. 
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Figura 6. Esquema del ensayo de preferencia de plaza condicionada (CPP). Imágenes modificadas de (Lynn 

Talton 2006) 
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6.2. Condicionamiento operante o instrumental 

El condicionamiento operante o instrumental nace de la teoría psicológica del aprendizaje 

desarrollada por Skinner. En sus experimentos utilizó las denominadas cajas de Skinner, en las 

cuales ratas y palomas aprendían a apretar una palanca para obtener comida. Este paradigma 

se basa en el aprendizaje asociativo entre la respuesta que se le pide al animal y el refuerzo 

que recibe como consecuencia de la misma. De forma que, cuando una situación reforzante es 

contingente con una respuesta aumenta la probabilidad de que se repita dicha conducta 

(Figura 7). 

 

 

Figura 7. Esquema del protocolo experimental de condicionamiento operante. En los experimentos de 

condicionamiento operante, se asocia un estímulo no condicionado (ENC, comida) con una determinada respuesta 

motora (R, apretar una palanca). En ocasiones, para indicar la disponibilidad del refuerzo se introduce un estímulo 

discriminativo (ED, luz). De forma que cuando el animal aprieta la palanca, se enciende la luz y se dispensa el 

refuerzo de forma contingente (R-ENC). Si el animal ha adquirido el comportamiento operante de apretar la palanca 

para obtener comida (R-ENC) mostrará una respuesta condicionada (RC, apretar una palanca); es decir, cuando se 

encienda la luz el animal apretará la palanca, incluso en ausencia de comida (ENC).
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Los estudios de autoadministración se realizan en cajas de Skinner donde los animales, 

canulados en la yugular, aprenden a apretar una palanca (respuesta) para recibir una inyección 

intravenosa de la droga (refuerzo) (Figura 8). Entre las variables a tener en cuenta en el diseño 

de un protocolo de autoadministración se encuentran: la razón, el intervalo y el tiempo muerto 

o “time-out”. La razón es el número de respuestas que se le pide al animal para obtener el 

refuerzo y ésta puede ser: fija, progresiva, exponencial, aleatoria, etc.  En los protocolos de 

razón fija (“fixed ratio” o FR), el número de respuestas que se le pide al animal para obtener el 

refuerzo es fijo. Por ejemplo, en un protocolo de razón fija 3 o FR3 el animal tiene que apretar 

la palanca 3 veces para recibir una inyección de droga. Por último, el “time-out” hace referencia 

al período de tiempo posterior a una infusión durante el cual el animal no tiene acceso a la 

droga. 

Este modelo animal de autoadministración intravenosa se basa en el hecho de que tanto 

primates como roedores se autoadministran la mayoría de las drogas de abuso utilizadas por 

los humanos (Collins et al. 1984), lo cual nos permite predecir el potencial de abuso de las 

drogas y estudiar tanto la conducta de autoadministración como diferentes procesos implicados 

en la conducta adictiva como: la adquisición, el mantenimiento, la extinción y las recaídas. 

 

Figura 8. Modelo de condicionamiento operante de autoadministración intravenosa (Cami and Farre 2003). 
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Adquisición 

Con la finalidad de estimar la actividad inespecífica del animal en los protocolos de 

autoadministración ha surgido una variación de la original “caja de Skinner” donde hay dos 

palancas, la respuesta en la palanca activa conduce a la infusión intravenosa de la droga, 

mientras que la respuesta en la palanca inactiva no presenta consecuencias. De forma que 

durante la fase de adquisición los animales experimentan por primera vez las propiedades 

reforzantes la droga y aprenden a discriminar entre la palanca activa e inactiva. Generalmente, 

para considerar que un animal ha adquirido la conducta de autoadministración debe cumplir 

unos criterios de adquisición basados en la estabilidad en la respuesta, la capacidad de 

discriminación entre palancas y un número mínimo de refuerzos por sesión. 

La conducta de autoadministración, y particularmente la adquisición, puede estar influenciada 

por diferentes factores como las diferencias interindividuales donde se incluyen los factores 

genéticos (Piazza et al. 1989), la respuesta locomotora ante un ambiente novedoso (Piazza et 

al. 1990) y el estrés (Goeders 2002). 

Mantenimiento 

Tras la adquisición, el animal ya conoce los efectos del refuerzo y la conducta que debe 

realizar para obtenerlo. Con la finalidad de eliminar el comportamiento inespecífico y consolidar 

la conducta, se va aumentando progresivamente el esfuerzo que debe realizar el animal para 

obtener el refuerzo incrementando el valor de la razón fija. El estudio del mantenimiento de la 

conducta de autoadministración de una droga nos permite evaluar la conducta adictiva del 

animal. 

Motivación por la droga 

Para obtener información directa acerca de la motivación del animal por la droga se utilizan 

protocolos de razón progresiva. Estos protocolos consisten en aumentar progresivamente, en 

una misma sesión, el número de respuestas requeridas para obtener un refuerzo. El número 

máximo de respuestas que es capaz de realizar un animal para obtener una infusión de droga 

se denomina “Breaking Point” (BP o punto de corte) y refleja el trabajo que es capaz de realizar 

el animal para obtener un refuerzo, permitiéndonos cuantificar así el valor reforzante de la 

droga. 
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Extinción 

La fase de extinción se realiza en las mismas condiciones que la adquisición y el 

mantenimiento de la conducta de autoadministración pero en esta fase los animales no reciben 

droga sino vehículo. Como consecuencia de esto, se produce un cese progresivo de la 

conducta previamente asociada al consumo de droga. La resistencia a la extinción se puede 

utilizar como medida de las propiedades motivacionales de la droga aunque generalmente, la 

extinción se realiza como paso previo a la recaída. 

Recaída 

La recaída o reinstauración en el consumo de droga tras el proceso de extinción es una prueba 

de que la adicción es un fenómeno crónico. Diferentes estudios, tanto en humanos como en 

animales, han demostrado que la recaída puede ser inducida por tres fenómenos: inyecciones 

no contingentes de droga (“priming”) (Markou, Arroyo, Everitt 1999); estrés (Mantsch and 

Goeders 1999; Stewart 2000); y finalmente, la presentación de estímulos previamente 

asociados con la droga (Arroyo et al. 1998; Weiss et al. 2000). Los estímulos ambientales 

condicionados a refuerzos primarios (comida, droga) adquieren propiedades reforzantes 

(Arroyo et al. 1998; Deroche-Gamonet, Belin, Piazza 2004; Weiss et al. 2000), de forma que su 

presentación es capaz de aumentar el deseo por la droga e inducir la recaída. Los estímulos 

ambientales también son utilizados como indicadores de la disponibilidad de la droga, de forma 

que la aparición del estímulo proporciona una alta motivación en el inicio del comportamiento 

requerido para su obtención. 

Ahora bien, estos protocolos no reflejan el proceso completo de adicción desarrollado en 

humanos, ya que no discriminan entre la pura conducta de autoadministración y la conducta 

adictiva caracterizada por la pérdida de control sobre el consumo, el aumento desmesurado del 

deseo de consumir la droga o “craving” y la búsqueda compulsiva de la droga. 
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6.3. Modelos animales de adicción basados en criterios diagnósticos 

Un gran avance en el campo de la adicción ha sido el desarrollo de protocolos específicos para 

disociar el estado de autoadministración y el de adicción. Trabajos pioneros como el de 

Wolffgramm (Wolffgramm and Heyne 1995), así como los desarrollados posteriormente por 

Robinson (Robinson and Kolb 2004), Deroche (Deroche-Gamonet, Belin, Piazza 2004) y 

Vanderschuren (Vanderschuren and Everitt 2004) demuestran que la búsqueda de droga aún 

cuando el animal sabe que no está disponible, la inusual alta motivación por la sustancia 

(“craving”), su uso continuado a pesar de las consecuencias adversas y, la mayor propensión a 

la recaídas pueden modelarse en el laboratorio con éxito. 

En estos modelos se establecen 3 criterios o síntomas de dependencia, y se evalúa sí los 

animales cuando se autoadministran cocaína durante un periodo prolongado de tiempo 

desarrollan alguno de estos criterios (Figura 9): 

 El primer criterio diagnóstico es ver sí el animal continúa con la conducta de búsqueda 

de droga incluso cuando sabe que la droga no está disponible. 

 El segundo criterio es estudiar sí el animal continúa administrándose droga incluso 

cuando esto tiene consecuencias adversas para él. Esta conducta se evalúa 

imponiendo condiciones ambientales aversivas que extinguen el consumo en un 

animal normal, pero que no influyen en el consumo de un animal “adicto”. 

 El último criterio seleccionado es la alta motivación o deseo hacia la droga. El deseo 

patológico o “craving” lleva a animales y humanos a realizar un sobreesfuerzo para 

obtener la droga. Este aumento desmesurado del deseo de consumir la droga se 

evalúa imponiendo requerimientos de respuesta cada vez más elevados, denominado 

razón progresiva, hasta alcanzar el llamado punto de corte o “breaking point”, en el 

que el coste de la respuesta supera el nivel de motivación del sujeto y la conducta se 

detiene o cambia hacia otro estímulo. 

Transcurrido un largo período de autoadministración de droga, se observa que aunque todos 

los animales se autoadministran ávidamente cocaína, el 41% no cumple ninguno de los tres 

criterios establecidos, el 28% cumple únicamente un criterio, el 14% dos y, al igual que ocurre 

en la población humana, sólo un porcentaje del 17% alcanza los 3 criterios de adicción; pero 
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además, este mismo porcentaje de animales es el que manifiesta una especial propensión a 

las recaídas, altos niveles de ansiedad, impulsividad y una mayor respuesta a la novedad, 

todos ellos rasgos conductuales que caracterizan a los individuos dependientes. 

Estos modelos animales permiten aproximarnos al proceso completo de adicción que tiene 

lugar en los humanos. 

 

(Robinson 2004) 

Figura 9. Modelo animal de adicción basado en tres criterios diagnósticos. 1) Búsqueda compulsiva de 
droga. La luz verde indica al animal que la droga esta disponible y la roja que no esta disponible. Ratas adictas y no 

adictas aprenden a autoadministrarse cocaína al mismo ritmo, pero al prolongar el periodo de las sesiones las ratas 

adictas se autoadmistran mas infusiones de droga que las no adictas. Cuando la luz roja esta encendida, las ratas 

no adictas dejan de asomar el morro al agujero (A y C) mientras que las adictas continúan con la conducta de 

búsqueda a pesar que saben que no recibirán cocaína (B y D). 2) Persistencia en el consumo a pesar de las 
consecuencias adversas. La luz verde señala que la droga esta disponible, y una luz azul simultánea indica al 

animal que tras la infusión recibirá un shock eléctrico en las patas. Las ratas no adictas disminuyen el número de 

respuestas mientras que las adictas siguen respondiendo (E y F). 3) Alta motivación por la droga. Bajo un 

protocolo de razón progresiva, los animales adictos tienen un punto de corte más elevado, es decir trabajan mucho 

más para obtener la droga que las ratas no adictas, las cuales llega un momento que no responden porque el 

esfuerzo no les compensa (G y H). 
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Hipótesis de trabajo 

El Informe Mundial sobre drogas de las Naciones Unidas para el año 2010 reveló que el 5% de 

la población mundial adulta ha consumido alguna droga ilícita al menos una vez en los últimos 

12 meses. Sin embargo, incluso cuando nos referimos a drogas potencialmente adictivas como 

la cocaína, sólo entre el 16 y el 20% de los consumidores hacen la transición del uso recreativo 

de las drogas a un patrón de consumo adictivo (NIDA Notes 2002; Wagner and Anthony 2002). 

Por esta razón en el campo de la adicción algunas de las preguntas que intentamos responder 

son: ¿por qué sólo algunos individuos hacen la transición del uso recreativo de la droga, a un 

patrón de búsqueda y consumo compulsivo de ella?, y ¿cuales son los factores de 

vulnerabilidad o susceptibilidad para dicha transición? 

Como hemos visto existen numerosos factores que influyen en el desarrollo de la adicción, 

entre ellos los cambios neurobiológicos a largo plazo que induce el consumo de la droga. 

Nosotros proponemos la evaluación de la sensibilización motora, marcador de la 

sensibilización neural sobre la que se asienta el desarrollo de la conducta adictiva, como 

posible factor de vulnerabilidad a la adicción. Un hecho tremendamente importante en la 

sensibilización para la adicción es la existencia de diferencias individuales en la 

susceptibilidad a sensibilizar. Sabemos que, algunos individuos sensibilizan rápidamente y 

otros son más resistentes. Nuestra hipótesis es que los primeros serían los individuos 

candidatos a realizar el cambio de consumidores a adictos. 

Para alcanzar el objetivo de nuestro trabajo realizaremos estudios de sensibilización motora 

con drogas de abuso y se correlacionarán las diferencias individuales con la mayor o menor 

susceptibilidad a desarrollar una conducta adictiva y con la expresión de genes implicados 

en adicción, aprendizaje y memoria. 
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Objetivos 

El objetivo de este trabajo es la evaluación de la sensibilización motora como posible factor de 

vulnerabilidad a la adicción y el estudio de la presencia o ausencia de modulación SPérgica, 

utilizando para ello animales knockout para el receptor NK1. Para el desarrollo de este estudio 

nos planteamos los siguientes objetivos: 

1. Estudiar la adquisición y expresión de la sensibilización motora inducida por cocaína y 

morfina, y caracterizar la implicación de la Sustancia P en este proceso. 

2. Establecer subpoblaciones de acuerdo al grado de sensibilización locomotora inducida por 

cocaína y morfina: animales sensibilizadores y no sensibilizadores. 

2.1.  Analizar diferencias en la expresión de la sensibilización entre animales 

sensibilizadores y no sensibilizadores de cada genotipo. 

2.2. Determinar el porcentaje de animales NK1+/+ y NK1-/- sensibilizadores y no 

sensibilizadores, y analizar la prevalencia de cada una de estas subpoblaciones. 

3. Caracterizar la implicación de la SP en el desarrollo y establecimiento de un 

comportamiento operante de autoadministración de comida: 

3.1. Caracterizar la adquisición del comportamiento de autoadministración de comida en 

animales NK1+/+ y NK1-/-. 

3.2. Estudiar si existen diferencias en la motivación por un recompensante natural entre 

genotipos. 

3.3. Correlacionar los niveles de sensibilización locomotora con la motivación por la 

comida en animales NK1+/+ y NK1-/-. 

4. Caracterizar la implicación de la SP en el desarrollo y establecimiento de un 

comportamiento operante de autoadministración de morfina: 

4.1. Caracterizar la adquisición del comportamiento de autoadministración de morfina en 

animales NK1+/+ y NK1-/-. 

4.2. Estudiar si existen diferencias en la motivación por la morfina entre genotipos. 
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5. Analizar si la propensión a la sensibilización es un factor de vulnerabilidad para el 

desarrollo de los criterios que caracterizan la conducta adictiva: 

5.1. Investigar sí los animales sensibilizadores presentan una mayor motivación por la 

morfina, y determinar si existe modulación por SP en este proceso. 

5.2. Estudiar si existe correlación entre las diferencias interindividuales en la 

sensibilización motora inducida por morfina y el nivel de persistencia en la búsqueda 

de droga. 

6. Estudiar las bases moleculares de los cambios observados en los ensayos de 

sensibilización a morfina: 

6.1. Análisis de la expresión de genes de expresión temprana ΔFosB y Nurr1 en el 

núcleo accumbens, estriado dorsal y corteza prefrontal, en los animales expuestos a 

sensibilización. 

6.2. Estudio de genes de expresión tardía inducidos por ΔFosB que estén implicados en 

plasticidad sináptica (CaM-kinasa II, gluR2, BDNF) en las neuronas del núcleo 

accumbens, estriado dorsal y corteza prefrontal. 

6.3. Establecer correlaciones interindividuales entre la vulnerabilidad a la sensibilización 

a morfina y los cambios en la expresión génica inducidos por la droga. 
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1. Animales de experimentación 

En todos los experimentos se utilizaron ratones machos adultos NK1-/- y silvestres (NK1+/+). 

Los ratones originales fueron obtenidos por recombinación homóloga de blastocistos C57BL/6J 

inyectados con células madre 129/sv que presentaban una disrupción dirigida del gen que 

codifica el receptor NK1 (De Felipe et al. 1998). Los ratones utilizados en este trabajo fueron 

obtenidos mediante el cruce de la línea original C57BL/6J x 129/sv con ratones de la cepa no 

congénita MF1. 

Los procedimientos experimentales fueron realizados por la mañana. Los animales fueron 

estabulados en grupos de 4-5. Las condiciones de estabulación fueron: temperatura (22±1 ºC), 

humedad (55%), iluminación (ciclo luz-oscuridad de 12) y agua y comida ad libitum. Para una 

mejor comprensión, las variaciones en cualquiera de estas condiciones serán comentadas 

detalladamente en el apartado correspondiente a cada experimento. Los protocolos 

experimentales fueron aprobados por el Comité Ético de la Universidad Miguel Hernández de 

Elche y fueron realizados de acuerdo con la Directiva del Consejo de las Comunidades 

Europeas (86/609/EEC). 

 

2. Sensibilización motora 

El protocolo y las dosis utilizados para evaluar el proceso de sensibilización locomotora 

inducida por morfina y cocaína fueron los mismos que los empleados en el trabajo de (Ripley et 

al. 2002), donde fueron capaces de inducir y mantener sensibilización a estas drogas. 

La actividad locomotora horizontal se evaluó en un campo abierto rectangular (5 cm x 10 cm x 

10 cm de alto) y bajo condiciones de baja iluminación (40 lux). Los ratones fueron colocados 

individualmente en el centro del campo y la actividad locomotora fue registrada 

automáticamente mediante un sistema de videotracking (SMART; Spontaneous Motor Activity 

Recording & Tracking. Panlab). 

La morfina y la cocaína fueron proporcionadas por el Ministerio de Sanidad y Consumo 

español. Ambas drogas fueron disueltas en solución salina al 0.9% e inyectadas en un 

volumen de 10 ml/kg. Los animales del grupo control siguieron el mismo protocolo 
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experimental excepto que fueron inyectados con salino. La actividad locomotora se registró 10 

min. después de la inyección matinal con morfina (15 mg/kg i.p.), cocaína (10 mg/kg i.p.) o 

salino, durante un período de 15 min., y fue expresada como distancia recorrida (cm) durante 

la sesión completa. 

Con la finalidad de obtener una actividad locomotora basal, los animales fueron habituados al 

campo abierto durante los 3 primeros días. El día 4 comenzó el tratamiento crónico con droga 

o salino (2 inyecciones/día cada 8h) durante 15 días consecutivos, cuantificándose la actividad 

locomotora cada 3 días (días 7, 10, 13, 16 y 19). Además, los efectos locomotores agudos 

inducidos por morfina, cocaína y salino fueron evaluados tras la primera inyección del día 4. 

Tras cinco días de periodo libre de droga (días 20-25), los animales recibieron una única 

inyección de droga, evaluándose de nuevo la actividad locomotora (día 26) (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Representación esquemática del protocolo utilizado en la evaluación de la sensibilización 
locomotora inducida por morfina y cocaína en animales NK1. 
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3. Autoadministración de morfina 

Condiciones de experimentación 

Durante esta fase del experimento el ciclo luz-oscuridad (12 h-12 h) se mantuvo 

invertido para que los animales trabajaran durante la fase de oscuridad, en la 

cual su actividad es mayor. 

Equipo 

Los experimentos de autoadministración se llevaron a cabo en 8 cajas de 

Skinner (Panlab, S.L.U. Spain) para ratón, ventiladas e insonorizadas y 

controladas por una interfase y un programa informático (PackWin v.1.2.13). 

Cada caja dispone de dos palancas. La respuesta en la palanca activa producía 

la infusión de droga, mientras que la respuesta en la palanca inactiva no tenía 

consecuencias aunque nos permitió estimar la cantidad de actividad 

inespecífica del animal a lo largo de la sesión. La posición de las palancas se 

contrabalanceó entre los animales, pero permaneció constante para cada 

animal durante todo el experimento. 

Protocolo 

Aprendizaje operante con comida 

Durante los 3 días previos al inicio del aprendizaje operante se restringió el 

acceso de los ratones a la comida; se les proporcionó 3.5 g de comida/día, con 

el fin de alcanzar el 95% de su peso inicial. Este régimen de privación fue 

mantenido a largo de todo el protocolo de aprendizaje operante con comida. Al 

cuarto día del inicio de la restricción de alimento, los ratones comenzaron las 

sesiones de entrenamiento donde aprenden a apretar una palanca para obtener 

pellets de comida (Noyes Precision Pellets, Research Diets Inc., USA). Las 

sesiones de entrenamiento (1 h/día) se llevaron a cabo 6 días a la semana y 

durante estas sesiones la luz roja de la caja de Skinner permaneció encendida. 

Cada sesión comenzaba con la eyección de la palanca activa y finalizaba con 

su retracción. Los ratones empezaron el entrenamiento con un programa de 
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refuerzo de razón fija 1 (FR1). Un estímulo condicionado luminoso (EC; luz 

blanca), localizado encima de la palanca activa, era asociado contingentemente 

con la obtención del refuerzo. Después de cada refuerzo se estableció un 

periodo de “time-out” de 10 s durante el cual la respuesta en la palanca activa 

no proporcionaba recompensa. Todas las respuestas en la palanca activa e 

inactiva fueron registradas durante el time-out. La sesión finalizaba después de 

1 h o de la obtención de 100 refuerzos. Se establecieron los siguientes criterios 

de adquisición: a) 80% de estabilidad en la respuesta b) 75% de respuestas en 

la palanca activa y c) un mínimo de 10 refuerzos por sesión. Una vez que los 

criterios de adquisición fueron alcanzados se pasó a un programa de refuerzo 

de razón fija 3 (FR3) y posteriormente, al de razón progresiva (PR) en el cual 

los requerimientos en la respuesta para obtener un refuerzo escalaban según la 

siguiente serie: 1-2-3-5-12-18-27-40-60-90-135-200-300-450-675-1000. La 

sesión de PR fue realizada solamente una vez, y finalizaba tras 2 h o 

transcurrida 1 h sin haber recibido un refuerzo. El “breaking point” (BP) o punto 

de corte alcanzado para extinguir la conducta de autoadministración fue 

determinado para cada animal. Después de cada sesión los ratones eran 

estabulados en sus cajas. 

Cirugía de implantación del catéter intravenoso 

Durante, al menos, 48 h antes de la cirugía los animales tuvieron acceso a la 

comida ad libitum. Los ratones fueron anestesiados intraperitonealmente con 

ketamina/xilacina a una dosis de 100/10 mg/kg. La implantación del catéter 

intravenoso (i.v.) se llevó a cabo siguiendo el protocolo previamente descrito 

por Caine et al. (Caine, Negus, Mello 1999) aunque con ligeras modificaciones. 

El catéter consistía en tubo de plástico silastic de 6 cm de longitud (0.3 mm 

diámetro interno, 0.6 mm diámetro externo) (Silastic®, Dow Corning, Houdeng-

Goegnies, Belgium) ajustado a una cánula de acero de calibre 22 (Semat, 

Herts, Inglaterra) previamente doblada en ángulo recto y fijada a un soporte de 

cemento dental (Dentalon Heraeus Kulzer, Alemania) con una malla de nylon 

en su base (ver figura 10). Durante la cirugía, se introdujo 1.3 cm del catéter en 
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la vena yugular derecha a la cual se fijó con hilo de sutura. La parte restante del 

catéter se dispuso subcutáneamente hasta la cánula, saliendo al exterior por la 

región escapular media. Todas las incisiones fueron suturadas y recubiertas 

con una pomada antibiótica (Positon, Iquinosa Farma, España). 

 

 

Figura 10. Imagen de un catéter intravenoso. El catéter consta de un tubo de plástico flexible, 

cuya parte final es la que se introduce en la yugular del animal, ajustado a una cánula de acero 

en ángulo recto y fijada a un soporte de cemento dental que le aporta estabilidad. El extremo de 

la canula que queda fuera del animal se acopla a un sistema de perfusión a través del cual se 

infunde la droga. 

 

Con el fin de mantener la permeabilidad del catéter, se lavaba diariamente con 

heparina en solución salina a 30 UI/ml (H3393, Sigma). Al finalizar el protocolo 

de autoadministración se comprobó la viabilidad de los catéteres mediante la 

infusión de 0.1 ml del colorante vital azul de Evans (E-2129, Sigma) al 1% en 

PBS 0.1M pH 7.4. Si el catéter continuaba viable el ratón adquiría coloración 

azul en los 10 s posteriores a la infusión, de no ser así el ratón era excluido de 

los análisis estadísticos. 
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Autoadministración de droga 

Las sesiones de autoadministración de droga comenzaron tres días después de 

la cirugía. La morfina era inyectada a través de una jeringuilla, acoplada a una 

bomba de microinfusión (PHM-100A, Med-Associates, Georgia, VT, USA), que 

se conectaba a través de un tubo Tygon (diámetro exterior 0.96 mm, Portex 

Fine Bore Polietileno Tubing, Portex Limited, Kent, Inglaterra) a un dispositivo 

giratorio con un único canal de líquido (375/25, Laboratorios Instech, Plymouth 

Meeting, PA, USA) y de ahí, al catéter i.v. del ratón. El dispositivo giratorio 

estaba montado en un brazo contrabalanceado colocado sobre la caja de 

Skinner (ver figura 11). 

 

 

Figura 11. Caja de condicionamiento operante (Panlab. Harvard Apparatus ). 

 

Las sesiones de autoadministración de morfina se llevaron a cabo 7 días a la 

semana, con una única sesión diaria de 2 h. Estas sesiones eran divididas en 

periodos de 30 min. en los que la droga estaba disponible (D) y periodos de 10 

min. en los que no lo estaba (ND). La secuencia temporal de estos periodos a lo 
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largo de cada sesión fue: D-ND-D-ND-D. Durante los periodos D la luz de la 

caja de Skinner permanecía encendida y la presión sobre la palanca activa 

producía una infusión de morfina (0.2 mg/kg en un volumen de 12 µl y en 2 s), 

mientras que durante los periodos ND la luz de la caja de condicionamiento 

operante permanecía apagada y la presión sobre la palanca activa no tenía 

consecuencias (ver figura 12). El primer periodo D de cada sesión comenzaban 

con la eyección de la palanca activa y la infusión de un “primming” de droga. 

Los ratones comenzaban con un programa de refuerzo de FR1, en los que la 

obtención del refuerzo se asociaba contingentemente a un estímulo luminoso 

(luz blanca; EC) localizado encima de la palanca activa. Después de cada 

refuerzo se estableció un periodo de “time-out” de 10 s durante el cual la 

respuesta en la palanca activa no proporcionaba recompensa. Tanto las 

respuestas en la palanca inactiva como las respuestas durante los “time-out” y 

los periodos ND fueron registradas. Conforme los animales superaban los 

criterios de adquisición (los mismos descritos para el aprendizaje con comida) 

pasaban a un programa FR3 y, por último a un programa de PR. La sesión de 

PR fue realizada bajo las condiciones de periodo D, y siguiendo el protocolo 

descrito para el aprendizaje operante con comida. 
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Figura 12. Representación esquemática del protocolo empleado de autoadministración de 
morfina. EC (estímulo condicionado; luz blanca). 

 

4. Análisis de la expresión génica 

Obtención del tejido 

Para la evaluación del tratamiento crónico con morfina sobre la expresión génica los 

animales fueron decapitados veinticuatro horas después de la finalización del 

protocolo de sensibilización inducido por la droga, es decir un día después del día 26 

de dicho protocolo (ver figura 9). Para el análisis del tratamiento agudo con morfina 

sobre la expresión génica los animales fueron decapitados 24 horas después de la 

administración de una única dosis de morfina (15 mg/kg i.p.). En ambos casos los 

cerebros fueron extraídos, y el cuerpo estriado, núcleo accumbens y corteza prefrontal 

de cada animal disecados, pesados y congelados a -80ºC para su posterior 

procesamiento. 
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Extracción de ARN 

Para la extracción del ARN total se utilizó el RNeasy Micro Kit (KIAGEN), que permite 

obtener hasta 45 microgramos de ARN a partir de cantidades muy pequeñas de 

material biológico. Un máximo de 5 mg de tejido de cada área cerebral fueron 

homogeneizados en un volumen total de 350 µl de tampón de homogeneización. Para 

la extracción de ARN se siguieron las instrucciones detalladas en el kit, obteniéndose 

un volumen final de ARN eluido de 12 µl para todas las muestras. La concentración y 

pureza del ARN fue determinada mediante un espectrofotómetro (NanoDrop ND-1000, 

Thermo SCIENTIFIC). 

Retrotranscripción 

Para la síntesis del ADN complementario (cDNA), el total de ARN (12 µl) obtenido fue 

retrotranscrito mediante un kit de transcripción inversa de alta capacidad (High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Cat. Nº 4368813 Applied Biosystems). La 

preparación y condiciones de la retrotranscripción (RT) fueron las recomendadas por 

el fabricante. El cDNA sintetizado fue almacenado a -20ºC hasta su análisis mediante 

PCR cuantitativa a tiempo real. 

PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) 

Las RT-qPCR se realizaron por triplicado para cada muestra mediante sondas 

TaqMan tanto para cada gen diana como para el control endógeno dado por la β-

actina (ver tabla II). El sistema de sondas Taqman está basado en sondas marcadas 

mediante dos fluorocromos: un fluoróforo en su extremo 3’ y una molécula en el 5’ que 

bloquea su emisión de fluorescencia (quencher). Esta sonda hibrida en la parte central 

del producto de PCR, de forma que mediante la actividad exonucleasa 5’-3’ de la 

polimerasa se produce la liberación del quencher y por tanto, la emisión de 

fluorscencia. 
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Para llevar a cabo las reacciones se utilizó TaqMan Universal PCR Master Mix (Nº 

#Cat.4304437, Applied Biosystems). Las reacciones de PCR a tiempo real se 

realizaron mediante un sistema de detección de secuencias 7300 ABI PRISM (Applied 

Biosystems) y, bajo las siguientes condiciones: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C, 40 ciclos 

de 15 s a 95°C y 1 min a 60°C. 

Los cálculos de la expresión relativa se realizaron siguiendo el método 2-ΔΔCt (Livak 

and Schmittgen 2001) y, la expresión génica relativa fue calculada respecto a la 

expresión del mismo gen en los animales control (no tratados). 

 

Tabla II. Sondas TaqMan empleadas en la RT-qPCR 

  

GEN

  

Especie 

  

ID Ensayo 

 

Mus musculus 

 

Mm00443056_m1 

 

Mus musculus 

 

Mm00442822_m1 

 

BDNF 

 

Mus musculus 

 

Mm00432069_m1 

 

Mus musculus 

 

Mm00485230_m1 
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5. Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos se realizó mediante los programas SPSS (Statistical 

Program for Social Science) en su versión 16 para Mac y GrapHPad Prism en su versión 4.0 

para Windows. 

En el caso de comparar únicamente dos grupos experimentales, el análisis se realizó mediante 

el test de la t (t-test). En todos los casos, los grupos experimentales analizados no estaban 

relacionados por lo que se seleccionó el unpair t-test. 

En el estudio de la correlación entre dos variables se calculó el coeficiente de correlación de 

Pearson (r) y su correspondiente p valor (p). Si el valor de r es positivo y p<0,05, evidencia que 

las dos variables están correlacionadas de manera significativa. 

En el caso de analizar una única variable dependiente, se utilizó el modelo lineal generalizado 

(GzLM) sin medidas repetidas. Este método estadístico se caracteriza por ser una herramienta 

más flexible que los modelos lineales generales (GLM) debido a que se pueden elegir distintos 

tipos de distribución y diferentes estructuras de la covariancia de los datos de las medidas 

repetidas. Además no se elimina un sujeto con valores perdidos y no requiere las condiciones 

de aplicación de normalidad y homogeneidad de variancias. 

En el caso del análisis mediante medidas repetidas y debido a que en algunos casos no se 

cumplieron los criterios esenciales para realizar el estudio mediante GLM, se utilizó en todos 

los experimentos un análisis GzLM con medidas repetidas (ecuaciones estructurales 

generalizadas; GEE; (Hardin JM 2003) bajo una distribución normal. La significación de los 

efectos estadísticos encontrados mediante este procedimiento se determinó mediante la 

prueba de chi-cuadrado de Wald usando el método de estimación de la casi-verosimilitud 

restringida. 

Los factores inter e intra-sujetos serán comentados en los resultados de cada experimento 

para una mejor comprensión. En el caso de haber encontrado interacciones estadísticamente 

significativas, se realizaron las descomposiciones sucesivas apropiadas. 

El criterio de significación en todos los casos se estableció en p<0,05, y la significación 

marginal (0,1>p>0,05) se muestra sólo como información adicional. 
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1. Sensibilización locomotora inducida por cocaína en animales NK1+/+ y NK1-/- 

En este experimento analizamos la adquisición y expresión de la sensibilización locomotora 

inducida por cocaína en animales NK1+/+ y NK1-/- (Figura 1). 

Los días 1, 2 y 3 del protocolo de sensibilización, los animales fueron expuestos durante 15 

min. al campo abierto con la finalidad de ser habituados al ambiente y la actividad locomotora 

registrada durante la habituación fue similar entre grupos. El posterior tratamiento con cocaína 

(10 mg/kg i.p.) produjo un incremento en la distancia recorrida de ambos genotipos. Para 

analizar la sensibilización locomotora inducida por cocaína se utilizó el modelo lineal 

generalizado de medidas repetidas (GEE) con el tratamiento y el genotipo como factores 

intersujetos y la dinámica temporal como factor intrasujetos (con 10 niveles). El GEE reveló un 

efecto de tratamiento (Wald χ2(1)= 145,110 p<0,001) y de tiempo (Wald χ2(9)= 221,726, 

p<0,001), así como una interacción tratamiento x tiempo (Wald χ2(9)= 273,206, p<0,001). La 

descomposición de la interacción reveló que tanto la administración aguda como el tratamiento 

crónico con cocaína produjeron un incremento locomotor similar en ambos genotipos. Estos 

resultados sugieren que la adquisición de sensibilización motora inducida por cocaína es 

independiente del genotipo, observándose tanto en animales NK1-/- como NK1+/+. 

Una semana tras la finalización del tratamiento crónico con cocaína, los animales recibieron un 

“challenge” de cocaína (10 mg/kg, i.p.) o salino, con la finalidad de evaluar el mantenimiento de 

la sensibilización locomotora inducida por esta droga. Los animales de ambos genotipos 

mostraron un robusto mantenimiento de la sensibilización el día 26, incrementando incluso la 

actividad locomotora respecto al día 19. Estos datos muestran que la expresión de 

sensibilización motora inducida por cocaína es independiente del genotipo, observándose tanto 

en animales NK1-/- como silvestres. 
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Figura 1. Sensibilización locomotora inducida por cocaína (10 mg/kg, i.p.) en animales NK1+/+ y 
NK1-/-. Cada punto representa la media ± S.E.M (n=49-51/grupo tratado; n=22/grupo salinos) de la 

distancia recorrida durante la habituación (días 1-3), el tratamiento crónico (días 4-19), y tras un 

“challenge” de droga o salino (día 26). El análisis GEE mostró que la administración de cocaína 

incrementó la distancia recorrida en ambos genotipos comparado con su respectivo grupo salino (*** 

p<0,001). 

 

2. Clasificación de la población según el grado de sensibilización locomotora 
inducida por cocaína en animales NK1+/+ y NK1-/-

Los animales fueron clasificados, como sensibilizadores (S) y no sensibilizadores (NS), en 

función del grado de sensibilización locomotora expresado el día 26 del protocolo de 

sensibilización. De forma que, un ratón se consideró como sensibilizador cuando en la fase de 

expresión de la sensibilización su nivel de locomoción aumentó al menos en 1000 cm 

[(locomoción registrada el día 26 de administración de droga) - (locomoción aguda, día 4) > 

1000 cm]. Por el contrario, se consideró como no sensibilizador (NS) aquel animal que en la 

fase de expresión de la sensibilización mostró un incremento en el nivel de locomoción menor 

a 100 cm [(locomoción registrada el día 26 de administración de droga) - (locomoción aguda, 

día 4) < 100 cm]. Los animales que no cumplieron ninguno de los criterios anteriores fueron 
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eliminados del estudio. 

El análisis del incremento de la actividad locomotora inducido por cocaína (10 mg/Kg i.p.) en 

animales sensibilizadores y no sensibilizadores de ambos genotipos (Fig. 2) se realizó 

mediante el modelo lineal generalizado (GzLM). Este modelo reveló un efecto de 

sensibilización (Wald χ2(1)= 100,070; p<0,001) mientras que no mostró efecto ni de genotipo 

ni interacción genotipo x sensibilización. Estos resultados muestran que los animales 

sensibilizadores independientemente del genotipo mostraron un incremento en la actividad 

locomotora entre la primera y la última inyección de cocaína, mientras que los no 

sensibilizadores manifestaron una reducción. 

 

Figura 2. Expresión de sensibilización locomotora inducida por cocaína (10 mg/kg i.p.) en 
animales NK1+/+ y NK1-/-. Cada barra representa la media ± S.E.M (n=17-20/grupo sensibilizadores; 

n=5-10/grupo no sensibilizadores) del incremento de la actividad locomotora entre los días 4 y 26. El 

análisis GzLM mostró que el tratamiento con cocaína (10 mg/Kg i.p.), independientemente del genotipo, 

indujo un incremento en la actividad locomotora en los animales sensibilizadores vs. los no 

sensibilizadores (*** p<0,001 vs. NS). 

La clasificación de la población según el grado de sensibilización locomotora inducida por 

cocaína indica que el porcentaje de animales sensibilizadores y no sensibilizadores es 

equiparable entre genotipos (Fig. 3). El 46% de los animales NK1+/+ sensibilizan a cocaína 

frente al 25% que no sensibiliza, mientras que para los animales transgénicos el 52,4% 

expresa sensibilización inducida por cocaína versus al 9,5% que no la expresa. Cabe resaltar 

que el porcentaje de animales descartados fue similar en ambos genotipos (29% en NK1+/+ y 
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38,1% en NK1-/-). 

 

 

Figura 3. Clasificación según el grado de sensibilización locomotora inducida por cocaína (10 
mg/kg i.p.) en animales NK1+/+ y NK1-/-. Las barras representan los porcentajes de animales, de cada 

genotipo, sensibilizadores y no sensibilizadores a cocaína (n=17-20/grupo sensibilizadores; n=5-

10/grupo no sensibilizadores). La N experimental inicial fue de 38 animales NK1+/+ y 40 NK1-/-. 

 

3. Sensibilización locomotora inducida por morfina en animales NK1+/+ y NK1-/- 

En este experimento analizamos la adquisición y expresión de sensibilización locomotora 

inducida por 15 mg/Kg i.p. de morfina en animales NK1+/+ y NK1-/- (Fig. 4), siguiendo el 

mismo protocolo descrito para la sensibilización locomotora inducida por cocaína (apartado 1). 

Para ello se utilizó el modelo lineal generalizado de medidas repetidas (GEE) con el 

tratamiento y el genotipo como factores intersujetos y la dinámica temporal como factor 

intrasujetos (con 10 niveles). 

El análisis estadístico de los datos reveló efecto de tratamiento (Wald χ2(1)= 442,645 

p<0,001), tiempo (Wald χ2(9)= 87,659, p<0,001) y genotipo (Wald χ2(9)= 206,485, p<0,001), 

así como una interacción tratamiento x tiempo x genotipo (Wald χ2(9)= 87,768, p<0,001), 

tratamiento x tiempo (Wald χ2(9)= 205,661, p<0,001), tratamiento x genotipo (Wald χ2(1)= 
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223,242, p<0,001) y genotipo x tiempo (Wald χ2(9)= 83,436, p<0,001). La actividad locomotora 

registrada durante el período de habituación fue similar entre los grupos experimentales. La 

descomposición de la interacción mostró que tanto la administración aguda de morfina (15 

mg/Kg i.p.) como el tratamiento crónico con la droga producen un incremento estadísticamente 

significativo en la actividad locomotora de los animales silvestres comparado con los animales 

del mismo genotipo tratados con salino. Sin embargo, la administración aguda de morfina no 

tiene efecto sobre la actividad locomotora de los ratones NK1-/- y el tratamiento crónico con 

esta droga en los animales transgénicos tampoco produce un incremento en la locomoción 

estadísticamente significativo frente a su respectivo grupo salino hasta el día 19. Además, 

tanto la administración aguda como crónica de morfina produce un incremento de la actividad 

locomotora mucho mayor en animales silvestres que mutantes, siendo esta diferencia 

estadísticamente significativa desde el día 4 al 19. El conjunto de estos resultados nos indican 

que la adquisición de sensibilización motora inducida por morfina es dependiente del genotipo, 

observándose de forma mucho más robusta en animales silvestres que en NK1-/-, los cuales 

mostraron una leve respuesta únicamente el día 19. 

Una semana tras la finalización del tratamiento crónico con morfina, los animales recibieron un 

“challenge” de droga (15 mg/kg, i.p.) o salino, con la finalidad de evaluar el mantenimiento de la 

sensibilización locomotora. Los animales de ambos genotipos mostraron el mantenimiento de 

la sensibilización el día 26. Sin embargo, la expresión de la sensibilización es mucho más 

robusta en los animales NK1+/+, mostrando un incremento de la actividad locomotora respecto 

al día 19 siete veces mayor que los ratones NK1-/-. Estos datos muestran que la expresión de 

sensibilización motora inducida por morfina difiere entre genotipos, advirtiéndose en animales 

NK1-/- una débil expresión de la sensibilización. 
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Figura 4. Sensibilización locomotora inducida por morfina (15 mg/kg, i.p.) en animales NK1+/+ y 
NK1-/-. Cada punto representa la media ± S.E.M (n=22/grupo) de la distancia recorrida durante la 

habituación (días 1-3), tratamiento crónico (días 4-19), y tras un “challenge” de droga o salino (día 26). El 

análisis GEE mostró que la administración de morfina incrementó la distancia recorrida comparado con 

los grupos tratados con salino (* p<0,05 y *** p<0,001 vs. grupo salino) y con el primer día de 

administración de la droga (Δp<0,05, ΔΔp<0,01 ΔΔΔp<0,001 vs. día 4 mismo genotipo). 

 

4. Clasificación de la población según el grado de sensibilización locomotora 
inducida por morfina en animales NK1+/+ y NK1-/- 

Los animales fueron clasificados siguiendo los mismos criterios que los establecidos para la 

sensibilización motora a cocaína. 

El análisis del incremento de la actividad locomotora inducido por morfina (15 mg/Kg i.p.) en 

animales sensibilizadores y no sensibilizadores de ambos genotipos (Fig. 5) se realizó 

mediante el modelo lineal generalizado (GzLM). Este modelo reveló un efecto de 

sensibilización (Wald χ2(1)= 188,475; p<0,001) e interacción genotipo x sensibilización (Wald 
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χ2(1)= 6,914; p<0,01), mientras que no mostró efecto de genotipo. La descomposición de la 

interacción mostró una mayor expresión de la sensibilización inducido por el tratamiento con la 

morfina en los animales sensibilizadores de ambos genotipos comparado con los animales no 

sensibilizadores. Además, esta descomposición reveló que dentro de los animales 

sensibilizadores a morfina, los animales mutantes muestran un incremento en la actividad 

locomotora inducida por esta droga menor que los silvestres (Δp<0,05 NK1-/- S vs. NK1+/+ S). 

 

Figura 5. Expresión de sensibilización locomotora inducida por morfina (15 mg/kg i.p.) en 
animales NK1+/+ y NK1-/-. Cada barra representa la media ± S.E.M (n=25-36/grupo sensibilizadores; 

n=9-21/grupo no sensibilizadores) del incremento de la actividad locomotora entre los días 4 y 26. El 

análisis GzLM mostró que el tratamiento con morfina (15 mg/Kg i.p.), independientemente del genotipo, 

produjo un incremento en la locomoción de los animales sensibilizadores (*** p<0,001 vs. NS) y que este 

incremento es menor en NK1-/- S (Δp<0,05 vs. NK1+/+ S).  

En la clasificación de la población observamos que el porcentaje de animales sensibilizadores 

y no sensibilizadores difiere entre genotipos (Fig. 6). En los animales NK1+/+ observamos que 

el 76,5% de los animales sensibilizan a morfina frente al 19,1% que no sensibiliza. Sin 

embargo, en los animales NK1-/- el porcentaje de animales que expresan sensibilización a 

morfina (46,2%) es prácticamente el mismo que el porcentaje de animales que no la expresa 

(38,8%). El porcentaje de animales descartados fue superior en el caso de los NK1-/- (15%) 

que en de los NK1+/+ (4,4%). 
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Figura 6. Clasificación según el grado de sensibilización locomotora inducida por morfina (15 
mg/kg i.p.) en animales NK1+/+ y NK1-/-. Las barras representan los porcentajes de animales, de cada 

genotipo, sensibilizadores y no sensibilizadores a morfina (n=25-36/grupo sensibilizadores; n=9-21/grupo 

no sensibilizadores). La N experimental inicial fue de 47 animales NK1+/+ y 54 NK1-/-. 

 

5. Autoadministración de recompensantes naturales en animales NK1+/+ y  

NK1-/- y relación con la vulnerabilidad a la sensibilización locomotora 
inducida por morfina 

Con el objetivo de obtener información acerca del comportamiento operante en respuesta a 

recompensantes naturales como la comida, nosotros estudiamos el comportamiento de apretar 

la palanca para obtener un pellet en ratones privados de alimento. Como se muestra en la 

figura 7A durante el período de entrenamiento con comida los animales de ambos genotipos 

aprendieron a discriminar con la misma avidez entre la palanca activa e inactiva. El análisis de 

los datos se realizó mediante el GzLM y reveló un efecto de discriminación entre las palancas 

activa (PA) e inactiva (PI) (Wald χ2(1)= 183,921; p<0,001), mientras que no mostró efecto de 

genotipo ni interacción genotipo x discriminación de palancas. Además, el tiempo necesario 

para alcanzar los criterios de adquisición establecidos para los programas de FR1 y FR3 no 

difiere entre genotipos (unpaired t-test, p= 0,0884; NoS y p= 0,1420; NoS, respectivamente), 

siendo respectivamente de 6,6 ± 0,4 sesiones para NK1+/+ y 5,6 ± 0,3 sesiones para NK1-/- y, 

de 4,6 ± 0,3 sesiones para silvestres y 4,0 ± 0,2 sesiones para mutantes. 
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Con el fin de evaluar posibles diferencias en la motivación por la comida entre animales 

NK1+/+ y NK1-/- se realizó una sesión bajo un programa de razón progresiva (PR) en el que 

los requerimientos en la respuesta para obtener un pellet de comida aumentaban 

progresivamente. El análisis de los datos no reveló diferencias significativas entre genotipos 

(unpaired t-test, p= 0,3886) en el “breaking point” (BP) o punto de corte alcanzado para 

extinguir el comportamiento de autoadministración de comida (Figura 7B). 

En la figura 7C se muestra la asociación entre los niveles de sensibilización motora con la 

motivación por la comida que viene dado por el “breaking point”. Estos datos se analizaron 

utilizando el GzLM y no revelaron diferencias significativas para ninguno de los factores 

evaluados (genotipo, sensibilización e interacción entre ambos). Estos resultados muestran 

que la motivación por un recompensante natural es similar en animales sensibilizadores y no 

sensibilizadores de ambos genotipos. 
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Figura 7. Comportamiento operante con comida en animales NK1+/+ y NK1-/-. A) Cada barra 

representa la media ± S.E.M del número de respuestas sobre las palancas activa e inactiva durante 3 

sesiones consecutivas (1h/sesión) requeridas para alcanzar los criterios de adquisición de FR1. El 

análisis GzLM mostró que ambos genotipos aprenden a discriminar entre la palanca activa (PA) en 

inactiva (PI) (*** p<0,001 PA vs. PI; n=26-39/grupo). B) Cada barra representa la media ± S.E.M del 

breaking point alcanzado para extinguir la conducta de autoadministración bajo un protocolo de refuerzo 

de razón progresiva (n=26-39/grupo. C) Cada barra representa la media ± S.E.M del BP. El análisis 

GzLM no mostró efecto de genotipo, sensibilización o interacción genotipo x sensibilización (n=18-

28/grupo sensibilizadores; n=8-11/grupo no sensibilizadores). 
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6. Autoadministración de morfina en animales NK1+/+ y NK1-/- 

Cabe resaltar que los experimentos de autoadministración de cocaína no pudieron llevarse a 

cabo ya que la elevada estimulación motora que producía en los animales provocaba que los 

catéteres dejaran de ser viables en 2 ó 3 días, tiempo insuficiente para completar la adquisición 

del comportamiento operante de autoadministración. 

En los experimentos de autoadministración de morfina se analizó la adquisición del 

comportamiento de autoadministración de dicha droga (0.2mg/kg/infusión) en animales NK1+/+ 

y NK1-/-. En la figura 8 se observa que los animales de ambos genotipos aprendieron a 

discriminar entre la palanca activa (PA) e inactiva (PI). Para analizar estos datos se utilizó el 

modelo lineal generalizado de medidas repetidas (GEE) con la discriminación entre palancas y 

el genotipo como factores intersujetos y el tiempo como factor intrasujetos (con 2 niveles). El 

GEE reveló un efecto de discriminación entre la palanca activa e inactiva (Waldχ2(1)= 21,038; 

p<0,001), y una interacción entre palanca x tiempo (Waldχ2(1)= 6,114; p<0,05). Estos 

resultados indican que los animales de ambos genotipos aprenden a discriminar entre la PA y 

la PI y además, incrementan el número de respuestas en la palanca activa a medida que 

aumenta la razón en el programa de autoadministración. Además, no existen diferencias 

estadísticamente significativas (NoS) entre genotipos en el tiempo necesario para alcanzar los 

criterios de adquisición establecidos para los diferentes programas; los animales silvestres 

alcanzaron los criterios de estabilidad para el programa de FR1 en 4,1 ± 0,5 sesiones y los 

knockout en 5,4 ± 0,4 sesiones (unpaired t-test, p= 0,1211; NoS) y, los criterios de estabilidad 

para el programa de FR3 fueron alcanzados en un tiempo similar por ambos genotipos 

(NK1+/+ en 3,1 ± 0,2 sesiones y NK1-/- en 3,4 ± 0,2; unpaired t-test, p= 0,4385; NoS). 
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Figura 8. Adquisición de autoadministración de morfina en animales NK1+/+ y NK1-/-. Cada barra 

representa la media ± S.E.M del número de respuestas sobre las palancas activa (PA) e inactiva (PI) 

durante FR1 y FR3. El análisis GEE mostró que ambos genotipos aprenden a discriminar la PA de la PI 

(p<0,001 PA vs. PI; n=20-24/grupo) y que el nº de respuestas sobre la PA aumenta con la razón del 

programa (p<0,05 FR1 vs. FR3). 

Las propiedades motivacionales de la morfina en animales NK1+/+ y NK1-/- se estudiaron bajo 

un programa de razón progresiva (PR) en el que los requerimientos en la respuesta para 

obtener una infusión de esta droga (0,2 mg/kg/infusión) aumentaban progresivamente. El 

análisis de los datos no reveló diferencias significativas (NoS) entre genotipos (unpaired t-test, 

p=0,7123; n=5-8/grupo) en el “breaking point” (BP) o punto de corte alcanzado para extinguir el 

comportamiento de autoadministración (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Motivación por morfina en animales NK1+/+ y  NK1-/-. A) Cada 

barra representa la media ± S.E.M del breaking point alcanzado para 

extinguir la conducta de autoadministración de morfina en animales NK1+/+ 

y NK1-/- (unpaired t-test, p= 0,7123 NoS; n=5-8/grupo). 
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7. Correlación sensibilización locomotora versus motivación por morfina 

En la figura 10 se muestra la correlación entre los niveles de sensibilización motora y la 

motivación por la morfina, dada por el breaking point, de los animales de ambos genotipos. 

Estos datos se analizaron utilizando el GzLM, revelando únicamente interacción genotipo x 

sensibilización (Waldχ2(2)= 9,363; p<0,01). La descomposición de esta interacción mostró que 

el BP alcanzado por los animales sensibilizadores NK1-/- es significativamente menor que el 

alcanzado por los animales sensibilizadores silvestres (Δ p<0.05 S NK1-/- vs. S NK1+/+), 

mientras que el BP conseguido por los animales no sensibilizadores NK1-/- es 

significativamente mayor que el de los NS NK1+/+ (Δ p<0.05 NS NK1-/- vs. NS NK1+/+). 

Además, esta descomposición reveló una diferencia estadísticamente significativa en el BP 

conseguido por los animales S NK1-/- comparado con los animales NS del mismo genotipo (** 

p<0,01 S NK1-/- vs. NS NK1-/-). Esta interacción muestra que mientras en los animales 

silvestres la motivación por la morfina es mayor en los S que en los NS, en los mutantes es al 

contrario, la motivación por la droga es superior en los NS que en los S. 

 

Figura 10. Motivación por morfina en animales sensibilizadores y no sensibilizadores NK1+/+ y 
NK1-/-. Cada barra representa la media ± S.E.M del BP alcanzado por los animales sensibilizadores (S) 

y no sensibilizadores (NS) de ambos genotipos. El análisis GzLM mostró que el BP alcanzado por los 

animales S NK1-/- fue significativamente menor comparado con el de los animales S NK1+/+ y 

significativamente mayor para los animales NS NK1-/- comparado con los NS NK1+/+ (Δ p<0.05 vs. S 
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NK1+/+ y NS NK1+/+). Además, el BP conseguido por los animales S NK1-/- fue estadísticamente 

menor que el alcanzado por los animales NS del mismo genotipo (** p<0,01 S NK1-/- vs. NS NK1-/-) 

(n=3-6/S; n=2/NS). 

En este experimento también se estudió la posible correlación entre la expresión de la 

sensibilización motora inducida por morfina y la persistencia en la búsqueda de la droga en el 

período no droga (ND) (Fig. 11). Esta persistencia se evalúa contabilizando el número de 

veces en que el animal aprieta la palanca activa durante el período ND bajo un programa de 

autoadministración de razón progresiva. Se analizó mediante el coeficiente de correlación de 

Pearson (r). El coeficiente de correlación obtenido fue -0,1863, lo que nos indican que estas 

dos variables no están correlacionadas de manera significativa (p= 0,583; NoS). 

 

Figura 11. Correlación sensibilización locomotora y búsqueda compulsiva de morfina en 
animales NK1+/+ y NK1-/-. Cada punto representa la correlación individual entre el incremento de 

actividad locomotora inducido por morfina y el número de respuestas en la palanca activa durante el 

período ND bajo un programa de razón progresiva (r de Pearson=-0,1863; p>0,05; NoS n= 11). 

 

Se buscaron otras posibles correlaciones como la correlación entre las diferencias 

interindividuales en la expresión de la sensibilización motora inducida por morfina con la 

motivación por esta droga, dada por el BP (Fig. 12). 
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Figura 12. Correlación sensibilización locomotora y motivación por la morfina en animales 
sensibilizadores y no sensibilizadores NK1+/+ y NK1-/-. Cada punto representa la correlación 

individual entre el incremento de actividad locomotora inducido por morfina y el BP alcanzado en un 

programa de razón progresiva (r de Pearson=-0,3236; p>0,05; NoS n= 11). 

 

8. Relación entre la sensibilización locomotora inducida por morfina y los 
cambios en la expresión génica en el nucleo accumbens, estriado dorsal y 
corteza prefrontal 

En este experimento quisimos analizar el efecto del tratamiento agudo y crónico con morfina 

sobre la expresión de genes implicados en la sensibilización a drogas de abuso y en la 

plasticidad sináptica (ΔFosB, Nurr1, CaMKII, GluR2 y BDNF) en el nucleo accumbens (NAc), 

estriado (ST) y corteza prefrontal (CPF) de animales NK1+/+ y NK1-/-. Considerando como 

efecto agudo el efecto de una única inyección de morfina (15 mg/Kg i.p.) , y crónico el efecto 

del tratamiento con la droga durante los 26 días del protocolo de sensibilización (2 

inyecciones/día de 15 mg/ Kg de morfina i.p. durante 16 días y una inyección el día 26 del 

tratamiento) (ver apartado 4 de materiales y métodos). 

El análisis estadístico se realizó utilizando el GzLM para cada uno de los genes en las 

diferentes áreas cerebrales. En el caso del NAc el análisis de las RT-qPCR reveló efecto de 

tratamiento para ΔFosB, CaMKII, GluR2 y BDNF (Wald χ2(2)= 17,722 p<0,001, Wald χ2(2)= 
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11,054, p<0,01, Wald χ2(2)= 16,073 p<0,001 y Wald χ2(2)= 6,450, p<0,05 respectivamente), 

efecto de genotipo para CaMKII (Wald χ2(1)= 5,467 p<0,05) y, no se encontró interacción 

tratamiento x genotipo para ninguno de los genes evaluados (Fig. 13). 

Figura 13. Efecto del tratamiento con morfina sobre la expresión génica en el NAc.  Cada barra 

representa la media ± SD de la expresión relativa de cada gen respecto a su respectivo control (n=3-

7/grupo). El análisis GzLM reveló efecto de tratamiento para ΔFosB, BDNF, CaMKII y GluR2 (*** 

p<0,001; ** p<0,01, * p<0,05), de genotipo para CaMKII (Δ p<0,05 NK1-/- vs. NK1+/+) y sin embargo, no 

mostró interacción tratamiento x genotipo. 

 

El GzLM en el estriado reveló efecto marginal de tratamiento para ΔFosB (Wald χ2(2)= 5,718 

p= 0,057) y de genotipo para Nurr1 y BDNF (Wald χ2(1)= 11,437 p<0,01 y Wald χ2(1)= 4,992, 

p<0,05 respectivamente) y no mostró interacción tratamiento x genotipo para ninguno de los 

genes evaluados (Fig.14). 
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Figura 14. Efecto del tratamiento con morfina sobre la expresión génica en el estriado dorsal. 
Cada barra representa la media ± SD de la expresión relativa de cada gen respecto a su respectivo 

control (n=3-7/grupo). El análisis GzLM reveló efecto marginal de tratamiento para ΔFosB (# 

0,1>p>0,05), de genotipo para Nurr1 y BDNF (
Δ

 p<0,05; 
ΔΔ

 p<0,01 NK1-/- vs. NK1+/+) y sin embargo, 

no mostró interacción tratamiento x genotipo. 

 

El análisis estadístico en la corteza prefrontal reveló efecto de tratamiento (Wald χ2(2)= 

19,993, p<0,001) y de genotipo (Wald χ2(1)= 10,335, p<0,01) para GluR2 e interacción 

tratamiento x genotipo para CaMKII (Wald χ2(2)= 11,808, p<0,01). La descomposición de la 

correspondiente interacción mostró un incremento en la expresión relativa de CamKII de los 

animales NK1+/+ tratados crónicamente con morfina comparado con su respectivo grupo 

control, mientras que en los animales NK1-/- no se observó dicho incremento (Fig.15). 
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Figura 15. Efecto del tratamiento con morfina sobre la expresión génica en la corteza prefrontal. 
Cada barra representa la media ± SD de la expresión relativa de cada gen respecto a su respectivo 

control (n=3-7/grupo). El análisis GzLM reveló efecto de tratamiento (***p<0,001) y de genotipo 

(
ΔΔ

p<0,01) para GluR2 e interacción tratamiento x genotipo para CaMKII. La descomposición de la 

interacción mostró un incremento en la expresión relativa de CamKII de los animales NK1+/+ tratados 

crónicamente con morfina comparado con su respectivo grupo control, mientras que en los animales 

NK1-/- no se observó dicho incremento (++ p<0,01 vs. control NK1+/+). 

 

Se ha descrito que los genes ΔFosB, Nurr1, CaMKII, GluR2 y BDNF están implicados en la 

sensibilización inducida por drogas y en la plasticidad sináptica consecuencia de la misma y, 

en este estudio quisimos correlacionar las diferencias interindividuales en la expresión de la 

sensibilización motora inducida por morfina con los cambios en la expresión génica relativa en 

distintas áreas cerebrales: NAc, ST y CPF (Figuras 16, 17 y 18).  
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Figura 16. Correlación entre sensibilización motora y cambios en la expresión génica en el NAc.  
Cada punto representa la correlación individual entre el incremento de actividad locomotora inducido por 

morfina en la fase de expresión de la sensibilización y la expresión génica relativa de 5 genes distintos: 

ΔFosB, Nurr1, CaMKII, GluR2 y BDNF. El coeficiente de Pearson (r) reveló existencia de correlación en 

el caso de CaMKII (r=0,6642; p<0,05 n= 11). 
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Figura 17. Correlación entre sensibilización motora y cambios en la expresión génica en el 
estriado dorsal.  Cada punto representa la correlación individual entre el incremento de actividad 

locomotora inducido por morfina y la expresión génica relativa de 5 genes: ΔFosB, Nurr1, CaMKII , 

GluR2 y BDNF. El coeficiente de Pearson no reveló correlación para ninguno de los genes estudiados 

(p>0,05 NoS; n= 11). 
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Figura 18. Correlación entre sensibilización motora y cambios en la expresión génica en la PCx.  
Cada punto representa la correlación individual entre el incremento de actividad locomotora inducido por 

morfina en la fase de expresión de la sensibilización y la expresión génica relativa de CaMKII y GluR2. 

El coeficiente de Pearson no reveló correlación para ninguno de los dos genes (p>0,05 NoS; n= 11). 

La correlación entre el grado de sensibilización motora y la expresión génica relativa para cada 

animal de los diferentes genes se analizó mediante el coeficiente de correlación de Pearson (r). 

Los resultados obtenidos muestran que estas dos variables están correlacionadas de manera 

significativa (* p>0.05) únicamente en el caso de la expresión de CaMKII en el NAc (ver tabla 

III); es decir, a mayor sensibilización locomotora mayores niveles de expresión de CaMKII. 

Además, el análisis estadístico detectó una significación marginal (# 0,1>p>0,05) en la 

correlación entre la sensibilización y los cambios en la expresión de Nurr1 y BDNF en el NAc. 

 

 

Tabla III. Coeficiente de correlación y significación (p) para los distintos genes y áreas cerebrales 

 ΔFosB Nurr1 CaMKII GluR2 BDNF  

NAc 0,4833 

p>0,05 

0,7046 

p=0,05# 

0,6642 

p<0,05* 

0,2380 

p>0,05 

0,6147 

p=0,05# 

ST 0,1639 

p>0,05 

0,5325 

p>0,05 

0,5417 

p>0,05 

-0,3394 

p>0,05 

0,4200 

p>0,05 

CPF _ _ 0,3610 

p>0,05 

-0,3037 

p>0,05 

_ 
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1. Adquisición y expresión de la sensibilización locomotora inducida por 
cocaína y morfina en animales NK1+/+ y NK1-/- 

En este trabajo, hemos estudiado la implicación de la SP en la adquisición y mantenimiento 

de la sensibilización locomotora inducida por dos drogas de abuso distintas, cocaína y 

morfina, en animales knockout para el receptor NK1 (NK1-/-). La administración repetida 

tanto de opiáceos como de drogas psicoestimulantes inducen un incremento gradual de sus 

propiedades psicomotoras y recompensantes. Esta respuesta se cree que es debida a la 

facilitación de la transmisión dopaminérgica y glutamatérgica en el cerebro anterior, 

especialmente en las conexiones entre el área tegmental ventral (ATV), el núcleo 

accumbens (NAc) y el cortex prefrontal (CPF). Estos cambios se relacionan con aspectos 

motivacionales de la adicción como el deseo patológico por consumir la droga (“craving”) o 

el restablecimiento de la búsqueda compulsiva de la misma (Koob and Le Moal 1997; 

Vanderschuren et al. 1999). 

En este trabajo, tanto la respuesta aguda a cocaína como la respuesta adaptativa a la 

administración repetida de esta droga produjeron un incremento locomotor similar en 

animales NK1+/+ y NK1-/-. Estos resultados están en concordancia con trabajos previos, en 

los que mostraron una similar adquisición y expresión de la sensibilización locomotora 

inducida por cocaína en animales de ambos genotipos, aunque con ligeras discrepancias 

que describiremos a continuación (Ripley et al. 2002). De acuerdo a lo ampliamente 

descrito sobre la activación locomotora aguda inducida por cocaína en ratón (Tepper and 

Woods 1978; Thomsen and Caine 2011; Wiltshire et al. 2015), en nuestro trabajo 

observamos que efectivamente la administración aguda de esta droga produjo un 

incremento en la actividad locomotora de los animales silvestres, así como de los NK1-/-. 

Sin embargo, en el estudio de Ripley no consiguieron inducir este efecto locomotor agudo. 

Además, cabe destacar que mientras en nuestro estudio se produjo un incremento gradual 

de la actividad locomotora a lo largo del tratamiento crónico con cocaína (Kotlinska et al. 

2013; Robinson and Berridge 2000), estos autores no mostraron un aumento paulatino en 

la sensibilización locomotora, de hecho el día 7 del tratamiento crónico con droga los 

animales mostraron un nivel de sensibilización superior que el día 19 e incluso que el día 

26. Una posible explicación para esta divergencia en los resultados puede ser el ambiente 
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empleado durante la adquisición y expresión de la sensibilización, ya que sabemos que la 

sensibilización es dependiente de contexto (Anagnostaras and Robinson 1996; Vezina et al. 

1989). Parece posible que el contexto utilizado en el trabajo de Ripley fuera diferente a lo 

largo del tratamiento crónico con la droga, ya que si el ambiente utilizado es el mismo 

durante las distintas fases de la sensibilización, la respuesta locomotora debería ser más 

fuerte en la fase de expresión. En este mismo sentido, existen numerosos trabajos que 

apoyan el crítico papel de los estímulos asociados con la droga en la expresión de la 

sensibilización, pudiendo afectar significativamente la presencia o ausencia de estos 

estímulos a los resultados obtenidos (Vezina and Leyton 2009). 

La administración crónica de morfina produjo una robusta adquisición y expresión de 

sensibilización locomotora en animales silvestres, mientras que los animales carentes del 

receptor NK1 no mostraron sensibilización motora hasta el día 19 del protocolo de 

administración crónica de la droga, siendo además mucho más débil en comparación con la 

de los animales NK1+/+. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Ripley et al. 

(2002) aunque cabe resaltar algunos puntos; por ejemplo, en su estudio la administración 

aguda de morfina provocó una ligera diminución en la actividad locomotora de los animales 

NK1-/-, mientras que en los animales silvestres no produjo diferencias respecto a su 

respectivo grupo salino. En contraposición, en nuestro trabajo la administración aguda de 

morfina produjo un efecto estimulante en los animales silvestres y no tuvo efecto en los 

animales mutantes, observación ya publicada por Murtra et al. (2000) utilizando dosis 

similares a las empleadas en estos estudios. Ripley en su trabajo postuló dos posibles 

causas para explicar estas diferencias respecto a la publicación previa de Murtra: el 

procedimiento experimental y el background genético de los animales empleados. Sin 

embargo, estas explicaciones no son válidas para explicar las diferencias respecto a 

nuestros resultados, ya que el procedimiento experimental utilizado fue el mismo y el 

background genético de los animales también (NK1 MF1). 

Con todo esto podemos concluir que el receptor NK1 es necesario para que se manifiesten 

no sólo los efectos locomotores agudos de la morfina sino también para que se produzca la 

respuesta adaptativa a la administración crónica de esta droga que subyace al desarrollo 

de la sensibilización. 
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos anteriormente en el paradigma de 

preferencia de plaza condicionada a morfina donde se observó que las propiedades 

recompensantes de esta droga estaban ausentes en los animales NK1-/- (Murtra et al. 

2000) y, con los obtenidos en experimentos de autoadministración en los cuales los 

animales knockout para el receptor NK1 mostraron incapacidad para autoadministrarse 

morfina (Ripley et al. 2002). Sin embargo, mientras que la recompensa, abstinencia y 

diversos comportamientos relacionados con la adicción a morfina están alterados en los 

animales NK1-/-, todos los comportamientos evaluados relacionados con las propiedades 

motivacionales y la adicción a la otra droga estudiada están intactos en los animales NK1-/- 

(Murtra et al. 2000; Ripley et al. 2002). Estas observaciones sugieren la disociación de los 

efectos comportamentales del receptor NK1 entre opiáceos y psicoestimulantes, lo cual 

puede deberse a que los efectos recompensantes de la cocaína pueden estar mediados 

por mecanismos parcialmente distintos a los implicados en la recompensa opiácea (Koob 

and Le Moal 1997; Robbins and Everitt 1999; Wise 1996); por ejemplo, los opiáceos, en 

contraposición a los psicoestimulantes, adicionalmente alcanzan sus efectos 

recompensantes a través del hipocampo dorsal e hipotálamo lateral. 

Cabe resaltar que los resultados obtenidos en los ratones carentes del receptor NK1 son 

similares a los obtenidos en los ratones knockout para el receptor cannabinoide CB1 (CB1-

/-). De forma equivalente a lo que ocurre en los animales NK1-/-, los animales CB1-/- no 

muestran ni preferencia de plaza condicionada ni sensibilización inducida por morfina, no 

se autoadministran esta droga y presentan reducida la respuesta física a la abstinencia 

morfínica (Ledent et al. 1999; Martin et al. 2000). Sin embargo, al igual que en los animales 

NK1-/- las propiedades recompensantes de la cocaína y la sensibilización inducida por esta 

droga están inalteradas en los animales CB1-/- (Martin et al. 2000). Los opioides y los 

cannabinoides comparten numerosos efectos farmacológicos como la analgesia y la 

estimulación de los circuitos cerebrales de recompensa. Se ha demostrado la interacción 

funcional entre los sistemas opioide y cannabinoide (Manzanares, Corchero, Fuentes 

1999), ya que la administración de THC induce modificaciones en ambos sistemas tales 

como el aumento de la expresión génica de la proopiomelanocortina, la prodinorfina y la 

proencefalina (Corchero, Fuentes, Manzanares 1997; Corchero et al. 1997). Además, las 

neuronas que coexpresan estos receptores se localizan en áreas del cerebro asociadas 
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con la motivación, como el sistema límbico y la sustancia gris periacueductal (Martin et al. 

2000). Se ha demostrado el papel del sistema cannabinoide en la dependencia, motivación 

y propiedades recompensantes de los opioides, probándose que el antagonista del receptor 

CB1, SR141716A, precipita la abstinencia en ratas morfino dependientes (Navarro et al. 

1998), disminuye la autoadministración de opioides y el CPP inducido por éstos (Navarro et 

al. 2001). Recíprocamente, se ha demostrado la implicación del sistema opioide en la 

dependencia a cannabinoides ya que existen trabajos que prueban que la administración 

en ratas tolerantes a THC del antagonista del receptor µ-opioide, naloxona, precipita el 

síndrome de abstinencia (Navarro et al. 1998). Esto sugiere la necesidad de cooperación 

entre los receptores cannabinoides y opioides para que se exprese la dependencia a los 

cannabinoides. 

 

2. Vulnerabilidad a la sensibilización locomotora inducida por morfina y 
cocaína. Implicación de la SP 

Una cuestión altamente intrigante en el campo de la adicción es por qué sólo algunas 

personas se vuelven adictas y qué factores hacen a estas personas más vulnerables a la 

adicción. Como hemos comentado en la introducción de este capítulo, existen distintos 

factores que influyen en la transición del uso recreativo de una droga al desarrollo de una 

conducta adictiva y, por este motivo se han analizado posibles factores de vulnerabilidad a 

la adicción: factores genéticos (Crabbe et al. 1999; Ellenbroek et al. 2005; Uhl 2004b), 

ambientales (Goeders 2002; Piazza and Le Moal 1996), y neurobiológicos (Goldstein and 

Volkow 2002). 

En este trabajo hemos propuesto la propensión a la sensibilización locomotora como factor 

de vulnerabilidad a la adicción a drogas; este proceso, como reflejo de la sobreexpresión de 

algunos parámetros neuronales, ha sido sugerido como requerimiento para la progresión e 

instauración de la conducta adictiva (PHillips and Fibiger 1990; Robinson and Berridge 

1993; Robinson and Berridge 2000; Wolf 1998). La mayor parte de los trabajos que se han 

llevado a cabo en este campo han estudiado la sensibilización a drogas y sus 

consecuencias funcionales y estructurales a nivel cerebral (Corbille et al. 2007; Guegan et 
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al. 2015; Souza-Formigoni et al. 1999). Sin embargo, muy pocos trabajos han considerado 

el fenómeno de la sensibilización como un factor de vulnerabilidad, estudiando las 

diferencias interindividuales en la propensión a sensibilizar (Camarini and Hodge 2004; 

Legastelois et al. 2014) y las consecuencias que la sensibilización pudiera tener en el 

establecimiento de un patrón conductual adictivo. Un ejemplo, es el trabajo publicado por 

Legastelois, en el que han intentado descifrar la relación entre la vulnerabilidad a la 

sensibilización locomotora inducida por etanol (EtOH) y la dependencia al alcohol. En esta 

misma dirección, nosotros hemos querido estudiar la propensión a la sensibilización 

locomotora como posible factor de vulnerabilidad a la adicción a drogas y la existencia o no 

de modulación SPérgica: seleccionando y comparando a los animales que sensibilizan con 

aquellos que, a pesar de recibir la misma dosis de droga y durante el mismo tiempo, no 

desarrollan sensibilización. 

Por otro lado, la vulnerabilidad a desarrollar sensibilización psicomotora inducida por 

drogas varía entre especies, cepas e individuos (Abrahao, Quadros, Souza-Formigoni 

2009; Botia et al. 2012; Piazza et al. 1991; Quadros et al. 2002a; Quadros et al. 2002b). 

Así, las líneas criadas selectivamente se han convertido en un modelo muy utilizado para 

estudiar las diferencias individuales en la vulnerabilidad en el desarrollo de la adicción y, 

para descubrir los mecanismos neurobiológicos que subyacen a estas diferencias (Ranaldi 

et al. 2001). La mayoría de los estudios enfocados a relacionar la sensibilización 

locomotora inducida por drogas con comportamientos que caracterizan la adicción o con los 

cambios neurobiológicos que subyacen a ella han utilizado cepas de ratón consanguíneas 

(inbred) como C57BL/6J o DBA/2J (Belknap, Crabbe, Young 1993; Camarini and Hodge 

2004; Guegan et al. 2015; PHillips et al. 1994; PHillips, Dickinson, Burkhart-Kasch 1994). 

Sin embargo, en nuestro estudio hemos querido utilizar una cepa de ratones exogámica 

(outbred) NK1 MF1, lo cual se puede considerar como una herramienta útil en el 

entendimiento de la variabilidad interindividual, debido a que las cepas exhiben una mayor 

heterogeneidad genotípica y fenotípica que podría ser más comparable a una población 

heterogénea como la humana (Rice and O'Brien 1980). 

Debido a la variabilidad individual a la susceptibilidad a sensibilizar, algunos ratones 

muestran un importante incremento en la actividad locomotora tras la injección repetida de 



CAPITULO I: Discusión 

 

96 
 

una droga (sensibilizadores), mientras que otros (resistentes o no sensibilizadores) no 

muestran importantes signos de sensibilización. Sin embargo, los criterios para realizar esta 

clasificación difieren entre autores. Existen autores que han basado los criterios de 

clasificación de la sensibilización en el coeficiente de varianza (CV) del ratio entre el último 

y el primer día de tratamiento en el grupo salino (CV = desviación estándar/media), lo que 

proporciona una medida de la variabilidad dentro del grupo salino (Boudreau and Wolf 

2005). De esta forma un animal es considerado sensibilizador si su incremento en la 

actividad locomotora a lo largo del tratamiento con la droga excede el CV del grupo salino. 

Sin embargo, aplicando este criterio en nuestros experimentos no seríamos capaces de 

discriminar entre los animales sensibilizadores y los resistentes ya que todos ellos, 

independientemente del genotipo, serían considerados sensibilizadores. En contraposición, 

nuestro criterio para separar la población de ratones en sensibilizadores o no 

sensibilizadores, está basado en la variabilidad intrasujeto sin considerar en este caso el 

comportamiento de los grupos en conjunto: tratados con salino, droga o los diferentes 

genotipos; es decir, cada individuo ha sido comparado únicamente con él mismo. De esta 

forma, hemos considerado como sensibilizadores aquellos individuos que en la fase de 

expresión o mantenimiento de la sensibilización (día 26) muestran un incremento de más 

de 1000 cm de distancia locomotora respecto al primer día de tratamiento con morfina (día 

4) y, como no sensibilizadores a aquellos en los que los efectos hiperlocomotores inducidos 

por la morfina entre estos días resultan en un incremento menor de 100 cm. Estos criterios 

nos han permitido diferenciar la susceptibilidad a desarrollar sensibilización locomotora 

inducida por drogas, dentro de una población heterogénea de animales, en función de la 

variabilidad de cada individuo respecto a sí mismo, sin tener en cuenta el incremento en la 

actividad de cada individuo respecto su respectivo grupo salino. 

En lo que respecta a la implicación SPérgica en la vulnerabilidad a la sensibilización, este 

estudio revela que los ratones sin el gen NK1 desarrollan en menor proporción 

sensibilización locomotora inducida por morfina (19,1%) comparado con animales silvestres 

(76,5%). Siendo además, el incremento locomotor debido a la sensibilización 

significativamente menor en los animales sensibilizadores NK1-/- que en los 

sensibilizadores NK1+/+. Sin embargo, el porcentaje de animales sensibilizadores a 

cocaína es similar en ambos genotipos. Estos resultados apoyan la implicación del receptor 
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NK1 en la manifestación de la respuesta adaptativa inducida por la administración crónica 

de morfina, aunque no de cocaína, que subyace al desarrollo de la sensibilización. 

 

3. Autoadministración de recompensantes naturales y relación con la 
vulnerabilidad a la sensibilización lomotora inducida por morfina 

La autoadministración operante de recompensantes naturales, como la comida, no está 

alterada en los animales NK1-/- para ninguno de los programas de refuerzo utilizados en 

nuestros experimentos (FR1, FR3 y PR). Por tanto, los animales carentes del receptor NK1 

son capaces de aprender un comportamiento operante como es apretar una palanca, 

descartando posibles alteraciones en el aprendizaje y la memoria, por lo que el receptor 

NK1 no modula la adquisición y mantenimiento de este comportamiento en respuesta a 

recompensantes naturales. Ripley et al. (2002) también demostraron la capacidad para 

adquirir el comportamiento operante para obtener comida de los animales knockout para el 

receptor NK1, utilizando ratones de la misma cepa que en nuestros experimentos (MF1). 

Por otra parte, la motivación por estos refuerzos naturales (reflejada por el BP alcanzado) 

permanece inalterada en los animales NK1-/-, siendo capaces de trabajar tanto como los 

silvestres para obtener un pellet de comida. Nuestros resultados coinciden con los 

obtenidos anteriormente en el paradigma de preferencia de plaza condicionada a comida 

donde se observó que las propiedades recompensantes de este reforzante natural estaban 

intactas en los animales NK1-/-, mostrando además que los animales NK1-/- no 

presentaban deficiencias en el aprendizaje hacia estímulos positivos (Murtra et al. 2000). 

El circuito mesocorticolímbico regula el refuerzo producido tanto por los recompensantes 

naturales como por las drogas de abuso (Hyman, Malenka, Nestler 2006) y además, ambos 

tipos de refuerzos implican mecanismo celulares y moleculares similares (Pitchers et al. 

2013). Debido a esto, el consumo repetido de drogas induce neuroadaptaciones en los 

circuitos neuronales de recompensa implicados en la regulación de la motivación lo que 

puede conducir a un procesamiento anormal de la información en estos sistemas y 

finalmente, puede llevar a comportamientos anómalos relacionados con el refuerzo (Kelley 

and Berridge 2002). De hecho, muchos consumidores de drogas a menudo informan sobre 
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la incapacidad de experimentar placer en respuesta a estímulos generalmente reforzantes 

(anhedonia), lo cual ha sido implicado en la transición hacia la adicción (D'Souza and 

Markou 2010). Existen trabajos publicados en los que se ha informado sobre cómo la 

exposición crónica de ratas a cocaína afecta la adquisición de refuerzos apetitivos naturales 

como la autoadministración de una solución de sacarosa al 10% o montar a una hembra 

receptiva, reduciéndose la adquisición de ambos refuerzos cuando se elevan los 

requerimientos de la respuesta (Barnea-Ygael, Gal, Zangen 2014). Sin embargo, en 

nuestro estudio las neuroadaptaciones que subyacen a la exposición repetida a morfina no 

son capaces de alterar la adquisición de la conducta operante de obtención de un 

recompensante natural (comida), asumiendo que las propiedades reforzantes del mismo se 

mantienen inalteradas y descartando la relación entre la vulnerabilidad a la sensibilización 

inducida por morfina y la regulación de la motivación por la comida, ya que animales 

sensibilizadores y no sensibilizadores a la droga muestran similar motivación por este 

refuerzo natural. 

 

4. Autoadministración de morfina en animales NK1+/+ y NK1-/- 

En el presente trabajo no hemos logrado confirmar la importancia del receptor NK1 en la 

adquisición y mantenimiento de la autoadministración a morfina, ya que: 1) el tiempo 

necesario para alcanzar los criterios de adquisición de un comportamineto operante de 

autoadmnistración de morfina no fue significativamente diferente entre genotipos, 2) el 

número de respuestas sobre la palanca activa tampoco difiere para ninguno de los 

programas de autoadministración, y 3) la cantidad de trabajo realizado para obtener una 

infusión de morfina no fue significativamente distinta en los animales carentes del receptor 

NK1. Resultados contrapuestos fueron publicados por Ripley en un trabajo previo donde 

probaron la falta de motivación en los animales NK1-/- en la búsqueda de morfina, ya que 

los animales knockout no fueron capaces de adquirir un comportamiento operante de 

autoadministración intravenosa de esta droga (Ripley et al. 2002). La discrepancia en los 

resultados obtenidos puede deberse a las diferencias en el protocolo de autoadministración 

de morfina utilizado, ya que estos autores realizaron un total de 11 sesiones (1 sesión/día) 

de autoadministración de morfina de 90 min de duración cada una y todas ellas bajo un 
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programa de razón fija 2 (FR2). Nuestro protocolo de autoadministración fue mucho más 

complicado, ya que las 2 horas de duración de cada sesión estaban divididas en periodos 

donde la droga estaba disponible (D) y en los que no lo estaba (ND) y además, los 

requerimientos para obtener una infusión de droga aumentaban a medida que los 

individuos superaban los criterios de estabilidad establecidos y, solamente aquellos 

individuos que adquirían los criterios de autoadministración pasaban a un programa de 

razón superior. Sin embargo, tanto la dosis de morfina utilizada (0,2 mg/kg/infusión) como 

el background genético de los animales empleados fueron los mismos en ambos casos 

(NK1 MF1). Ripley en su trabajo ya informó acerca de que las diferencias encontradas 

entre genotipos eran sutiles, ya que inicialmente el número de infusiones autoadministradas 

de morfina era el mismo en NK1-/- y NK1+/+, y únicamente a partir de la séptima sesión el 

número de refuerzos obtenidos comenzó a ser superior en los animales silvestres que en 

los mutantes; encontrando efecto de genotipo y de los días pero no interacción genotipo x 

día. De esta misma forma, el análisis del número de respuestas sobre la palanca activa e 

inactiva no reveló diferencias significativas entre genotipos durantes los primeros días de 

autoadministración y, únicamente en las dos últimas sesiones de autoadministración los 

animales silvestres alcanzaron un número de respuestas superior en la palanca activa 

comparado con la palanca inactiva, no observandose este efecto en animales NK1-/-. Si a 

todo lo comentado anteriormente, añadimos que la n experimental fue de 4 animales 

knockout y 5 animales silvestres confirmamos que las diferencias observadas por Ripley 

fueron sutiles. En nuestro trabajo, con un número de animales entre 20 y 24 por grupo, 

hemos observado que tanto NK1+/+ como NK1-/- son capaces de adquirir y mantener un 

comportamiento de autoadministración operante de morfina, siendo capaces de discriminar 

con la misma avidez entre la palanca que proporcionaba refuerzo y la palanca sin 

consecuencias, incluso cuando elevamos los requerimientos en la respuesta. Además, 

nosotros quisimos evaluar la motivación de los animales de ambos genotipos por la 

morfina; para ello evaluamos la cantidad de esfuerzo que eran capaces de hacer para 

obtener una infusión de esta droga, dado por el punto de corte obtenido o BP, en un 

programa de autoadmnistración de razón progresiva (PR). Aunque cualitativamente parece 

que pudiera existir una menor motivación por la droga en los animales NK1-/-, los 

resultados obtenidos revelaron que no existen diferencias estadísticamente significativas en 



CAPITULO I: Discusión 

 

100 
 

la motivación por la morfina. 

 

5. Correlación entre la vulnerabilidad a la sensibilización locomotora 
inducida por morfina y el desarrollo de la adicción 

La selección fenotípica realizada en este trabajo, basada en las diferencias individuales en 

la susceptibilidad a sensibilizar, pone de manifiesto la existencia de individuos que 

sensibilizan rápidamente y de otros más resistentes. Nuestra hipótesis es que los primeros 

serían los individuos más propensos al desarrollo y persistencia de una conducta adictiva. 

Con el fin de probar nuestra hipótesis correlacionamos la vulnerabilidad a desarrollar 

sensibilización locomotora inducida por el tratamiento crónico con morfina con la motivación 

por conseguir esta droga. Según nuestro planteamiento, cabría esperar que aquellos 

individuos que han desarrollado mayor sensibilización serían los que tendrían un mayor 

deseo o motivación por la droga. En este sentido, trabajos previos han mostrado en ratones 

que la pre-exposición crónica a elevados niveles de etanol incrementa el posterior consumo 

del mismo (Becker and Lopez 2004). Sin embargo, nuestro estudio no ha revelado relación 

alguna entre estas variables, de forma que tanto los animales sensibilizadores como los 

resistentes a la sensibilización morfínica son capaces de realizar el mismo trabajo para 

obtener la droga, mostrando por tanto similar motivación por ella. Por otra parte, en este 

estudio hemos observado que la motivación por la morfina en los animales sensibilizadores 

a la droga carentes del receptor NK1 es estadísticamente menor que la de los animales 

sensibilizadores silvestres; esto tiene sentido ya que como hemos dicho anteriormente las 

propiedades recompensantes de la morfina se encuentran disminuídas en el mutante 

(Murtra et al. 2000) y por tanto, es lógico que las menores propiedades motivacionales que 

ejerce la morfina sobre los animales NK1-/- conlleven a que se esfuercen menos en 

obtenerla. 

Otro de los criterios diagnósticos utilizados para discriminar entre la mera 

autoadministración de la droga y el patrón de búsqueda compulsiva de la misma que 

caracteriza la adicción fue la evaluación de la persistencia del animal en la búsqueda de 

morfina aún cuando sabe que la droga no está disponible. La subsecuente correlación entre 
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la propensión a desarrollar sensibilización locomotora inducida por el tratamiento crónico 

con morfina y este criterio de adicción mostró que estas variables no presentaban conexión. 

En conclusión, la vulnerabilidad a la sensibilización locomotora no predispone al desarrollo 

de un patrón de conducta adictiva de drogas, al menos en las condiciones experimentales 

empleadas en nuestro estudio. 

Trabajos previos, si han sido capaces de apuntar hacia posibles factores de vulnerabilidad 

a la adicción. Por ejemplo, Jodogne et al., (Jodogne et al. 1994) pusieron de manifiesto la 

importancia de las diferencias interindividuales en la reactividad locomotora ante un 

ambiente novedoso con la propensión a desarrollar un comportamiento de 

autoadministración de psicoestimulantes. 

Además, otros autores han conseguido demostrar la relevancia funcional de la 

sensibilización de los efectos de la estimulación motora que induce el tratamiento crónico 

con etanol, demostrando en ratones que la sensibilización locomotora inducida por etanol 

incrementa la subsequente autoadministración de la droga (Camarini and Hodge 2004; 

Lessov et al. 2001). 

 

6. Cambios en las expresión génica en el nucleo accumbens, estriado dorsal 
y corteza prefrontal inducidos por morfina 

En en el presente estudio hemos sido capaces de demostrar que la sensibilización a 

morfina induce cambios en la expresión de diferentes genes en áreas cerebrales 

implicadas en la recompensa y la motivación: NAc, ST y CPF. 

Uno de los genes de expresión temprana estudiados fue ΔFosB (forma truncada de 

FosB) cuya expresión por la administración aguda de drogas de abuso es baja y sin 

embargo, se acumula en el NAc, estriado dorsal y corteza prefrontal tras la exposición 

crónica tanto a drogas (morfina, Δ9-THC, cocaina y etanol) como a recompensantes 

naturales (McClung and Nestler 2003; Nestler, Kelz, Chen 1999; Nestler 2004). Otra 

característica que lo hace particularmente interesante es que su expresión, a pesar de 

ser un gen de expresión temprana, permanece elevada tras largos períodos de tiempo 

desde el cese de la droga (Renthal and Nestler 2009). Nuestros resultados, tal y como 
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cabía esperar, muestran que el tratamiento agudo con morfina no indujo acumulación 

de ΔFosB en estriado dorsal y ventral de los animales NK1+/+, mientras que el 

tratamiento crónico con la droga indujo sobreexpresión de ΔFosB en ambas áreas, 

siendo su expresión muy notable en el estriado dorsal. Esto concuerda con la premisa 

basada en que los cambios plásticos a largo plazo inducidos por el tratamiento con 

opiáceos o psicoestimulantes están unidos a la expresión de genes de expresión 

temprana, particulramente ΔFos-B en el NAc (Nye and Nestler 1996). Nuestros 

resultados coinciden con trabajos previos en los que se ha demostrado que el 

tratamiento crónico con morfina induce una elevada acumulación de ΔFosB en el 

estriado dorsal y más discreta en el ventral (Perrotti et al. 2008). Si analizamos los 

resultados obtenidos en los NK1-/- vemos que estadísticamente no difieren de los 

obtenidos en los silvestres. Murtra et al. (2000) ya examinaron mediante fluorescencia 

la expresión de ΔFosB en las neuronas del núcleo accumbens tras el tratamiento 

crónico con morfina, no encontrando diferencias significativas entre genotipos en el 

número total de neuronas ΔFosB positivas. Sin embargo observaron, en los animales 

NK1+/+ pero no en los NK1-/-, un notable incremento en la intensidad de la 

fluorescencia de las neuronas ΔFosB positivas del NAc respecto al grupo control 

tratado con salino. Nosotros analizamos la expresión de ΔFosB en el NAc mediante 

RT-qPCR tras el tratamiento crónico con morfina y los resultados obtenidos son 

similares a los publicados por Murtra, ya que en nuestro estudio tampoco encontramos 

diferencias significativas entre genotipos en la expresión de este gen tras el tratamiento 

crónico con la droga en el NAc, aunque si observamos un efecto marginal de genotipo 

en el estriado, dado en gran media por la mayor sobreexpresión de ΔFosB inducida 

por el tratamiento crónico con la droga respecto a su respectivo control en los animales 

NK1+/+. Estos resultados apoyan la idea que la activación de ΔFosB está unida a la 

expresión de la recompensa opiácea (Nye and Nestler 1996), ausente en los animales 

NK1-/- (Murtra et al. 2000). 

Otro de los IEGs estudiados en este trabajo fue Nurr1 que codifica receptores 

huérfanos que pertenecen a la superfamilia de los receptores nucleares, pero no 

poseen ligandos actuando como un factor de transcripción inducible. En condiciones 
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basales Nurr1 se expresa en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra (SN) 

y el área tegmental ventral (ATV) (Zetterstrom et al. 1996), siendo esencial su 

expresión tanto durante el desarrollo embrionario de estas neuronas como en su 

mantenimiento en el adulto (Kadkhodaei et al. 2009; Zetterstrom et al. 1996). Su 

expresión es inducida de forma rápida y transitoria por numerosos tipos de estímulo, 

especialmente interesante para nosotros resulta el hecho de que las drogas de abuso y 

el estrés inducen su expresión en el circuito de recompensa y motivación cerebral, 

desempeñando un papel clave en las bases moleculares que subyacen a la 

disregulación a largo plazo en estos circuitos neuronales. En nuestro estudio no hemos 

observado alteraciones estadísticamente significativas en la expresión de Nurr1 debido 

al tratamiento con morfina aunque si detectamos un efecto de genotipo que nos indica 

que sus niveles de expresión difieren entre animales NK1+/+ y NK1-/-. Estas 

diferencias entre genotipos podrían explicarse uniendo dos premisas: la primera 

consiste en que, como mostraremos en el capítulo II de este trabajo, en condiciones 

fisiológicas los niveles estriatales de DA difieren entre animales NK1+/+ y NK1-/- y, la 

segunda es que se ha demostrado que tanto los niveles de DA extracelular como la 

señalización dopaminérgica influyen en la expresión de Nurr1 de diferentes áreas del 

circuito de recompensa (Bannon et al. 2002; Bannon et al. 2004). Por lo que podríamos 

hipotetizar que las diferencias en la concentración estriatal de DA entre genotipos, 

conllevarían a distinta modulación de la transmisión dopaminérgica, conduciendo a 

diferencias en la expresión de este factor de transcripción. En este sentido se ha 

demostrado que los ratones carentes del receptor D2 sobreexpresan Nurr1 en las 

neuronas dopaminérgicas del cerebro medio (Tseng et al. 2000) y, que la pérdida 

estriatal de DA inducida por la 6-OHDA incrementa la expresión de Nurr1 en las 

neuronas dopaminérgicas de la SN (Ojeda et al. 2003). Por otra parte, sabemos que el 

receptor NK1 y el receptor D2 colocalizan en las grandes interneuronas colinérgicas 

del núcleo acumbens (Aubry et al. 1994; Gerfen 1991) (que tónicamente modulan la 

excitabilidad de las eferencias neoestriatales), siendo su expresión esencial para el 

desarrollo de los efectos de la recompensa opiácea (Maldonado et al. 1997). Como 

hemos dicho anteriormente, se ha demostrado que la señalización dopaminérgica, 

especialmente a través de los receptores D2, influye en la expresión de Nurr1 de 
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diferentes áreas del circuito de recompensa, por lo que podríamos pensar que de igual 

modo la SP a través de su receptor NK1 podría modular la expresión de Nurr1, 

explicando las diferencias de expresión entre genotipos de este factor de transcripción 

en el estriado dorsal y ventral. A pesar de no encontrar significación, gráficamente si 

observamos que el tratamiento crónico con morfina induce, tanto en el NAc como en el 

estriado, una sobreexpresión de Nurr1 en los animales silvestres que no se produce en 

los mutantes. Resultados previos han mostrado que la administración aguda y crónica 

de psicoestimulantes induce alteraciones en los niveles de Nurr1 de las neuronas 

mesencefálicas dopaminérgicas, sugiriendo así la mediación de este factor de 

transcripción en los procesos neuroadaptativos de los circuitos dopaminérgicos 

(Krasnova et al. 2011; Leo et al. 2007). En concordancia con nuestros resultados, 

trabajos previos han demostrado en ratas que la administración crónica de morfina 

induce una sobreexpresión de Nurr1 en el ATV, indicando además la existencia de 

correlación entre la expresión de Nurr1 y la neuroplasticidad dopaminérgica durante la 

adicción opiácea en la vía mesolímbica (Garcia-Perez et al. 2016). Además, este 

incremento en la expresión estriatal de Nurr1 se ha demostrado con la administración 

crónica de otras drogas como nicotina, anfetamina o la combinación de ambas (Saint-

Preux et al. 2013). 

La inducción de ΔFosB altera la expresión de genes de inducción tardía como CaMKII, 

GluR2, BDNF los cuales son fundametales en los procesos de plasticidad sináptica 

(Robinson and Kolb 2004). Dentro de las quinasas calcio/calmodulina dependientes, la 

CaMKII es particularmente abundante en el cerebro, siendo además la isoforma alpHa 

la predominante en el cerebro de rata (Sola, Tusell, Serratosa 1999). Diversos trabajos 

han demostrado que la CaMKII es un componente clave en en las vías moleculares 

que subyacen a la adicción a drogas (Fan et al. 1999; Li, Mao, Wei 2008). De hecho, 

estudios utilizando modelos animales de drogadicción han demostrado que cambios en 

los niveles de actividad o de expresión de la CaMKII influyen en la respuesta de los 

animales a las drogas de abuso y, al contrario, que la exposición a drogas produce 

cambios en la expresión o actividad de la CaMKII en determinadas áreas cerebrales. 

Por ejemplo, la inyección en el hipocampo y en la amígdala del inhibidor de CaMKII, 

KN-62, suprime la adquisición de CPP inducida por morfina (Lu et al. 2000), indicando 
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la importancia de la CaMKII cerebral en la adicción opiácea. Nosotros hemos estudiado 

el papel de la sensibilización motora a morfina en la inducción de los niveles de 

expresión de CaMKII en diferentes áreas cerebrales; en el NAc se observó que el 

tratamiento con la droga modifica los niveles de expresión de este gen y que además, 

estos niveles difieren entre genotipos pero más interesante resultó lo observado en la 

CPF donde el tratamiento inducido por morfina produce una sobreexpresión de CaMKII 

en los animales NK1+/+ que no se observa en los animales NK1-/-. En nuestro trabajo 

hemos logrado demostrar la relación entre la sensibilización motora inducida por 

drogas y los cambios en la expresión de CaMKII, lo cual correlaciona con trabajos 

previos en los que se ha demostrado que la administración directa en el ATV del 

inhibidor de la CaMKII, KN-93, atenúa la sensibilización comportamental inducida por 

cocaína y que los ratones carentes de la isoforma alpHa de la CaMKII presentan 

reducida la sensibilización motora inducida por esta droga (Licata, Schmidt, Pierce 

2004), sugiriendo que el incremento en el flujo de calcio en las neuronas 

dopaminérgicas del ATV contribuyen a la sensibilización comportamental por 

amplificación de la señalización a través de la CaMKII. Los cambios a nivel molecular 

observados en nuestro estudio podrían subyacer a las neuroadaptaciones inducidas 

por el tratamiento crónico y observadas fenotípicamente en la expresión de la 

sensibilización locomotora, estando ambas mediadas por el receptor NK1. Sabemos 

que el consumo crónico de drogas de abuso produce alteraciones en la expresión de 

ciertos genes implicados en plasticidad. Por ejemplo, la exposición crónica a cocaína 

incrementa la expresión de CaMKII que fosforila a la histona deacetilasa, aumentando 

la acetilación de ciertas histonas en los promotores de determinados genes diana 

como el gen que codifica para el receptor NK1, el CdK5 y el BDNF (Hyman, Malenka, 

Nestler 2006; Renthal and Nestler 2009). Este hecho podría sugerir una relación entre 

el receptor NK1, implicado en la potenciación a largo plazo (LTP) y en la adicción que 

es una forma de aprendizaje asociativo y las neuronas que lo expresan responden a 

estímulos que disparan a una tarea aprendida y recompensante (Boix et al. 1995; 

Elliott and Iversen 1986), y la CaMKII lo que podría llevar a una especie de 

retroalimentación positiva que potenciara sus efectos y por eso no observamos la 

sobreexpresión de CamKII inducida por morfina en los animales carentes del receptor 
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NK1 (NK1-/-). Es decir, se ha demostrado que el tratamiento crónico con drogas de 

abuso induce la sobreexpresión de CaMKII la cual modula la expresión del gen NK1, 

pero a su vez la expresión de este gen es condición necesaria para que se produzca 

dicha sobreexpresión. 

Además de la clara implicación del sistema dopaminérgico en el desarrollo de la 

sensibilización comportamental a los psicoestimulantes y opiáceos (Zarrindast and 

Rezayof 2004), este proceso puede reflejar cambios plásticos que implican la 

regulación del receptor ácido amino-3-hidroxi-5-metilo-4-

isoxazolpropiónico (receptor AMPA) (Wolf 1998). Los receptores AMPA están 

implicados en la neurotransmisión excitatoria rápida del glutamato y en procesos 

fisiológicos como plasticidad sináptica y formación de sinapsis y, cuya sobreexpresión 

conlleva a desordenes neurológicos como el Alzheimer y la epilepsia (Palmer, Cotton, 

Henley 2005). Los receptores AMPA son complejos heteroméricos formados por 4 

subunidades: GluR1, GluR2, GluR3 y GluR4, estando GluR1 y GluR2 implicadas en el 

desarrollo de la sensibilización comportamental (Carlezon and Nestler 2002; Palmer, 

Cotton, Henley 2005). De hecho, se ha informado que la morfina y otras drogas de 

abuso producen regulación al alza tanto de los niveles de proteína como de ARNm de 

GluR2 (Fitzgerald et al. 1996). Asimismo, se ha demostrado que estas subunidades 

están distribuidas en áreas cerebrales involucradas en la sensibilización conductual 

inducida por morfina: estriado, NAc y CPF (Boudreau and Wolf 2005; Palmer, Cotton, 

Henley 2005). Con la finalidad de evaluar los mecanismos que subyacen a la 

sensibilización comportamental inducida por morfina, hemos evaluado en animales 

NK1+/+ y NK1-/- los niveles de expresión de la subunidad GluR2 del receptor AMPA en 

tres áreas cerebrales implicadas en la sensibilización (NAc, estriado y CPF) tras el 

tratamiento agudo y repetido con morfina. Nuestros análisis muestran que el 

tratamiento con morfina produce modificaciones en los niveles de expresión de GluR2 

tanto en el NAc como en la CPF y, además en la CPF estos niveles de expresión 

difieren entre genotipos. Existe un trabajo previo donde detectaron una reducción en 

los niveles de expresión de GluR2, pero no de GluR3, en la amígdala y el hipocampo 

de ratas tratadas repetidamente con morfina, no encontrando cambios en el estriado, 
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CPF e hipotálamo (Sepehrizadeh et al. 2008). Igualmente, nosotros no hemos 

encontrado modificaciones en la expresión de GluR2 en el estriado pero a diferencia 

de ellos si las detectamos en la CPF. Estas diferencias podrían ser atribuídas al 

régimen de administración de morfina, los cuales difieren en gran medida, ya que 

nosotros hemos utilizado un protocolo de administración crónico de 15 días, con 2 

dosis de morfina diarias de 15 mg/kg i.p. y, ellos utilizaron un régimen de 

administración de morfina de 7 días con una inyección subcutánea al día de 10 mg/kg. 

Sin embargo, en la literatura existen datos contradictorios al respecto que necesitarían 

de estudios más exhaustivos acerca de la implicación de la subunidad GluR2 en los 

mecanismos responsables de la sensibilización. Algunos ejemplos contradictorios: 

mientras que un estudio sobre la expresión génica en el NAc de GluR2 reveló una 

supresión en la expresión de GluR2 tras 3 semanas desde el cese de la exposición a 

morfina y no reveló modificaciones durante el tratamiento con la misma (Spijker et al. 

2004), otro postula la implicación de GluR2 en el desarrollo de la sensibilización pero 

no de su expresión. 

El factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) juega un importante papel en los 

procesos de plasticidad neuronal como el aprendizaje, la memoria y la drogadicción 

(Aid et al. 2007). De hecho existen numerosos estudios que han propuesto a BDNF 

como modulador de la plasticidad neuronal y comportamental inducida por la acción de 

las drogas de abuso en el sistema mesocorticolímbico dopaminérgico (Hyman et al. 

1991). En nuestro estudio hemos mostrado que el tratamiento con morfina produce 

modificaciones en los niveles de expresión de BDNF en el NAc. En particular, el 

tratamiento agudo y crónico con la droga induce sobreexpresión de este gen en los 

animales silvestres, siendo esta muy elevada tras el tratamiento crónico (incremento en 

la expresión= 4). En los animales NK1-/- el tratamiento agudo con morfina no produjo 

modificaciones en la expresión de BDNF, mientras que el tratamiento crónico con la 

droga indujo sobreexpresión de BDNF en el NAc, aunque más moderada en 

comparación con los animales silvestres (incremento en la expresión= 1.5). En 

concordancia, trabajos previos han demostrado que la administración repetida de 

morfina incrementa exponencialmente la expresión de BDNF en el hipocampo, estriado 

dorsal y NAc (Meng et al. 2013), así como la exposición reiterada a heroína produce la 
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sobreexpresión de los niveles de ARNm en el ATV (Vargas-Perez et al. 2009). Esto 

mismo ocurre con otras drogas de abuso, existen estudios donde se muestra que la 

administración crónica en ratas de Δ9-tetrahidrocannabinol incrementan la expresión 

de los niveles de BDNF, tanto del ARNm como de la proteína, en determinadas áreas 

cerebrales implicadas en la recompensa y la adicción (Butovsky et al. 2005); 

concretamente, el tratamiento crónico con Δ9-THC produjo una sobreexpresión de 

BDNF del 10% en el NAc, mientras que el tratamiento agudo con la droga no indujo 

cambios. Además, en nuestro estudio hemos detectado que los niveles estriatales de 

BDNF difieren entre genotipos; Morcuende ya informó sobre el incremento de los 

niveles hipocampales de BDNF en los animales NK1-/- en comparación con los 

NK1+/+, aunque no pudieron correlacionarlo de forma obvia con una mejora en el 

aprendizaje y la memoria evaluadas en el laberinto de agua de Morris (Morcuende et 

al. 2003). Nuestros resultados sugieren que la sobreexpresión de BDNF inducida por 

por la exposición a morfina desempeña un papel importante en los procesos 

neuroadaptativos que conllevan a una remodelación a largo plazo tanto funcional como 

estructural de las conexiones sinápticas. 

 

7. Correlación entre la sensibilización locomotora inducida por morfina y los 
cambios en las expresión génica en el núcleo accumbens, estriado dorsal 
y corteza prefrontal 

Estudios previos han demostrado que las alteraciones en la plasticidad estructural en 

diferentes áreas cerebrales inducidas por la autoadministración crónica de morfina 

difieren entre cepas de ratas identificadas como conductualmente vulnerables o 

resistentes a la adicción, revelando la importancia de la vulnerabilidad y de las 

adaptaciones neurofisiológicas producidas por la exposición repetida a opiáceos 

(Ballesteros-Yanez et al. 2007; Ballesteros-Yanez et al. 2008). En este trabajo hemos 

correlacionado las diferencias interindividuales en la propensión a la sensibilización 

locomotora inducida por morfina con las neuroadaptaciones moleculares que subyacen 

a la exposición repetida a esta droga y que vienen dadas por la alteración en la 
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expresión de determinados genes implicados en el proceso de adicción y la 

neuroplasticidad. 

Existen estudios que demuestran que la sobreexpresión de ΔFosB produce una mayor 

sensibilidad a la morfina y que esta sobreexpresión es además requerida para que se 

sensibilice la respuesta a los psicoestimulantes (Nestler 2001a; Nestler 2001b). Sin 

embargo, los resultados analizados aquí no muestran correlación alguna entre la 

vulnerabilidad a la sensibilización locomotora producida por la morfina y la expresión 

de ΔFosB en ninguna de las áreas cerebrales estudiadas. Lo mismo ocurre para los 

demás genes estudiados excepto para CaMKII, para el que se ha demostrado que 

existe una correlación positiva entre la propensión a desarrollar sensibilización 

locomotora inducida por morfina y la expresión de dicho gen en el NAc; es decir, los 

animales que han desarrollado una mayor sensibilización presentan una mayor 

sobreexpresión de este gen en esta área cerebral. Nosotros habíamos hipotetizado 

sobre que la alteración en la expresión génica de CaMKII podría ser un reflejo de la 

expresión de la sensibilización locomotora inducida por morfina, y estos datos lo 

confirman. En concordancia a lo expuesto, Kadivar et al., (Kadivar et al. 2014) 

demostraron que la sensibilización a morfina producía un incremento significativo en la 

locomoción y en la expresión de CaMKII en el hipocampo de ratas mientras que la 

administración aguda no producía dicha sobreexpresión. Además, en este trabajo 

mostraron que los animales no sensibilizadores a morfina no presentaban cambios 

significativos en los niveles de expresión de CaMKII mientras que en las ratas 

sensibilizadas a esta droga se producía un incremento en dichos niveles así como en 

las actividades Ca2+/calmodulina-independiente y Ca2+/calmodulina-dependiente de 

CaMKII. La implicación de la actividad CaMKII en el desarrollo y expresión de la 

sensibilización a psicoestimulantes ya había sido descrita previamente; demostrando 

que la microinjección de inhibidores de la CaMKII en ciertas áreas cerebrales como el 

NAc y el estriado inhiben las neuroadaptaciones que conllevan a la sensibilización 

producida por los psicoestimulantes (Kantor, Hewlett, Gnegy 1999; Loweth et al. 2010). 

Además, observamos una correlación marginal entre la vulnerabilidad a la 

sensibilización locomotora y los niveles de expresión de Nurr1 y BDNF en el NAc. 
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Existe un estudio en el que se recogen los efectos de la morfina sobre la expresión de 

IEGs en el estriado de ratones pertenecientes a dos cepa congénitas distintas: 

C57BL/6J y DBA/2J (Ziolkowska et al. 2012) y, cuya respuesta locomotora producida 

por la droga es marcadamente diferente; la cepa C57BL/6J muestra una notable 

actividad locomotora tras el tratamiento agudo y crónico con morfina mientras que esta 

respuesta está ausente en la cepa DBA/2J; el análisis tras el tratamiento crónico con 

morfina, mediante microarrays, confirma que los patrones de expresión en el estriado 

de un grupo de 8 genes difiere entre estas dos cepas (fra-2, mkp1, zif268, egr1, egr2, 

junB , NGFI-B y arc) y además, esta sobreexpresión era mayor al final del tratamiento 

crónico con la droga en los ratones pertenecientes a la cepa C57BL/6J mientras que 

en ese momento esos mismos genes se encontraban subexpresados en la cepa 

DBA/2J. Este tipo de estudios pone de manifiesto la existencia de diferencias en la 

vulnerabilidad a drogas entre diferentes cepas de ratón, lo cual correlaciona con 

diferentes patrones génicos de expresión inducidos por el tratamiento crónico con la 

droga; nosotros en nuestro estudio hemos querido ir más allá estudiando las 

diferencias entre individuos dentro de una misma cepa, en nuestro caso MF1, logrando 

correlacionar el incremento de la actividad locomotora inducido por el tratamiento 

crónico con morfina con la sobreexpresión de Nurr1 y BDNF en el NAc. 
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1. La adquisición y expresión de sensibilización locomotora inducida por cocaína 

está inalterada en los animales NK1-/-, mientras que la inducida por morfina está 

estadísticamente reducida. La clasificación de los animales en sensiblizadores y 

no sensibilizadores a la droga muestra que el porcentaje de animales de cada 

subpoblación es similar entre genotipos en el caso de cocaína, mientras que para 

morfina se observa que los animales mutantes NK1-/- sensibilizan en un menor 

porcentaje. 

2. La adquisición y mantenimiento de la autoadministración operante de comida y la 

motivación por los recompensantes naturales permanecen inalteradas en los 

animales NK1-/-. No se ha encontrado correlación entre la vulnerabilidad a la 

sensibilización locomotora inducida por morfina y la regulación de la motivación 

inducida por un refuerzo natural. 

3. Los animales NK1-/- son capaces de adquirir y mantener un comportamiento de 

autoadministración operante de morfina. Los animales sensibilizadores a morfina 

NK1-/- presentan una motivación por la droga significativamente menor que los 

animales sensibilizadores NK1+/+. Además, la propensión a la sensibilización 

motora inducida por morfina no incrementa la persistencia en la búsqueda 

compulsiva de la droga y por tanto, no representa un factor de vulnerabilidad para 

el desarrollo de este criterio que caracteriza la conducta adictiva. 

4. El tratamiento con morfina induce la sobreexpresión de genes implicados en 

adicción y plasticidad neuronal en el NAc (ΔFosB, BDNF, CaMKII y GluR2), 

estriado (ΔFosB) y CPF (GluR2) y, además los niveles de expresión de algunos 

de ellos difieren entre genotipos como NAc (CaMKII), estriado (Nurr1 y BDNF) y 

CPF (GluR2). Por otra parte, existe una correlación significativa y/o marginal 

entre la propensión a la sensibilización locomotora inducida por morfina y la 

expresión en los niveles de Nurr1, BDNF y CaMKII en el NAc; por lo que 

podemos concluir que las modificaciones moleculares, que subyacen al proceso 

de adicción y a los procesos de plasticidad sináptica, son mayores en los 

animales sensibilizadores a morfina. 
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LACK OF NEUROPROTECTION AGAINST DOPAMINERGIC NEUROTOXICITY 
INDUCED BY MDMA IN NK1 RECEPTOR KNOCKOUT MICE 
 
Abstract 

3,4 MethylenedioxymethampHetamine (MDMA), also known as “Ecstasy”, is an ampHetamine 

derivative with psychostimulant properties. MDMA is widely used as recreational drug by young 

people at clubs and raves. MDMA toxicity appears to be limited to dopamine (DA) producing 

neurons in mice and causes nerve terminal degeneration in mouse striatum. Neurokinin 1 

receptor (NK1) antagonists have been shown to protect methampHetamine neurotoxicity. We 

investigated the effect of toxic MDMA schedule (3 x 25mg/Kg, every 2 h) on rectal temperature 

in NK1 receptor knockout mice (NK1-/-). MDMA treated animals showed hyperthermia 

compared to saline treated animals and the increase of rectal temperature was similar in both 

genotypes. Long term effect of MDMA treatment on locomotion, anxiety and striatal 

dopaminergic neurotoxicity in NK1-/- mice was also evaluated. No locomotor changes were 

found six days after toxic MDMA treatment, however an anxiogenic effect of the treatment was 

observed in both genotypes. In order to establish the degree of dopaminergic toxicity, DA 

content and its main metabolites (3,4-dihydroxypHenylacetic acid or DOPAC and homovalinic 

acid or HVA) in striatum were measured, as well as the striatal dopamine transporter sites 

(DAT). Data shown a marked depletion of DA, DOPAC and HVA, and a profound decrease in 

DAT sites in both genotypes. The rewarding properties of MDMA were evaluated in NK1-/- 

animals. Results showed that MDMA displayed a significant conditioned place preference in 

both wildtypes and knockouts. These results reveal a lack of neuroprotection in NK1-/- mice 

induced by a toxic MDMA regimen, suggesting that NK1 receptor antagonists do not offer a 

therapeutic advantage against neurotoxicity induced by ampHetamine derivatives. 
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Conclusions 

 

1. MDMA toxic administration induces an increase in rectal temperature of mutant and wild-

type animals, concluding that substance P does not modulate the hyperthermic response. 

2. Pretreatment with RP67580, selective antagonist of NK1 receptor, does not block the 

hyperthermic response induced by MDMA in wild-type animals. 

3. The lack of the NK1 receptor does not provide neuroprotection against MDMA-induced 

dopaminergic neurotoxicity. 

4. MDMA toxic administration does not induce long-term alterations on locomotor activity in 

both NK1-/- and NK +/+ animals. 

5. MDMA increases anxiety in both NK1-/- and NK1+/+ animals, therefore SP is not able to 

modulate long-term effects on the levels of anxiety induced by the toxic administration of 

this drug. 

6. MDMA rewarding effects are similar in NK1-/- and NK1+/+ mice, therefore the rewarding 

properties of this drug does not appear to be mediated by the SP. 

7. Probably, NK1 receptor antagonists do not offer a therapeutic advantages over induced 

ampHetamine derivative neurotoxicity. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 
 

 INTRODUCCIÓN  
“Ecstasy, everything looks wonderful 
when you’re young and on drugs” 
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1. Drogas de síntesis 

La denominación “drogas de síntesis” o “drogas de diseño”, éste último término acuñado en los 

años sesenta por el farmacólogo californiano Gary Henderson,  agrupa una serie de sustancias 

psicoactivas de origen sintético, elaboradas clandestinamente con fines recreativos. Estas 

sustancias presentan una estructura y propiedades similares a drogas ilegales de amplio 

consumo ya existentes, pero que al ser nuevos compuestos químicos no están sometidos a 

restricciones legales. 

La amplia variedad de drogas de síntesis se pueden estructurar en varios grupos 

farmacológicos: fenieltilaminas (derivados de las anfetaminas), opiáceos (derivados del 

fentanilo o de la meperidina), derivados de la metacualona, arilhexilaminas (análogos de la 

fenciclidina) y, otras drogas de diseño como el gamma-hidroxi-butirato (GHB) o el éxtasis 

vegetal (Tabla I). 

Tabla I. Clasificación de las “Drogas de diseño” 

FENILETILAMINAS

Metanfetamina crystal, meth, speed o ice (clorhidrato de metanfetamina) 

TMA-2 (2,4,5-trimetoxi anfetamina) 

DOM (4-metil-2,5 dimetoxi anfetamina) STP 

PMA (parametoxi anfetamina) 

DOB (4-bromo-2,5-dimetoxi anfetamina) 

2CB-MFT (4-bromo-2,5-dimetoxifenil anfetamina) o “afterturner” 

MDA (3,4-metilenodioxi anfetamina) o “píldora del amor” 

MDMA (3,4-metilenodioximetanfetamina) éxtasis, Adán, “E”, “XTC”, “XX”, MDM, M&M... 

MDEA (3,4-metilenodioxi etilanfetamina), MDE o “Eva”

OPIACEOS

Derivados del Fentanilo: 

AMF (alfametil fentanilo) o “China White” 

3MF (3 metil fentanilo) 

PFF (parafluoro fentanilo) 

AMAF (alfametilacetil fentanilo) 
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Derivados de la Meperidina: 

MPPP (1 metil, 4 fenil, 4 propionoxipiperidina) 

MPTP (1 metil, 4 fenil, 1,2,3,6 tetrahidropiridina)

ARILHEXILAMINAS

Fenciclidina (PCP) o “polvo de ángel” 

PCC (piperidino ciclohexano carbonitrilo) 

TCP (tiofeno fenciclidina) 

PCE (n-etil fenciclidina) 

PHP (fenilciclohexilpirrolidina) 

DERIVADOS DE LA METACUALONA

Meclocualona 

Nitrometacualona 

OTROS 

Gamma-Hidroxi-Butirato (GHB) 

Éxtasis vegetal

Entre todas estas sustancias la MDMA es la más conocida debido a su elevado consumo, a 

sus acciones estimulantes y a que puede producir neurotoxicidad. 

 

2. MDMA 

 

2.1. Antecedentes históricos 

La 3,4,-metilenodioximetanfetamina (MDMA), popularmente conocida como “éxtasis”, fue 

sintetizada por vez primera en 1912 en los Laboratorios Merck con la intención de patentarla e 

introducirla como anorexígeno, aunque nunca llegó a ser comercializada (Shulgin 1986). 

En la década de los 70, el psicólogo Leo Zoff comenzó a introducirla con fines terapéuticos con 

el nombre de Adán, más frecuente en el ámbito de la psicología clínica debido a su capacidad 

para facilitar las relaciones interpersonales, el acceso al interior de la conciencia del individuo y 
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la comunicación entre terapeuta y paciente. Por otro lado, a comienzos de los 80 la MDMA, 

rebautizada por los vendedores como éxtasis, comenzó a experimentar una creciente 

popularización entre estudiantes universitarios, yuppies, homosexuales e integrantes del 

movimiento New Age (movimiento espiritualista para el que la MDMA constituía su droga 

sacramental) como recurso recreativo, siendo consumida en fiestas para favorecer las 

relaciones sociales. En los años 80 comienza la exportación de la droga desde América a 

Europa, primero Ibiza y Valencia, posteriormente, Londres y Manchester. En nuestro país, el 

consumo de éxtasis sufre una rápida expansión hacia ambientes como las raves (fiestas 

multitudinarias basadas en la música techno), la ruta del bakalao y los after hours (Bobes 

García and Sáiz Martínez 2003), alcanzando los máximos niveles de consumo a mediados de 

los 90 y principios del siglo XXI donde los más jóvenes comienzan a consumir esta sustancia 

denominada en su jerga como pastillas, pastis o pirulas. 

En 1985, la Drug Enforcement Agency (DEA) incluye a la MDMA en la Lista I de la 

Comprehensive Substances Act, prohibiendo así su consumo terapéutico o recreativo y su 

tráfico ilegal debido a su alto potencial de abuso, ausencia de aplicación clínica, incumplimiento 

de la normativa de seguridad exigida por la Food and Drug Administration (FDA) y evidencia de 

que la 3,4-metilenodioxianfetamina (MDA), compuesto relacionado y principal metabolito del 

MDMA, inducía degeneración de los terminales nerviosos serotonérgicos en el cerebro de rata. 

En el año 1986, la OMS (Organización Mundial de la Salud) incluye a la MDMA en la Lista I de 

Convenio sobre Psicotrópicos convirtiéndola en una droga ilegal a nivel mundial. 

 

2.2. Estructura química 

La 3,4,-metilenodioximetanfetamina es un derivado de la fenieltilamina, originado mediante la 

adición de un grupo metilo al NH2 de la cadena lateral y de un grupo metilén-dioxi al anillo 

aromático. El isómero dextro es la forma farmacológicamente más activa. En la Figura 1 se 

puede observar la estructura química de las principales feniletilaminas. 
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Figura I. Estructura química de las principales feniletilaminas 

 

                     (Green et al. 2003) 

 

2.3. Farmacocinética 

La MDMA se absorbe bien a través del tracto gastrointestinal, alcanzando las concentraciones 

máximas aproximadamente dos horas después de la administración oral de una dosis única y 

su semivida de eliminación es de 9 horas (Segura et al. 2001). Atraviesa rápidamente la 

barrera hematoencefálica debido a su liposolubilidad, de ahí sus efectos sobre el Sistema 

Nervioso Central (SNC). 

El metabolismo de la MDMA ha sido extensamente estudiado debido a la posible implicación 

de algunos de sus metabolitos en sus efectos neurotóxicos. La MDMA es metabolizada 

fundamentalmente en el hígado, obteniéndose numerosos metabolitos distintos que se 

eliminan principalmente a través de la orina. Sus principales vías metabólicas (Figura 2) son la 

desmetilación, catalizada fundamentalmente a través de la CYP2D6 dando lugar a la 3,4-
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dihidroximetanfetamina (HHMA) y después la metilación por la catecolmetiltransferasa (COMT) 

que producirá 4-hidroxi-3-metoximetanfetamina (HMMA). Existe una vía minoritaria de 

transformación de la MDMA por desmetilación en MDA (3,4-metilenodioxianfetamina), ésta a 

su vez será desmetilada y metilada para formar 3,4-dihidroxianfetamina (HHA) y 4-hidroxi-3-

metoxianfetamina (HMA) respectivamente. La MDA es un metabolito especialmente activo al 

que se considera parcialmente responsable de la neurotoxicidad de la MDMA; presenta una 

semivida de eliminación de 24 horas, lo que contribuye a prolongar los efectos de la MDMA. 

La MDMA presenta una farmacocinética de saturación, existiendo una tendencia a su 

acumulación a dosis altas (de la Torre et al. 1999; de la Torre et al. 2000). Esto se debe a la 

capacidad de la MDMA o de alguno de sus metabolitos para inhibir enzimáticamente al 

CYP2D6, impidiendo parcialmente la transformación de MDMA a HHMA y HMMA (Farre et al. 

2004). Estas características implican un aumento desproporcionado de las concentraciones de 

MDMA tras dosis altas o repetidas, lo que puede producir incrementos en la toxicidad. 

Figura 2. Principales vías metabólicas de la MDMA 

 

   (Escobedo et al. 2005) 
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2.4. Efectos agudos del MDMA en ratones 

2.4.1.  Efectos neuroquímicos 

La administración de MDMA en ratones produce un efecto neuroquímico bifásico en el que 

distinguimos efectos agudos que son reversibles y efectos a largo plazo, que son persistentes 

y neurotóxicos. 

Existen numerosas evidencias de que la MDMA induce la liberación aguda de dopamina en el 

cerebro de ratón. Entre estas evidencias encontramos estudios de microdiálisis in vivo en los 

que la administración de MDMA produce un incremento de la concentración extracelular de 

dopamina en el estriado (Camarero et al. 2002; Colado et al. 2001), lo que se refleja en una 

disminución significativa del contenido estriatal de dopamina y sus metabolitos 3 horas 

después a la administración de la droga (O'Shea et al. 2001). 

Los efectos neuroquímicos agudos en ratones contrastan enormemente con los encontrados 

en ratas en los que la administración de la droga produce, además de efectos neuroquímicos 

dopaminérgicos similares a los observados en ratones, la liberación aguda de serotonina y una 

marcada reducción de la concentración de 5-HT en el tejido cerebral pocas horas después su 

administración (Colado and Green 1994). Sin embargo, en ratones la administración de MDMA 

solamente induce una leve reducción en la concentración de 5-HT y ácido indolacético (5-

HIAA) en corteza, hipocampo y estriado (O'Shea et al. 2001). En humanos, los efectos de 

MDMA son, al igual que en rata, predominantemente sobre el sistema dopaminérgico y 

serotonérgico cerebral (Parrott 2012). 

 

2.4.2.  Efectos en la temperatura corporal 

De manera similar a lo que encontramos en otras especies, en ratones la respuesta sobre la 

temperatura corporal inducida por la administración de MDMA generalmente produce 

hipertermia. La hipertermia consiste en un incremento de la temperatura rectal de los animales, 

que oscila entre 1,5-2ºC y alcanza un pico entre 30-60 min después de la administración de la 

droga. Aunque esta respuesta es dependiente de la dosis administrada y de la cepa empleada 

en el estudio. Numerosos grupos han estudiado la respuesta en la temperatura corporal 

inducida por MDMA observando que  produce hipertermia en ratones C57BL/6J (Miller and 
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O'Callaghan 1994; O'Callaghan and Miller 1994) NIH/Swiss (Colado et al. 2001) y ratones 

Charles River (Carvalho et al. 2002), pero hipotermia en ratones BALB/c (Johnson et al. 2002). 

 

2.4.3.  Efectos en la actividad locomotora

Una de las consecuencias funcionales derivadas de la liberación de dopamina inducida por la 

administración de MDMA en ratones es el incremento de la actividad locomotora (Itzhak et al. 

2003; Miller and O'Callaghan 1994). Además, esta hiperlocomoción parece estar también 

mediada, al menos en parte, por el trasportador de 5-HT (Bengel et al. 1998) y el receptor 5-

HT1B (Scearce-Levie, Viswanathan, Hen 1999). El trabajo de Scearce-Levie, demostró que los 

ratones knockout para el receptor 5-HT1B solamente mostraban un incremento en la actividad 

locomotora en respuesta a dosis elevadas de MDMA y que además esta respuesta aparecía 

con retardo. Estos resultados fueron corroborados mediante la administración en animales 

silvestres del antagonista del receptor 5-HT1B/1D, GR 127935, observando que el incremento de 

la actividad locomotora inducida por MDMA era bloqueada de manera similar que en los 

animales knockout. 

 

2.5. Efectos a largo plazo del MDMA en ratones 

2.5.1.  Efectos neuroquímicos 

Los efectos neuroquímicos a largo plazo inducidos por la administración de MDMA son 

persistentes y neurotóxicos. Estos efectos neurotóxicos son específicos de la especie, ya que 

existen marcadas diferencias entre el daño neuronal inducido por la MDMA en rata y ratón. En 

la rata la administración de MDMA produce, a largo plazo, una pérdida de terminales nerviosos 

serotoninérgicos en la corteza cerebral, estriado e hipocampo (O'Hearn et al. 1988). En 

contraste con lo que ocurre en la rata, en el ratón la MDMA se comporta como una neurotoxina 

dopaminérgica selectiva (Logan et al. 1988; O'Callaghan and Miller 1994; Stone, Hanson, Gibb 

1987), sin apenas efecto sobre el contenido de 5-HT y 5-HIAA (O'Shea et al. 2001). 

La administración repetida de MDMA en ratones produce tanto degeneración de los terminales 

nerviosos dopaminérgicos en el estriado (Granado et al. 2008a; Logan et al. 1988; O'Callaghan 
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and Miller 1994) como pérdida de los cuerpos celulares en sustancia negra (Granado et al. 

2008b). Esta degeneración terminal dopaminérgica se manifiesta por la reducción significativa 

de la concentración de DA y sus metabolitos, los ácidos 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y 

homovalínico (HVA) en el estriado, la disminución de la actividad de la tiroxina hidroxilasa (TH) 

en el estriado (Granado et al. 2008a), enzima limitante de la síntesis de DA (O'Callaghan and 

Miller 1994)y la reducción de la densidad estriatal del transportador de dopamina (DAT) 

(Reveron, Monks, Duvauchelle 2005). Además, la MDMA causa astrogliosis y activación de la 

microglia considerados como marcadores de inflamación y neurotoxicidad (Fantegrossi et al. 

2008; Miller and O'Callaghan 1995; Thomas et al. 2004). 

2.5.2.  Efectos funcionales 

Los efectos neurotóxicos a largo plazo de la MDMA además de cambios neuroquímicos 

también producen cambios funcionales. Estudios en humanos proporcionan evidencias claras 

de los problemas clínicos asociados con el consumo prolongado de éxtasis. En estos estudios 

se ha observado que los consumidores de MDMA muestran daño cognitivo a largo plazo 

(Gouzoulis-Mayfrank and Daumann 2009; Verkes et al. 2001), y secuelas psiquiátricas como 

ansiedad, depresión o aumento de la impulsividad (Morgan et al. 2002; Parrott, Sisk, Turner 

2000; Verkes et al. 2001). Sin embargo, en animales de experimentación existen escasas 

evidencias sobre las alteraciones funcionales a largo plazo inducidas por la administración 

tóxica de MDMA. Trabajos en ratas reflejan que el tratamiento con MDMA produce a largo 

plazo deterioro cognitivo (Marston et al. 1999; Morley et al. 2001) y alteraciones en los niveles 

de ansiedad (Gurtman et al. 2002; Morley et al. 2001; Slikker et al. 1989). Además, otros 

trabajos en ratas han documentado alteraciones funcionales a largo plazo en la actividad 

locomotora (Wallace, Gudelsky, Vorhees 2001). 

 

2.6. Mecanismos de neurotoxicidad 

Está completamente aceptado que la MDMA es capaz de producir neurotoxicidad. Sin 

embargo, los mecanismos de acción subyacentes a ella no han sido totalmente identificados 

hasta el momento aunque existen numerosas evidencias que apuntan hacia diferentes 

mecanismos que podrían explicar esta neurotoxicidad: hipertermia, formación de un metabolito 
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neurotóxico de la MDMA y estrés oxidativo entre otros. 

2.6.1.  Hipertermia 

La hipertermia es uno de los efectos agudos adversos más comunes derivado del consumo de 

MDMA y está directamente relacionado con la mortalidad en los consumidores de éxtasis. 

La administración de MDMA en animales de experimentación también induce hipertermia 

(Green et al. 2003; Johnson, Sharp, Miller 2000; Johnson, O'Callaghan, Miller 2002; Miller and 

O'Callaghan 1994) y además la severidad de esta respuesta hipertérmica está estrechamente 

relacionada con un mayor daño neurotóxico a largo plazo inducido por la droga (Malberg and 

Seiden 1998). Además, la respuesta hipertérmica y por tanto el daño neurotóxico están 

estrechamente relacionados con la temperatura ambiental, de manera que la administración de 

MDMA a bajas temperaturas ambientales produce una menor hipertermia y por tanto menor 

neurotoxicidad (Green et al. 2005; Schmidt et al. 1990), mientras que su administración a altas 

temperaturas produce una mayor respuesta hipertérmica y en consecuencia la toxicidad se 

incrementa (Green et al. 2004; Sanchez et al. 2004). 

Numerosos estudios sugieren que la hipertermia inducida por la MDMA es debida a la 

liberación de dopamina producida por la droga. El antagonista del receptor de dopamina D1, 

DSCH 23390, es capaz de bloquear la hipertermia inducia por la MDMA por lo que la 

hipertermia debe ser producida por un aumento en la liberación de dopamina, la cual actúa a 

través de los receptores D1 (Mechan et al. 2002a). Además, en ratas se ha conseguido 

disociar la respuesta hipertérmica del incremento de 5-HT inducido por la MDMA, indicando 

que el incremento de la temperatura corporal inducido por MDMA no es consecuencia de la 

liberación de 5-HT. Esta conclusión es apoyada por diferentes autores que han probado por 

una parte, la incapacidad de diferentes antagonistas de los receptores de 5-HT para bloquear 

la respuesta hipertérmica inducida por la MDMA y por otra, la inhibición del incremento de 5-HT 

extracelular mediante la administración del inhibidor selectivo de la recaptación de 5-HT, 

fluoxetina, sin que existan efectos en la respuesta hipertérmica (Berger, Gu, Azmitia 1992; 

Malberg, Sabol, Seiden 1996; Schmidt and Taylor 1990). 

Cabe resaltar la función del hipotálamo como centro regulador de la temperatura corporal, 

concretamente la región preóptica del hipotálamo se ha propuesto como punto de control de la 
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hipertermia. Debido al papel del hipotálamo como centro termorregulador se ha hipotetizado 

acerca de su posible función en la hipertermia y por tanto, en la mortalidad inducida por la 

MDMA. Se ha demostrado que las neuronas de la región dorsomedial del hipotálamo median la 

hipertermia inducida por MDMA, ya que la inhibición de las neuronas de esta región atenúa la 

temperatura corporal y la respuesta locomotora, previniendo la mortalidad inducida por esta 

droga tanto a temperatura ambiente (Rusynial et al., 2008) como a 32ºC (Zaretsky et al. 2014, 

2015). 

 

2.6.2.  Metabolito tóxico de la MDMA 

Se ha hipotetizado acerca de si los efectos agudos y a largo plazo de la MDMA sobre las 

monoaminas del cerebro de ratón son debidas al compuesto original y/o a un posible 

metabolito reactivo. Esta hipótesis se confirma cuando se muestra que la administración tóxica 

en ratones de MDMA intraperitoneal (i.p.) e intraestriatalmente produce diferentes efectos tanto 

agudos como a largo plazo. Dosis tóxicas de MDMA administradas i.p., pero no 

intraestriatalmente, producen una reducción del contenido de DA en el estriado una hora 

después de la última dosis y una reducción de DA siete días después de su administración 

(Escobedo et al. 2005). El hecho de que los cambios inducidos por la administración i.p. e 

intraestriatal de la droga sean diferentes indican que la MDMA no es la única responsable de 

los efectos agudos y a largo plazo, señalando que el compuesto original es metabolizado a 

otros compuestos responsables de los efectos observados tras la administración periférica. 

La identificación de este metabolito o metabolitos neurotóxicos es controvertida a pesar de las 

numerosas investigaciones existentes (Capela et al. 2007; Green et al. 2003; O'Shea et al. 

2002). La MDA es el principal metabolito de la MDMA, más potente como neurotoxina 

serotonérgica en ratas (Colado, Williams, Green 1995) e induce hipertermia en ratas y ratones 

(Colado, Williams, Green 1995; Miller and O'Callaghan 1994). Los mecanismos de toxicidad de 

ambos compuestos están muy ligados por lo que es razonable suponer que los efectos 

comportamentales y bioquímicos derivados de la administración de la droga se deben no sólo 

a la acción de la MDMA si no que la MDA puede ser responsable, bien por sí misma o dando 

lugar a otro metabolito neurotóxico, de la neurotoxicidad de la MDMA. 
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Otros compuestos reactivos, como la HHMA, se han estudiado como posibles neurotoxinas o 

precursores de otros metabolitos neurotóxicos en roedores y humanos (Segura et al. 2001). 

Sin embargo, la neurotoxicidad específica de los diferentes metabolitos es discutible (Johnson 

et al. 1992) y necesita ser bien caracterizada. 

2.6.3.  Estrés oxidativo 

La toxicidad de la MDMA parece estar relacionada con el proceso de estrés oxidativo, el cual 

se sabe que contribuye con el daño neuronal inducido por la droga (Chipana et al. 2008; 

Jayanthi et al. 1999). Existen numerosas evidencias que sugieren que el incremento en la 

formación de radicales libres en ratones desempeña un papel crucial en la neurotoxicidad 

dopaminérgica a largo plazo inducida por la MDMA: la administración de MDMA en ratones 

produce un incremento de radicales hidroxilo que mediante un proceso de estrés oxidativo 

aumentan la peroxidación lipídica y la oxidación del ADN, produciendo su fragmentación en el 

estriado y sustancia negra (SN) (Camarero et al. 2002; Fornai et al. 2004). Además, diferentes 

trabajos han mostrado que ratones transgénicos que sobreexpresan el gen humano de la 

superóxido dismutasa (SOD) son resistentes a la neurotoxicidad inducida por MDMA (Cadet et 

al. 1995; Cadet, Thiriet, Jayanthi 2001) y la administración de la droga en ratones silvestres 

produce disminución de la actividad de la SOD y de la glutatión peroxidasa (GPx) y un 

aumento en la peróxidación lipídica en diferentes áreas del cerebro (Jayanthi et al. 1999). 

La MDMA además de incrementar la producción de radicales libres, daña los sistemas 

antioxidantes del ratón. Se ha probado que la administración de MDMA produce una 

disminución de las reservas endógenas de vitamina E en el cerebro de ratón, lo cual coincide 

en el tiempo con la aparición del daño neuronal inducido por la droga y además, los ratones 

alimentados con una dieta pobre en vitamina E muestran una mayor susceptibilidad a los 

efectos neurotóxicos producidos por la MDMA (Johnson et al. 2002). 

Diversas evidencias explican que la formación de especies reactivas de oxígeno dentro de los 

terminales dopaminérgicos estriatales es inducida por la MDMA y que tanto la función del DAT 

como los efectos del MDMA sobre éstos son imprescindibles para comprender la 

neurotoxicidad inducida por esta droga. Algunos trabajos muestran que cuando la 

concentración de MDMA es elevada, la droga entra al terminal dopaminérgico por difusión y no 
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a través de los transportadores de DA (Camarero et al. 2002; Chipana et al. 2008). Además, en 

el interior del terminal los efectos oxidantes de los radicales libres inactivan al DAT, atrapando 

a la DA dentro del terminal lo que potencia la formación de especies reactivas de oxígeno y 

conduce al daño de los terminales nerviosos dopaminérgicos. En resumen, se deduce que la 

inhibición del DAT producida por la MDMA conduce a una mayor formación de especies 

reactivas de oxígeno, lo cual potencia la neurotoxicidad inducida por la droga. 

 

2.7. Propiedades recompensantes  

Existen numerosas evidencias de las propiedades recompensantes de la MDMA en animales 

de experimentación. Estas evidencias han sido demostradas comportamentalmente mediante 

experimentos de autoadministración de MDMA en ratones (Trigo et al. 2006), ratas (Daniela, 

Gittings, Schenk 2006; Ratzenboeck et al. 2001) y primates no humanos (Fantegrossi et al. 

2004; Fantegrossi 2007; Lamb and Griffiths 1987) y mediante el paradigma de preferencia 

plaza condicionada (Daza-Losada et al. 2007; Robledo et al. 2004). Sin embargo, los efectos 

recompensantes producidos por la MDMA son menores que los producidos por otras drogas, 

esto ha sido observado en experimentos de autoadministración en los que un elevado número 

de animales no alcanzan la adquisición incluso tras largos periodos de entrenamiento (Schenk 

et al. 2007), programas de condicionamiento operante de baja razón fija no logran mantener la 

autoadministración de MDMA (Fantegrossi 2007) y que los puntos de corte alcanzados en los 

programas de condicionamiento de razón progresiva son menores que los alcanzados con 

cocaína o metanfetamina (Lile, Ross, Nader 2005; Wang and Woolverton 2007). 

El incremento de la actividad del circuito mesolímbico dopaminérgico es el sustrato neural 

común que media las propiedades recompensantes de las drogas de abuso como el alcohol, 

los psicoestimulantes, la nicotina, los opioides y los cannabinoides (Koob and Le Moal 2001; 

Pontieri et al. 1996). La MDMA incrementa la liberación de dopamina en el núcleo accumbens 

(Marona-Lewicka et al. 1996; Robledo et al. 2004; White et al. 1996), lo que parece contribuir, 

al menos en parte, en las propiedades recompensantes producidas por esta droga.
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Hipótesis de trabajo 

La anfetamina y sus derivados son drogas de abuso de amplio uso en la población joven de 

Europa y Norteamérica. En concreto, la 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) o 

“éxtasis” es capaz de generar efectos neurotóxicos sobre las neuronas dopaminérgicas y 

serotonérgicas a nivel del sistema nervioso central (SNC) tanto en humanos como en 

animales (Green et al. 2003). 

Trabajos previos (Angulo, Angulo, Yu 2004; Yu, Cadet, Angulo 2002; Yu et al. 2002; Yu et al. 

2004) demuestran que la neurotoxicidad inducida por metanfetamina es bloqueada por 

antagonistas del receptor NK1. Dosis tóxicas de metanfetamina (4 x 10 mg/Kg i.p. a intervalos 

de 2 h) inducen una reducción del contenido estriatal de DA, DOPAC y HVA así como una 

disminución de la densidad estriatal del DAT y de la TH. Estos efectos fueron bloqueados casi 

totalmente por los antagonistas del receptor NK1, L-733,060 y WIN-51,708. La neuroprotección 

observada utilizando antagonistas selectivos de receptor NK1 debería reproducirse en el 

animal mutante carente del este receptor (NK1-/-) tras la administración de dosis altas y 

repetidas de derivados anfetamínicos. 

Nuestra hipótesis es que los antagonistas NK1 pueden tener efectos neuroprotectores frente a 

las lesiones dopaminérgicas inducidas por MDMA pudiendo ser útiles en clínica para reducir la 

neurotoxicidad a largo plazo. Puesto que la afinidad de los antagonistas del receptor NK1 en 

ratón es baja, los datos ya publicados deben ser corroborados en el ratón mutante carente del 

gen que codifica para NK1, lo cual es el objeto de este estudio. 

De probarse la hipótesis propuesta en este trabajo, la generación de nuevos fármacos que 

antagonicen las acciones de la SP constituirían una nueva aproximación para el tratamiento de 

los efectos neurotóxicos del MDMA. Además se puede hipotetizar que el tratamiento con 

antagonistas de NK1 podría tener efectos protectores frente a otras enfermedades 

neurodegenerativas como el Parkinson y Huntington. 

 

 

 

 



CAPITULO II: Hipótesis y Objetivos 

 

136 
 

Objetivos 

El presente estudio pretende examinar la implicación de la SP en los efectos neurotóxicos y 

recompensantes de la MDMA, utilizando para ello animales knockout para el receptor NK1. 

Para el desarrollo de este estudio nos planteamos los siguientes objetivos:  

1. Analizar la implicación de la SP en la modulación de la respuesta hipertérmica inducida 

por la administración tóxica de MDMA. 

2. Evaluar las posibles alteraciones funcionales a largo plazo, sobre la actividad locomotora 

espontánea y los niveles de ansiedad, debidas a la administración tóxica de MDMA en 

animales NK1+/+ y NK1-/-: 

2.1. Medida de la actividad locomotora espontánea en campo abierto, seis días después 

del tratamiento tóxico con MDMA. 

2.2. Estudio de la expresión de los niveles de ansiedad seis días después de la 

administración de un régimen tóxico de MDMA, utilizando el ensayo luz-oscuridad. 

3. Caracterizar el papel de la SP en la neurotoxicidad estriatal a largo plazo inducida por 

éxtasis, analizando diversos marcadores de toxicidad terminal dopaminérgica: 

3.1. Medida del contenido estriatal de DA, DOPAC y HVA siete días después del 

tratamiento tóxico con MDMA, mediante HPLC. 

3.2. Medida de la densidad estriatal del DAT siete días después del tratamiento tóxico 

con MDMA, mediante western blot, autorradiografía e inmuhistoquímica. 

4. Estudiar las propiedades recompensantes de la MDMA en animales NK1-/-: 

4.1. Medida de la actividad locomotora horizontal inducida por la administración aguda de 

MDMA como biomarcador de sus efectos recompensantes. 

4.2. Análisis de las propiedades recompensantes de la MDMA mediante el ensayo de 

preferencia de plaza condicionada (CPP). 
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1. Animales de experimentación 

En todos los experimentos se utilizaron ratones machos adultos NK1-/- y silvestres (NK1+/+). 

Los ratones originales fueron obtenidos por recombinación homóloga de blastocistos C57BL/6J 

inyectados con células madre 129/sv que presentaban una disrupción dirigida del gen que 

codifica el receptor NK1 (De Felipe et al. 1998). Los ratones utilizados en este trabajo fueron 

obtenidos mediante 10 generaciones de cruces sucesivos de la línea original C57BL/6J x 

129/sv con ratones C57BL/6J. Estos animales fueron denominados NK1-/- backcross y NK1+/+ 

backcross.  

Los procedimientos experimentales fueron realizados siempre por la mañana. Los animales 

fueron estabulados en grupos de 4-5 en condiciones controladas de temperatura (22±1 ºC), 

humedad (55%), iluminación (ciclo luz-oscuridad de 12 h) y agua y comida ad libitum. Los 

protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Ético de la Universidad Miguel 

Hernández de Elche y fueron realizados de acuerdo con la Directiva del Consejo de las 

Comunidades Europeas (86/609/EEC). 

 

2. Medida de la temperatura corporal 

La droga utilizada fue (+)MDMA HCl (Sigma-Aldrich) disuelta en NaCl al 0.9% (salino) e 

inyectada en un volumen de 10 ml/kg. Los animales recibieron un régimen neurotóxico de 3 

inyecciones de MDMA (25 mg/kg i.p.) separadas a intervalos de 3 horas. Las dosis fueron 

calculadas en términos de droga base. Los animales del grupo control siguieron el mismo 

protocolo experimental excepto que fueron inyectados con salino. Los efectos se evaluaron 7 

días después del tratamiento (efecto a largo plazo). La dosis, el protocolo de administración y 

el momento de evaluación de los efectos son similares a los utilizados en estudios previos 

donde se muestra que la MDMA induce en ratones una reducción del contenido estriatal de 

dopamina (O'Shea et al. 2001). 

Las temperaturas rectales se midieron usando un termómetro digital (BAT-12 thermometer, 

PHysitemp Instruments, Clifton, NJ, USA), con una resolución de 0,1 °C y precisión de ± 0,1 



CAPITULO II: Materiales y Métodos 

 

140 
 

°C, acoplado a una sonda rectal para ratón (RET-3, World Precision Instruments). La sonda se 

introdujo 2 cm en el recto del animal, obteniéndose una lectura estable tras 10 segundos. Las 

medidas de temperatura fueron tomadas 1 h antes de la primera inyección de MDMA, 

inmediatamente antes y 30 min después de las inyecciones de MDMA, y cada hora después 

hasta un total de 12 medidas. 

La segunda parte del experimento consistió en mostrar los efectos del antagonista selectivo del 

receptor NK1, RP67508 (1635 TOCRIS Bioscience), en la hipertermia inducida por un régimen 

neurotóxico de MDMA (3 x 25 mg/kg, i.p. saparadas por intervalos de 3 h). Animales silvestres 

recibieron dos inyecciones, de vehículo o RP67508, 30 minutos antes de la primera y la tercera 

inyección de MDMA (7,5 mg/kg, i.p.). Las dosis y el protocolo de administración son similares a 

los utilizados en estudios previos donde se muestra que el antagonista RP67508 previene los 

efectos neurotóxicos inducidos por la administración tóxica de METH (Yu et al., 2002). 

RP67508 se disolvió en DMSO al 5% (Sigma-Aldrich) en salino. Las medidas de las 

temperaturas fueron tomadas según hemos descrito previamente. 

 

3. Actividad locomotora 

La actividad locomotora se midió en un campo abierto de color negro (50 cm x 50 cm x 30 cm 

de alto) y bajo condiciones de baja iluminación (40 lux). Los ratones fueron colocados 

individualmente en el centro del campo y la actividad locomotora fue registrada 

automáticamente mediante un sistema de videotracking (SMART; Spontaneous Motor Activity 

Recording & Tracking. Panlab). 

La actividad locomotora espontánea se midió 6 días después del tratamiento tóxico con 

MDMA. La duración de la sesión fue de 10 minutos y la actividad locomotora fue expresada 

como distancia recorrida (cm) durante la sesión completa. 

Sin embargo, la actividad locomotora inducida por MDMA se midió 5 minutos después de la 

inyección con MDMA (10 mg/kg i.p.) o salino. La duración de la sesión fue de 1 hora y la 

actividad locomotora fue expresada como distancia recorrida (cm) durante los últimos 5 

minutos. 

 



CAPITULO II: Materiales y Métodos 

 

141 
 

 

4. Ensayo luz-oscuridad 

Este ensayo está basado en la aversión innata de los roedores por áreas intensamente 

iluminadas y en la conducta exploratoria espontánea de los roedores en respuesta a estresores 

medios: un ambiente nuevo y un área intensamente iluminada. De este modo los animales 

están enfrentados al conflicto entre el deseo de explorar una nueva área y la aversión hacia la 

elevada iluminación. El ensayo de luz-oscuridad ha sido ampliamente utilizado para predecir 

comportamientos ansiolíticos en ratones, lo cual se refleja en un aumento del tiempo de 

permanencia o número de entradas en el compartimento iluminado (Hascoet, Bourin, Nic 

Dhonnchadha 2001). 

El ensayo de luz-oscuridad se realizó 6 días después del tratamiento tóxico con MDMA. El 

aparato consiste en un compartimento pequeño de color oscuro (27 x 18 x 27 cm alto) 

conectado por una abertura de 7 x 7 cm con un compartimento grande de color claro (27 x 27 x 

27 cm). El compartimento claro está intensamente iluminado (500 lux) comparado con el 

compartimento oscuro (10 lux). Cada sesión tuvo una duración de 10 minutos, comenzando 

con la colocación del animal en el compartimento oscuro mirando hacia el compartimento claro. 

Se cuantificaron tanto el número de entradas como el tiempo de permanencia en el 

compartimento claro, considerando como entrada cuando el animal posiciona sus cuatro patas 

en dicho compartimento. Además, se registraron las tentativas de entrada al compartimento 

claro como posible índice de ansiedad, donde se incluyen las posturas de “stretch-attend” y 

“flat-back” (Blanchard et al. 1990). 

 

5. Análisis de la concentración de DA y sus metabolitos en estriado mediante 
HPLC 

Siete días después del tratamiento tóxico con MDMA los animales fueron decapitados, los 

cerebros fueron extraídos y los cuerpos estriados de ambos hemisferios de cada animal 

disecados, pesados y congelados independientemente a -80ºC para su posterior 

procesamiento. 
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Los estriados de uno de los hemisferios de cada animal fueron homogeneizados, mediante 

sonicación, en 500 μl de solución de homogeneización (ácido perclórico 20mM, metasulfito 

sódico 0,01%, cisteína 0,01%, EDTA 0,01%). Posteriormente las muestras se centrifugaron a 

14000 rpm durante 20 minutos a 4ºC, y el sobrenadante fue congelado a -80ºC para su 

posterior análisis.  

El análisis de la concentración de DA y sus metabolitos se realizó utilizando la técnica de 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) con detección electroquímica en el laboratorio de 

la Dra. Isabel Colado. Brevemente, la fase móvil consistió en KH2PO4 (0,05 M), ácido 

octanesulfonic (0,16 mM), EDTA (0,1 mM) y metanol (16%), y el pH fue ajustado a 3 con ácido 

fosfórico, filtrado y desgaseado. El caudal fue 1 ml/min y el potencial de trabajo del electrodo 

fue ajustado a + 0,4 V. El sistema de HPLC consiste en una bomba (Waters, 510), unida a un 

inyector automático de muestra (Loop 200 μl, Waters 717 plus Autosampler), una columna de 

fase inversa de acero inoxidable (SpHer-isorb ODS2, 5 μm, 150 X 4,6 mm2) equipada con una 

precolumna, y un detector colorimétrico (Coulochem II, Esa, USA). La corriente producida fue 

monitorizada usando un programa de integración (Unipoint, Gilson). 

 

6. Western Blot del Transportador de Dopamina 

El otro cuerpo estriado de cada animal fue homogeneizado mediante sonicación en tampón de 

lisis (320 mM sacarosa, 5 mM HEPES, 5 mM EDTA, y 40 μl/ml de un cóctel de inhibidores de 

proteasas (P8340 Sigma- Aldrich)). 

El homogeneizado se centrifugó a 2000 g durante 5 minutos a 4ºC, y seguidamente la fracción 

del sobrenadante se centrifugó a 28000 g durante 30 minutos a 4ºC. El pellet resultante se 

resuspendió en el tampón de lisis y la concentración de proteína se determinó mediante el 

método Bradford, usando como estándar albúmina de suero bovino. Las muestras se 

desnaturalizaron en tampón de muestra Laemmli durante 5 min a 100 ºC. Se cargaron 20 μg 

de proteína de cada muestra homogeneizada por pocillo en un gel de SDS-poliacrilamida al 

10%. Las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa por transferencia húmeda 

a intensidad constante (200 mA, 2 h a 4ºC). Las membranas fueron incubadas durante 1h a 

temperatura ambiente con leche en polvo al 7,5% en TTBS (1 M Tris, 0,9% NaCl y 0,1% 



CAPITULO II: Materiales y Métodos 

 

143 
 

Tween-20) para bloquear los lugares de unión inespecíficos. Posteriormente, estas membranas 

se incubaron durante toda la noche a 4ºC con los anticuerpos primarios, rat α-DAT (1:5000, 

Chemicon) para la detección de DAT y, mouse α-β-actina (1:10000) para la detección de 

actina como control de carga. Para la detección se utilizaron anticuerpos secundarios 

marcados con HRP (Horseradish peroxidase protein), α-rat-HRP (1:5000) y α-mouse-HRP 

(1:4000) respectivamente y se revelaron mediante quimioluminiscencia con ECL (Enhanced 

chemiluminescence; Amersham Biosciences). Para el análisis densitométrico se usó el 

programa ImageJ, el cual permite cuantificar la intensidad de las bandas obtenidas por western 

blot utilizando para ello imágenes digitalizadas. La densidad óptica para DAT de cada una de 

las muestras fue normalizada dividiendo por su control de carga dado por la β-actina. 

 

7. Inmunohistoquímica del Transportador de Dopamina 

Siete días tras el tratamiento tóxico con MDMA, los animales fueron anestesiados con 

pentobarbital (0,1 ml/40 g i.p.) (Dolethal, Vétoquinol) y perfundidos intracardiacamente con una 

solución de tampón fosfato 0,1 M, pH 7,4 (PB), para limpiar el tejido, seguido de 

paraformaldehído al 4% frío en PB, para fijar los tejidos. Posteriormente se extrajeron los 

cerebros y se introdujeron en la misma solución fijadora durante 4 horas, seguido de una 

solución de sacarosa al 30% (en PB 0,1 M, pH 7,4 y 0,02% azida sódica) hasta conseguir una 

adecuada crioprotección. 

Los cerebros se seccionaron en cortes de 40 μm de grosor mediante un micrótomo de 

congelación, siendo recogidos en sacarosa al 5% (en PB 0,1 M, pH 7,4). Tras un breve lavado 

en PB 0,1 M, las secciones fueron incubadas con una solución de bloqueo (suero de cabra al 

3% en PB 0,1 M) a temperatura ambiente, en agitación suave y continua, durante 1 hora, para 

bloquear todos los puntos inespecíficos de unión del anticuerpo secundario en el tejido y 

reducir así el fondo de la preparación. A continuación las secciones se incubaron con el 

anticuerpo primario (1:5000 rat α-DAT, Chemicon) en TTBS (0,05 M Tris salino pH 7,4, tritón 

X-100 al 0,3 %) durante 2 horas a temperatura ambiente en agitación continua y suave.  Tras 

esta incubación se realizaron tres lavados consecutivos con PB 0,1 M de 10 minutos. 

Posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario (1:1000 goat α-rat, Alexa 555) en 
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TTBS, 2 h a temperatura ambiente, seguido de tres lavados con PB 0,1M de 10 min. Los cortes 

se montaron sobre portaobjetos BDH Superfrost/Plus con Vectashield (Vector) y fueron 

conservados a 4ºC para su posterior análisis en microscopio confocal. 

 

8. Autorradiografía del Transportador de Dopamina 

Los experimentos de autorradiografía de DAT fueron llevados a cabo de acuerdo a lo publicado 

por Yu et al., (Yu, Cadet, Angulo 2002). Brevemente, siete días después del tratamiento tóxico 

con MDMA los animales fueron decapitados y los cerebros extraídos y congelados a -80ºC 

para su posterior procesamiento. 

De cada cerebro se obtuvieron, mediante criostato, 9 secciones estriatales de 20 μm de grosor 

que fueron montadas sobre portaobjetos BDH Superfrost/Plus, y almacenadas a -80ºC. Las 

secciones se secaron a temperatura ambiente durante 3 horas y se incubaron con 0,039 nM 

[125I]RTI-121 (2200 Ci/mmol; New England Nuclear, Boston, MA) en tampón (137 mM NaCl, 2.7 

mM KCl , 10,14 mM NaHPO4, 1,76mM KH2PO4, 10 mM NaI) durante 60 min a temperatura 

ambiente. La unión no específica del ligando fue determinada utilizando 10 μM GBR-12909 

(Sigma-Aldrich). Tras la incubación se realizaron dos lavados de 20 minutos con tampón frío, y 

con agitación suave y ocasional. A continuación las secciones fueron sumergidas 3 veces en 

agua destilada fría durante 5 minutos cada vez. Inmediatamente después, para evitar la 

disociación del ligando, las secciones fueron secadas rápidamente utilizando un secador y 

durante las siguientes 8-10 horas fueron mantenidas a temperatura ambiente. Los portaobjetos 

conteniendo las secciones fueron colocados en casetes herméticos protegidos de la luz y 

expuestos a películas autorradiográficas Hyperfilm MP (Amersham PHarmacia, Piscataway, 

NJ, USA) durante 22 horas a -20ºC. Las películas fueron reveladas en un procesador 

automático (CP 1000, AGFA) y, la unión de [125I]RTI-121 a las secciones de tejido estriatal se 

cuantificó por densitometría usando el programa de análisis de imagen, ImageJ. La 

cuantificación densitométrica se realizó sobre el estriado completo de ambos hemisferios, de 

los cuales se realizó una media, de 6 secciones estriatales de cada cerebro. La densidad 

óptica (DO) del DAT para cada animal fue obtenida realizando la media de las densidades 

ópticas estriatales de las 6 secciones cuantificadas. 



CAPITULO II: Materiales y Métodos 

 

145 
 

 

9. Ensayo de preferencia de plaza condicionada  

Las propiedades recompensantes de la MDMA se midieron utilizando el ensayo de preferencia 

de plaza condicionada. El aparato utilizado es el descrito por Matthes et al. (Matthes et al. 

1996), el cual consta de dos compartimentos cuadrados (15 x 15 x 15 cm), con distintos 

estímulos visuales y táctiles que pueden ser identificados por el animal, unidos por un área 

central triangular neutra. El animal aprende a relacionar uno de los compartimentos con los 

efectos recompensantes que le produce la droga inyectada y en él pasará más tiempo el día 

del test. 

El ensayo de CPP se realizó de acuerdo con la descripción previa de Robledo et al. (Robledo 

et al. 2004). Uno de los compartimentos del aparato es elegido al azar para la asociación de la 

droga y el otro para el salino. Ningún grupo experimental reveló preferencia inicial por ninguno 

de los compartimentos. Se puso especial atención en contrabalancear, lo más exactamente 

posible, los tratamientos entre los compartimentos. La intensidad de la luz en los 

compartimentos de condicionamiento fue de 30 lux. El protocolo del CPP consiste en tres 

fases: (1) Fase de precondicionamiento, durante la cual el animal tiene libre acceso a los dos 

compartimentos, registrándose su permanencia en cada uno durante 20 minutos. El tiempo 

empleado en cada compartimento se registró automáticamente mediante un sistema de 

videotracking (SMART; Spontaneous Motor Activity Recording & Tracking. Panlab). (2) Fase de 

condicionamiento, durante la cual los animales son inyectados con la droga (MDMA, 10 mg/kg, 

i.p.) y confinados durante 30 minutos en uno de los compartimentos los días 1, 3, 5, 7 y 9; y 

durante los días 2, 4, 6, 8 y 10 los animales son tratados con vehículo y confinados en el 

compartimento contrario. Los animales son colocados en el compartimento correspondiente 30 

minutos después de recibir la inyección. (3) Fase de test, realizada 24 h después de la última 

sesión de condicionamiento y es idéntica a la fase de precondicionamiento, es decir, libre 

acceso del animal a ambos compartimentos durante 20 minutos. Los resultados se expresaron 

como puntuación de preferencia de plaza condicionada o “score”, calculada como la diferencia 

entre el tiempo empleado en la fase de test y en la fase de prencondicionamiento en el 

compartimento asociado con la droga. 
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10. Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos se realizó mediante el programa SPSS (Statistical Program 

for Social Science) en su versión 16 para Mac. 

En el caso de analizar una única variable dependiente, se utilizó el modelo lineal generalizado 

(GzLM) sin medidas repetidas. Este método estadístico se caracteriza por ser una herramienta 

más flexible que los GLM debido a que se pueden elegir distintos tipos de distribución y 

diferentes estructuras de la covariancia de los datos de las medidas repetidas. Además, no se 

elimina un sujeto con valores perdidos y no requiere las condiciones de aplicación de 

normalidad y homogeneidad de variancias. 

En el caso del análisis mediante medidas repetidas y debido a que en algunos casos no se 

cumplieron los criterios esenciales para realizar el estudio mediante GLM, se utilizó en todos 

los experimentos un análisis GzLM con medidas repetidas (ecuaciones estructurales 

generalizadas; GEE; (Hardin JM 2003), bajo una distribución normal. La significación de los 

efectos estadísticos encontrados mediante este procedimiento se determinó mediante la 

prueba de chi-cuadrado de Wald usando el método de estimación de la casi-verosimilitud 

restringida. 

Los factores inter e intra-sujetos serán comentados en los resultados de cada experimento 

para una mejor comprensión. En el caso de encontrar interacciones estadísticamente 

significativas, se realizaron las descomposiciones sucesivas apropiadas. 

El criterio de significación en todos los casos se estableció en p<0,05, y la significación 

marginal (0,1>p>0,05) se muestra sólo como información adicional. 
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1. Efecto de la administración tóxica de MDMA sobre la temperatura corporal en 
animales NK1+/+ y NK1-/- 

En este experimento analizamos el efecto del tratamiento tóxico con MDMA sobre la 

temperatura rectal de animales NK1+/+ y NK1-/- (Fig. 1). Para ello se utilizó el modelo lineal 

generalizado de medidas repetidas (GEE) con el tratamiento y el genotipo como factores 

intersujetos y la dinámica temporal como factor intrasujetos (con 12 niveles). 

El GEE reveló un efecto de tratamiento (Wald χ2(1)= 204,078 p<0,001) y de tiempo (Wald 

χ2(11)= 809,518, p<0,001), así como una interacción tratamiento x tiempo (Wald χ2(11)= 

347,032, p<0,001), genotipo x tiempo (Wald χ2(11)= 42,510, p<0,001), genotipo x tratamiento 

(Wald χ2(1)= 7,608, p<0,01) y genotipo x tratamiento x tiempo (Wald χ2(11)= 54,857, p<0,001). 

La descomposición de la interacción mostró que el tratamiento con MDMA (3 x 25 mg/Kg i.p., a 

intervalos de 3 h) incrementó la temperatura rectal después de cada inyección, comparado con 

los animales tratados con salino, en ambos genotipos, alcanzando el máximo incremento de 

temperatura 30 minutos después de cada inyección. La hipertermia se mantuvo, en ambos 

genotipos, hasta 2 h después de la primera y la segunda inyección de MDMA y hasta 1 hora 

después de la tercera inyección de MDMA. Además, la respuesta hipertérmica producida por la 

primera inyección de droga fue significativamente mayor en los animales NK1-/- que en los 

animales silvestres y, sin embargo no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas en ningún otro punto de la curva de temperatura rectal. De este experimento 

podemos concluir que la hipertermia inducida por la administración tóxica de MDMA no está 

mediada por SP, ya que es similar en ambos genotipos. 
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Figura 1. Temperatura rectal durante la administración tóxica de MDMA (3 x 25 mg/kg, i.p. a 
intervalos de 3 h) en animales NK1+/+ y NK1-/-. Cada punto representa la media ± S.E.M (n=6-

7/grupo) de la temperatura rectal. Las flechas indican las inyecciones de droga. El análisis GEE mostró 

que la MDMA (3 x 25 mg/Kg i.p., a intervalos de 3 h) incrementó la temperatura rectal en ambos 

genotipos, alcanzando el pico máximo 30 min. después de cada inyección (* p<0,01; ** p<0,01; *** 

p<0,001 vs. su respectivo grupo salino). La descomposición de la interacción apropiada mostró un 

incremento mayor en la temperatura rectal de los animales NK1-/- comparado con los NK1+/+ (Δ p<0,05; 

ΔΔ p<0,01; ΔΔΔ p<0,001 vs. NK1+/+) después de la primera inyección de MDMA. 

 

En el siguiente experimento analizamos el efecto de la administración del antagonista del 

receptor NK1, RP67580, antes de la administración con MDMA sobre la temperatura rectal de 

animales silvestres (Fig. 2). Para ello se utilizó el modelo GEE con el tratamiento y el genotipo 

como factores intersujetos y la dinámica temporal como factor intrasujetos (con 5 niveles). 

El análisis estadístico mostró efectos significativos de tratamiento (Wald χ2(3)= 18,256 
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p<0,001) y tiempo (Wald χ2(4)= 73,771, p<0,001), e interacción tratamiento x tiempo (Wald 

χ2(12)= 171,362, p<0,001). Las comparaciones por pares apropiadas revelaron que tanto los 

animales tratados con MDMA como con RP67580+MDMA mostraron incrementos de las 

temperaturas rectales similares comparado con los animales tratados con RP67580 y con 

vehículo. Además, la descomposición de la interacción mostró diferencias en las temperaturas 

rectales, entre lo grupos tratados con MDMA y con RP67508+MDMA, 3 h después de la 

inyección de MDMA donde la temperatura rectal de los animales tratados con 

RP67508+MDMA alcanza niveles de hipotermia, mientras que los animales tratados con 

MDMA vuelven a los niveles basales. Por tanto, el pretratamiento con el antagonista selectivo 

del receptor NK1, RP67508, no frena la hipertermia inducida por el MDMA. 

 

Figura 2. Efecto del antagonista del receptor NK1, RP67580, (7,5 mg/kg, i.p.) 30 min antes de la 
administración de MDMA (25 mg/kg i.p.) en la temperatura rectal de animales silvestres. Cada 

punto representa ± S.E.M (n=4-9/grupo) de la temperatura rectal. Las flechas indican las inyecciones de 

droga. El análisis GEE mostró un incremento similar en la temperatura rectal en los animales tratados 

con MDMA y con RP67580+MDMA (* p<0,01; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. grupo RP67508 y + p<0,01; ++ 

p<0,01; +++ p<0,001 vs. grupo vehículo). La descomposición de la interacción mostró diferencias en la 

temperatura rectal, entre los grupos tratados con MDMA y RP67508+MDMA, 3 h después de la 

inyección con MDMA (Δ p<0,05 vs. RP67508+MDMA).
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2. Efecto del MDMA sobre la actividad locomotora en animales NK1+/+ y NK1-/- 

Por un lado quisimos estudiar el efecto a largo plazo de la administración tóxica de MDMA 

sobre la actividad locomotora espontánea en animales NK1+/+ y NK1-/-. Este análisis de la 

actividad locomotora espontánea en el campo abierto seis días después del tratamiento tóxico 

con MDMA (Fig. 3) se realizó mediante el modelo lineal generalizado (GzLM) con el 

tratamiento y el genotipo como factores intersujetos. Los resultados del GzLM no revelaron 

diferencias estadísticamente significativas en la distancia recorrida en ninguno de los dos 

genotipos, concluyendo que la administración tóxica de MDMA no produce alteraciones 

funcionales a largo plazo sobre la actividad locomotora. 

Figura 3. Actividad locomotora espontánea seis días después del tratamiento tóxico con MDMA (3 
x 25 mg/Kg i.p., a intervalos de 3 h) en animales NK1+/+ y NK1-/-. Cada barra representa la media ± 

S.E.M. (n=5-6/grupo) de la distancia recorrida. 

Por otro lado quisimos evaluar la actividad locomotora horizontal en el campo abierto inducida 

tras la administración aguda de MDMA (10 mg/Kg i.p.) en animales NK1+/+ y NK1-/-. Este 

análisis se hizo utilizando el modelo lineal generalizado (GzLM) con el tratamiento y el genotipo 

como factores intersujetos. El análisis GzLM de la distancia recorrida (Fig. 4) reveló 

únicamente un efecto significativo del tratamiento con MDMA (Wald χ2(1)= 89,399; p<0,001). 

Estos resultados muestran que la administración aguda de MDMA produce un incremento en la 

actividad locomotora de los animales de ambos genotipos. 



CAPITULO II: Resultados 

 

153 
 

 
Figura 4. Actividad locomotora inducida por MDMA (10 mg/kg i.p.) en animales NK1+/+ and NK1-/-.
Cada barra representa la media ± S.E.M. (n=6-12/grupo) de la distancia recorrida. El análisis GzLM no 

reveló efecto de genotipo ni interacción tratamiento x genotipo, pero se encontró un efecto significativo 

de tratamiento (*** p<0,001 vs. grupo salino) en la distancia recorrida.

 

3. Efecto a largo plazo de la administración tóxica de MDMA sobre la ansiedad 
medida en el ensayo luz-oscuridad en animales NK1+/+ y NK1-/- 

Los resultados del ensayo luz-oscuridad se analizaron utilizando el modelo lineal generalizado 

(GzLM) con el tratamiento y el genotipo como factores intersujetos. El análisis estadístico del 

número de entradas en el compartimento claro (Fig. 5A) reveló un efecto significativo del 

tratamiento con MDMA  (Wald χ2(1)= 14,737; p<0,001) pero no efecto de genotipo o 

interacción tratamiento x genotipo. Los animales tratados con MDMA, independientemente del 

genotipo, mostraron un menor número de entradas en el compartimento claro. Igualmente, el 

análisis GzLM del tiempo empleado en el compartimento claro (Fig. 5B) reveló únicamente un 

efecto estadísticamente significativo de tratamiento (Wald χ2(1)= 7,817; p<0,01). Este análisis 

mostró que los animales, de ambos genotipos, tratados con MDMA emplearon menos tiempo 

en el compartimento claro que los animales tratados con salino. Además, se midió tanto la 

actividad espontánea como el comportamiento de “stretch-attend” en el compartimento claro, 

no encontrándose diferencias entre grupos; respecto a la postura de “stretch-attend” no fueron 

cuantificadas debido a su escasez. Por tanto, podemos concluir que el régimen tóxico con 
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MDMA induce un aumento de la ansiedad, persistente hasta 6 días después del tratamiento, 

en animales de ambos genotipos. 

               A. 

 

B. 

 

Figura 5. Ensayo luz-oscuridad seis días después del tratamiento tóxico con MDMA (3 x 25 mg/Kg 
i.p., a intervalos de 3 h) en animales NK1+/+ y NK1-/-. Cada barra representa la media ± S.E.M. (n=4-

7/grupo) del número de entradas (5A) y del tiempo empleado (5B) en el compartimento claro. El análisis 

GzLM no reveló efecto de genotipo ni interacción tratamiento x genotipo, pero se encontró un efecto 

significativo de tratamiento (5A. *** p<0,001 vs. grupo salino; 5B. ** p<0,01 vs. grupo salino) en las dos 

medidas registradas. 
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4. Efecto a largo plazo de la administración tóxica de MDMA sobre la 
concentración estriatal de DA y sus metabolitos en animales NK1+/+ y NK1-/- 

El análisis de la concentración de DA y sus metabolitos mediante HPLC siete días después del 

tratamiento tóxico con MDMA (Fig. 6) se realizó mediante el modelo lineal generalizado (GzLM) 

con el tratamiento y el genotipo como factores intersujetos. El análisis del contenido estriatal de 

dopamina (Fig. 6A) mostró un efecto significativo de tratamiento (Wald χ2(1)= 6,695; p=0,01) 

pero no efecto de genotipo ni interacción tratamiento x genotipo. Igualmente, el análisis GzLM 

de la concetración de DOPAC (Fig. 6B) y HVA (Fig. 6C) reveló únicamente un efecto 

estadísticamente significativo de tratamiento (Wald χ2(1)= 8,880; p<0,01; Wald χ2(1)= 4,558; 

p<0,05). La reducción del contenido estriatal de dopamina comparado con el grupo salino del 

mismo genotipo fue del 36,5 % en NK1+/+ y del 62,9 % en NK1-/-. Para el contenido estriatal 

de DOPAC, el tratamiento con MDMA indujo una reducción del 38,05 % en NK1+/+ y del 66,85 

% en NK1-/-. Finalmente, para el contenido estriatal de HVA observamos una reducción del 

12,08 % en NK1+/+ y del 56,69 % en NK1-/-. Por tanto, la ausencia del receptor NK1 no 

proporciona neuroprotección frente a la depleción del contenido estriatal de DA, DOPAC y HVA 

inducida por la administración de un régimen tóxico de MDMA. 
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Figura 6. Concentración estriatal de DA, DOPAC y HVA siete días después del tratamiento tóxico 
con MDMA (3 x 25 mg/kg, i.p. a intervalos de 3 h) en animales NK1+/+ y NK1-/-. Cada barra 

representa la media ± SEM (n=5-6/grupo) de la concentración de los metabolitos. El análisis  GzLM no 

reveló  efecto de genotipo ni interacción tratamiento por genotipo, pero mostró un efecto 

estadísticamente significativo de tratamiento en la concentración de DA (** p=0,01 vs. grupo salino), 

DOPAC (** p<0,01) y HVA (* p<0,05). 

A. B. 

C. 
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5. Efecto a largo plazo de la administración tóxica de MDMA sobre la densidad 
estriatal del DAT en animales NK1+/+ y NK1-/- analizado mediante western 
blot 

En la figura 7A se puede observar que el western blot reveló la banda para el DAT a 80 KDa y 

la correspondiente a la β-actina a 45 KDa, coincidiendo con lo previamente descrito por otros 

autores. La densidad óptica para DAT de cada una de las muestras fue normalizada dividiendo 

por su control de carga dado por la β-actina con el fin de corregir posibles diferencias en la 

cantidad de proteína cargada en cada una de las calles del gel de poliacrilamida. Las 

membranas de western blot en estriado de los animales tratados con una dosis tóxica de 

MDMA muestran una clara depleción del DAT (Fig. 7A) comparado con las de los animales 

tratados con salino. 

El análisis densitométrico del contenido proteico del DAT estriatal siete días después del 

tratamiento tóxico con MDMA (Fig. 7B) se realizó mediante el modelo lineal generalizado 

(GzLM) con el tratamiento y el genotipo como factores intersujetos. Este análisis mostró un 

efecto significativo de tratamiento (Wald χ2(1)= 20,213; p<0,001) y de genotipo (Wald χ2(1)= 

6,857; p<0,01) pero no interacción tratamiento x genotipo. 

El análisis densitométrico de los niveles de proteína mostró una disminución significativa en el 

contenido del DAT en todos los animales tratados con MDMA, tanto silvestres como knockouts. 

Sin embargo, esta reducción es mayor en los animales mutantes que en los silvestres, siendo 

la disminución frente a sus respectivos controles del 34,4% en animales NK1+/+ y del 69,2% 

en animales NK1-/-. 

Estos resultados mostraron que la ausencia del receptor NK1 no proporciona neuroprotección 

frente a la disminución del contenido estriatal del DAT inducido por el tratamiento tóxico con 

éxtasis, sino más bien todo lo contrario, incrementa la neurotoxicidad. 
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Figura 7. Western blot y cuantificación de la densidad óptica del DAT.  A) La banda de 80 KDa 

corresponde al DAT y la de 45 KDa a la β-actina. Cada calle corresponde al homogeneizado estriatal de 

un animal. B) Cada barra representa la media ± SEM de la densidad óptica, obtenida de las bandas de 

proteína del western blot, para cada grupo (n=5-7 por grupo). El análisis GzLM reveló efecto de 

tratamiento (*** p<0,001 vs. grupo salino) y de genotipo (ΔΔ p<0,01 NK1-/- vs. NK1+/+) sin embargo, no 

encontró interacción tratamiento x genotipo. 
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6. Estudio inmunohistoquímico de los efectos a largo plazo de la 
administración tóxica de MDMA sobre la expresión estriatal del DAT en 
animales NK1+/+ y NK1-/- 

La expresión del DAT, un marcador inequívoco de terminales dopaminérgicas estriatales, se 

analizó por inmunofluorescencia siete días después del tratamiento tóxico con la droga. Los 

cortes coronales estriatales de ratones tratados con salino y MDMA son representados en las 

Fig. 8A y Fig. 8B, respectivamente. Las imágenes muestran una clara pérdida de la 

inmurreactividad al DAT en los animales tratados tóxicamente con MDMA, indicando la 

existencia de neurotoxicidad. Sin embargo, esta disminución en la expresión del DAT en el 

cuerpo estriado fue similar en ambos genotipos. Por tanto podemos concluir que el tratamiento 

tóxico con MDMA induce degeneración de las terminales dopaminérgicas estriatatesl a largo 

plazo y, además cualitativamente no se observó neuroprotección alguna en animales carentes 

del receptor NK1. 

A.                                                                       B. 

 

Figura 8. Inmunofluorescencia estriatal del DAT siete días después del tratamiento tóxico con 
MDMA (3 x 25 mg/kg, i.p. a intervalos de 3 h) en animales NK1+/+ y NK1-/-. Imágenes de 

fluorescencia confocal a 20x. 

Salino   MDMA 

100 µm 
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7. Estudio autorradiográfico de los efectos a largo plazo de la administración 
tóxica de MDMA sobre la densidad estriatal del DAT en animales NK1+/+ y 
NK1-/- 

Los autorradiogramas de unión del radioligando [125I]RTI-121 en estriado de los  animales 

tratados con una dosis tóxica de MDMA muestran una clara depleción del DAT (Fig. 9A) 

comparado con los animales tratados con salino, observándose los mayores déficits del DAT 

en la zona dorsolateral tanto de los animales NK1+/+ como NK1-/-. 

El análisis de la densidad óptica del DAT en el estriado siete días después del tratamiento 

tóxico con MDMA (Fig. 9B) se realizó mediante el modelo lineal generalizado (GzLM) con el 

tratamiento y el genotipo como factores intersujetos. Este análisis mostró únicamente un efecto 

significativo de tratamiento (Wald χ2(1)= 20,184; p<0,001). La cuantificación de los 

autorradiogramas mediante análisis de imagen indican que la reducción del contenido estriatal 

de los niveles del DAT comparado con el grupo salino del mismo genotipo fue del 9,14 % en 

animales NK1+/+ y del 16,19 % en animales NK1-/-. En concordancia con los resultados de los 

apartados 4, 5 y 6, la ausencia del receptor NK1 no proporciona ninguna neuroprotección 

frente a la neurotoxicidad terminal dopaminérgica a largo plazo inducida por la administración 

tóxica de MDMA. 
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A.                                                

Salino NK1+/+ 

 

  Salino NK1-/- 

 MDMA NK1+/+    MDMA NK1-/- 

B. 

 

Figura 9. Autorradiogramas estriatales representativos de [125I]RTI-121 siete días después del 
tratamiento tóxico con MDMA (3 x 25 mg/kg, i.p. a intervalos de 3 h) en animales NK1+/+ y NK1-/- 
(9A). Cada barra representa la media ± SEM (n=4-6/grupo) de la densidad óptica del DAT (9B). El 

análisis GzLM reveló un efecto de tratamiento (*** p<0,001 vs. grupo salino). 
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8. Preferencia de plaza condicionada inducida por MDMA 

Las propiedades recompensantes del MDMA se estudiaron mediante el ensayo de CPP y, los 

resultados se analizaron utilizando el modelo lineal generalizado (GzLM) con el tratamiento y el 

genotipo como factores intersujetos. El análisis GzLM de los valores de score obtenidos en el 

CPP inducido por MDMA (Fig. 10) reveló únicamente un efecto significativo del tratamiento con 

MDMA (Wald χ2(1)= 4,554; p<0.05). Este análisis mostró una preferencia de plaza inducida por 

MDMA tanto en animales NK1+/+ como NK1-/-. Es decir, los efectos recompensantes 

inducidos por la MDMA son similares en animales NK1+/+ y NK1-/-, por lo que no parecen 

estar mediados por la SP. 

 

 

Figura 10. Preferencia de plaza condicionada inducida por MDMA (10 mg/kg i.p.) en animales 
NK1+/+ y NK1-/-. Cada barra representa la media ± S.E.M. (n=5-12/grupo) de los scores. El análisis 

GzLM no reveló efecto de genotipo ni interacción tratamiento x genotipo, sin embargo se encontró un 

efecto significativo de tratamiento (* p<0,05 vs. grupo salino). 
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1. Implicación de la SP en la hipertermia inducida por la administración tóxica de 
MDMA 

En ratones la MDMA induce un incremento en la temperatura corporal, aunque esta respuesta 

hipertérmica depende tanto de la cepa empleada como de la dosis administrada en el estudio. 

En un primer experimento quisimos estudiar los efectos de la administración tóxica de MDMA 

(3 x 25 mg/Kg i.p., a intervalos de 3 h) sobre la temperatura corporal y si la SP era capaz de 

modular la hipertermia inducida por la droga. Para ello se registró la temperatura rectal de 

ratones NK1-/- y NK1+/+ tras cada una de las 3 inyecciones de MDMA. Como esperábamos, 

los resultados obtenidos muestran que la MDMA induce hipertermia en los animales NK1+/+, 

alcanzando el máximo incremento de temperatura 30 minutos después de cada inyección y 

siendo la magnitud de la respuesta superior tras la primera y la segunda inyección. Nuestros 

resultados están en concordancia con trabajos previos donde la MDMA induce un incremento 

en la temperatura rectal de aproximadamente 2ºC utilizando la misma cepa de ratones, 

C57BL/6J, y protocolos de administración de MDMA similares: 4 x 20 mg/Kg s.c., a intervalos 

de 2h (Johnson, O'Callaghan, Miller 2002; Miller and O'Callaghan 1994; Reveron, Monks, 

Duvauchelle 2005) y 3 x 15 mg/kg i.p., a intervalos de 3h (Sanchez et al. 2003). Los ratones 

mutantes mostraron una respuesta hipertérmica similar a la de los silvestres excepto tras la 

primera inyección donde los ratones NK1-/- mostraron mayores incrementos en las 

temperaturas rectales inducidas por la droga que los NK1+/+. Algunos estudios sugieren que la 

hipertermia producida por la MDMA es debida a la liberación de dopamina. Mechan et al., 

(Mechan et al. 2002b) observaron que el antagonista del receptor de dopamina D1, DSCH 

23390, es capaz de bloquear la hipertermia inducia por la MDMA. De acuerdo con estos 

estudios, podríamos explicar que esta mayor respuesta hipertérmica inicial en los ratones 

mutantes inducida por la droga podría ser debida al mayor contenido basal de DA en el 

estriado que hemos obtenido mediante HPLC en ratones NK1-/-. Lo descrito anteriormente 

podría conducir a un mayor incremento en la liberación de DA tras la primera inyección de 

MDMA produciendo así una mayor respuesta hipertérmica inicial. Trabajos previos de Yan TC. 

et al., (Yan, Hunt, Stanford 2009) usando microdiálisis in vivo no mostraron diferencias entre 

genotipos en el flujo basal de dopamina en el estriado dorsal de animales NK1; si bien es cierto 

que el fondo genético de los animales empleados en este trabajo (129/Sv x C57BL/6 cruzados 
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con una cepa no-congénita MF1) es distinto al utilizado en nuestros experimentos (NK1 

backcross), lo cual podría explicar las diferencias en los niveles basales de DA estriatal. 

En una segunda parte del experimento quisimos estudiar si los efectos del antagonista 

selectivo del receptor NK1 (RP67580) en animales silvestres, eran similares a los obtenidos 

previamente utilizando el ratón carente del receptor NK1-/-. Efectivamente, y en concordancia 

con los resultados obtenidos utilizando ratones NK1-/-, los resultados muestran que el 

pretratamiento con el antagonista RP67580 no produce un bloqueo de la respuesta 

hipertérmica inducida por la MDMA. Estos resultados coinciden con los de Yu et al., (Yu, 

Cadet, Angulo 2002) en los que el antagonista del receptor NK1, WIN-51,708, no es capaz de 

bloquear la hipertermia inducida por la droga. 

Cabe resaltar que nos resultó imposible realizar el estudio completo, a 7 horas y 3 inyecciones 

de MDMA, del efecto del pretratamiento con el antagonista RP67580 sobre la temperatura 

rectal debido a la mortalidad que producía en los ratones su coadministración. Transcurridas 3 

horas de la primera inyección de MDMA los animales morían, creemos que por hipotermia, no 

pudiendo registrar lecturas de temperatura más allá de 3 horas desde el inicio del estudio. En 

un primer momento, quisimos utilizar el antagonista no peptídico del receptor NK1, WIN-

51,708, ya que había sido utilizado en trabajos previos para estudiar el efecto de su 

coadministración con metanfetamina sobre la temperatura rectal en ratones (Yu, Cadet, Angulo 

2002). Para ello, 30 min antes de la primera y tercera inyección de MDMA inyectamos una 

dosis de 7,5 mg/Kg i.p de WIN-51,708 (W-103, Sigma) diluido en una solución al 45% (p/v) de 

2-hydroxipropil-β-cyclodextrin (H-5784, Sigma). Sin embargo, no fuimos capaces de finalizar 

estos experimentos debido a la mortalidad de los animales pertenecientes al grupo tratado con 

WIN-51,708 y MDMA, donde el 94% de los animales murió. 

El conjunto de los datos refleja que en ningún caso la delección del receptor NK1 previene la 

hipertermia inducida por la MDMA. Debido a que la hipertermia ha sido estrechamente 

correlacionada con la neurotoxicidad (Ali, Newport, Slikker 1996; Tata, Raudensky, Yamamoto 

2007), estos resultados podrían sugerir la ausencia de neuroprotección frente a la MDMA en 

los ratones NK1-/- debido a que estos ratones no son capaces de bloquear la respuesta 

hipertérmica inducida por esta droga. Sin embargo, estudios previos muestran que la 

hipertermia no siempre está correlacionada con la neurotoxicidad inducida por la MDMA. 
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O´Shea et al., (O'Shea et al. 2001) publicaron que los efectos neuroprotectores frente a la 

MDMA producidos por el pretratamiento con el antagonista del DAT, GBR 12909, no están 

relacionados con los cambios en la temperatura corporal, ya que este compuesto no modifica 

la temperatura rectal inducida por la droga. Por tanto, existe la posibilidad de que todavía 

seamos capaces de disociar, en ratones NK1-/-, entre los fenómenos de neurotoxicidad e 

hipertermia. 

 

2. Implicación de la SP en la neurotoxicidad dopaminérgica inducida por la 
administración tóxica de MDMA 

Se ha demostrado que la MDMA actúa como una potente neurotoxina, causando en el estriado 

de ratón neurodegeneración terminal dopaminérgica (Granado et al. 2008a; Granado et al. 

2008b; Logan et al. 1988; O'Callaghan and Miller 1994). Este daño se refleja en el estriado por 

la reducción de la concentración de DA y sus metabolitos, los ácidos 3,4-dihidroxifenilacético 

(DOPAC) y homovalínico (HVA), la disminución de la actividad de la tiroxina hidroxilasa (TH) y 

la reducción de la densidad estriatal del transportador de dopamina (DAT) (Granado et al. 

2008a; O'Shea et al. 2001; Reveron, Monks, Duvauchelle 2005). 

En este trabajo investigamos si la administración repetida de MDMA produce a largo plazo 

degeneración terminal dopaminérgica en el estriado de ratón y si animales carentes del 

receptor NK1 presentaban una menor neurotoxidad frente a esta droga. Para ello se analizaron 

diversos marcadores dopaminérgicos de neurotoxicidad estriatal en ratones NK1-/- y NK1+/+ 

siete días después el tratamiento tóxico con la droga.  

En nuestros estudios hemos sido capaces de demostrar en ratones silvestres, tanto 

inmunohistoquímica como bioquímicamente, que la administración de dosis altas y repetidas 

de MDMA produce una clara neurodegeneración estriatal dopaminérgica a largo plazo 

(Granado et al. 2011; O'Shea et al. 2001). En el caso de los animales mutantes, los estudios de 

HPLC muestran una clara reducción de los niveles endógenos de DA, DOPAC y HVA siete 

días después del tratamiento tóxico con MDMA. En concordancia con estos resultados, tanto el 

análisis autorradiográfico de la densidad óptica del DAT como la cuantificación de esta proteína 

mediante western blot, mostraron en ambos genotipos una disminución similar de la densidad 
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estriatal del DAT, lo cual refleja la pérdida de fibras dopaminérgicas causada por los efectos 

neurotóxicos del éxtasis. Nuestros resultados confirman, a través de diferentes técnicas, que la 

ausencia del receptor NK1 no protege frente a la neurodegeneración terminal dopaminérgica 

en el estriado, por lo que la SP no parece estar implicada en la hipertermia ni en los efectos 

sobre estas neuronas estriatales. 

Numerosos estudios han correlacionado la hipertermia inducida por la MDMA con la 

neurotoxicidad (Malberg and Seiden 1998; Tata, Raudensky, Yamamoto 2007), por lo que una 

posible explicación a la ausencia de neuroprotección frente al éxtasis en ratones NK1-/- podría 

ser su incapacidad para prevenir la hipertermia inducida por la droga. De hecho, hemos 

observado temperaturas rectales superiores en ratones NK1-/- después de la primera inyección 

de MDMA lo que se podría correlacionar con la mayor disminución en el contenido estriatal de 

DA (62,9 %), DOPAC (66,85 %) y HVA (56,69 %) en los ratones mutantes siete días después 

del tratamiento con la droga comparado con ratones silvestres (DA: 36,5 %, DOPAC: 38,05 % 

y HVA: 12,08 %). En eI mismo sentido podríamos correlacionar la mayor respuesta 

hipertérmica de los ratones NK1-/-, en la primera parte del protocolo de administración tóxica 

de MDMA, con la mayor disminución encontrada en el contenido estriatal del DAT en animales 

NK1-/- tanto en el análisis autoradiográfico (16,19 % en NK1-/- vs. 9,14 % en NK1+/+) como en 

el western blot (69,2% en NK1-/- vs. 34,4% en NK1+/+). 

Trabajos previos (Yu, Cadet, Angulo 2002; Yu et al. 2002) muestran que el antagonista 

selectivo del receptor NK1, WIN-51,708, es capaz de evitar la degeneración terminal 

dopaminérgica inducida por el psicoestimulante metanfetamina (METH). Sin embargo, nuestros 

resultados muestran que la ausencia del receptor NK1 en los animales NK1-/- no proporciona 

neuroprotección frente a la neurodegeneración inducida por MDMA en ninguno de los 

marcadores dopaminérgicos estudiados.  

La divergencia en los resultados obtenidos entre estos trabajos se podría explicar por la 

utilización de dos psicoestimulantes de tipo anfetamínico diferentes: METH y MDMA. A pesar 

que ambos son derivados de la anfetamina y comparten una estructura química básica que 

contribuye a sus acciones farmacológicas características (Sulzer et al. 2005), presentan 

diferencias: la METH presenta un grupo metilo unido al NH2 de la cadena lateral y la MDMA, 

además de este grupo metilo, tiene un grupo metilén-dioxi unido al anillo aromático. Estas 
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diferencias estructurales hacen que las anfetaminas difieran en sus afinidades por los 

transportadores de monoaminas, interviniendo en diferentes vías de neurotransmisión 

(Teixeira-Gomes et al. 2015). Estudios en animales de experimentación sobre los mecanismos 

de acción farmacológicos muestran que la MDMA presenta mayor afinidad por el transportador 

de 5-HT (5-HTT) que sobre el de DA (DAT), causando una liberación superior de 5-HT que de 

DA y, la METH actúa con mayor potencia sobre la vía dopaminérgica produciendo una mayor 

liberación de DA (Rothman and Baumann 2003). 

Los antagonistas empleados (WIN-51,708 vs. RP67580) también presentan claras diferencias 

que podrían explicar la divergencia en los resultados obtenidos. Tanto WIN-51,708 como 

RP67580 ( Ki=2.9nM en rata y Ki= 2.7nM en ratón) (Beaujouan et al. 1993) son antagonistas 

no peptídicos del receptor NK1 con una elevada afinidad por el mismo (Sachais and Krause 

1994). Esta selectividad es mucho mayor en WIN-51,708 que en RP67580 (Sachais and 

Krause 1994). Cabe resaltar que la afinidad de los antagonistas no peptídicos del receptor NK1 

difieren entre especies, por ejemplo WIN-51,708 muestra una afinidad dramáticamente 

superior para el receptor NK1 de rata que para el receptor NK1 humano (Beaujouan et al. 

1993) y el compuesto RP67580, muestra una elevada afinidad por el receptor NK1 de ratas y 

ratón pero no de humanos (Quartara, L.; Maggi, C.A. The tachykinin NK1 receptor. Part I: 

ligands and mechanisms of cellular activation. Neuropeptides, 1997, 31, 537-63; Quartara, L.; 

Altamura, M. Tachykinin receptors antagonists: from research to clinic. 2006). Un trabajo 

publicado por Weir et al. (Weir et al. 2014) también muestra diferencias en los efectos de dos 

antagonistas distintos del receptor NK1 en la evaluación de la falta de atención e impulsividad 

en ratones NK1+/+; sus autores sugieren que estas diferencias farmacológicas podrían 

deberse a la distinta afinidad de estos antagonistas por los canales de calcio. 

Tampoco podemos descartar que la discordancia en los resultados pueda deberse a 

diferencias en la susceptibilidad a la droga y/o al antagonista de la cepa empleada en el 

estudio. En nuestro estudio se emplearon ratones pertenecientes a la cepa congénita 

C57BL/6J backcross cuyo fondo genético es un 99,9% C57BL/6J y sin embargo, en los 

trabajos de Yu et al. (2002) se utilizaron animales de la cepa no-congénita CD1. 

En oposición a nuestra hipótesis de partida, en la bibliografía encontramos numerosos trabajos 

que revelan acciones neuroprotectoras del receptor NK1 y sus agonistas. En modelos in vitro, 
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se ha demostrado que los agonistas del receptor NK1 ejercen un papel neurotrófico y 

neuroprotector para el sistema nervioso central y periférico (Lallemend et al. 2003; Salthun-

Lassalle et al. 2005). Extrapolando a humanos, también se ha documentado una reducción de 

los niveles de SP en el cuerpo estriado y sustancia negra de los cerebros de pacientes 

parkinsonianos analizados post-morten y en ratas lesionadas con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) 

(Tenovuo, Rinne, Viljanen 1984; Tenovuo et al. 1990). Un trabajo más reciente de Chu et al. 

(Chu et al. 2011) muestra que el agonista del receptor NK1, [(Pyr6, Pro9)-SP (6-11)], protege 

las neuronas dopaminérgicas frente a la toxicidad inducida por la 6-OHDA tanto en modelos in 

vitro como in vivo. 

 

3. Implicación de la SP en los efectos a largo plazo sobre la actividad 
locomotora y la ansiedad inducidos por la administración tóxica de MDMA 

Entre los efectos funcionales a largo plazo inducidos por la MDMA se han descrito alteraciones 

en la actividad locomotora. Se ha demostrado que ratas tratadas con un régimen de MDMA 

que produce una pérdida del 50% del contenido estriatal de serotonina muestran, siete días 

después, una reducción en la actividad locomotora tanto diurna como nocturna (Wallace, 

Gudelsky, Vorhees 2001). 

Nosotros quisimos estudiar si la administración tóxica de MDMA producía a largo plazo 

alteraciones en la actividad locomotora y si la SP era capaz de modular estos efectos. Para ello 

se analizó la acividad locomotora espontánea en campo abierto de ratones NK1-/- y NK1+/+ 

seis días después el tratamiento tóxico con la droga. Los resultados obtenidos en este ensayo 

no muestran cambios a largo plazo en la actividad locomotora espontánea en ninguno de los 

dos genotipos. McNamara  mostró que la actividad locomotora de ratas tratadas con MDMA (5, 

10, ó 20 mg/kg, 2 veces/día durante 4 días) volvía a los niveles basales 48 horas después del 

tratamiento con la droga (McNamara, Kelly, Leonard 1995). Por lo tanto, no resulta extraño que 

nuestros resultados no muestren alteraciones en la actividad locomotora 6 días después del 

tratamiento con la droga. 

Por otra parte, la teoría psicoestimulante de la adicción (Wise and Bozarth 1987) asume que la 

mayoría de drogas adictivas son capaces de inducir activación locomotora. Esta asunción está 
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relacionada con la proposición de que todos los reforzadores positivos tienen un mecanismo 

neural común: el incremento de actividad en el circuito mesolímbico dopaminérgico. 

Apoyándonos en esta teoría, medimos la estimulación de la actividad locomotora horizontal 

aguda en campo abierto como biomarcador de los efectos recompensantes de la MDMA, 

siendo el incremento de la actividad locomotora inducido por MDMA (10 mg/kg i.p.) similar en 

animales NK1-/- y NK1+/+. 

Estudios previos han implicado a la SP en diversos procesos fisiopatológicos incluyendo la 

ansiedad, la depresión, la agresión y el estrés (De Felipe et al. 1998; Kramer, Poblete, Azmitia 

1998; Rupniak and Kramer 1999; Santarelli et al. 2002). Además, la SP y su receptor 

preferencial están altamente expresados en áreas del cerebro implicadas en la regulación de la 

respuesta al estrés y la ansiedad como la amígdala, el núcleo accumbens, el hipocampo, el 

hipotálamo y la sustancia gris periacueductal (Arai and Emson 1986; Mantyh, Maggio, Hunt 

1984) Los estímulos estresantes producen un incremento en la liberación de SP en 

determinadas estructuras límbicas como la amígdala, cuya magnitud depende de la magnitud 

del estímulo. Este incremento en la concentración de SP tiene efectos ansiogénicos, mientras 

que el bloqueo del receptor NK1 reduce la ansiedad (Bassi et al. 2007a; Bassi et al. 2007b; File 

1997). Sin embargo, aunque los efectos anteriores son bastante consistentes, hay trabajos que 

sugieren la existencia de diferencias regionales en el efecto de la SP; Carvalho et al., 

encontraron que la SP tenía efectos ansiolíticos cuando era inyectada en el hipocampo dorsal 

mientras que su inyección en el hipocampo ventral carecía de efectos sobre la ansiedad 

(Carvalho et al. 2008). 

Basándonos en las conclusiones anteriores quisimos estudiar si la SP es capaz de modular los 

efectos a largo plazo sobre los niveles de ansiedad inducidos por la administración tóxica de 

MDMA. Para ello se estudió el comportamiento de ratones carentes del receptor NK1 en el 

ensayo de luz-oscuridad seis días después el tratamiento tóxico con la droga. Los resultados 

obtenidos en este ensayo muestran un leve efecto ansiogénico, tanto en animales NK1-/- como 

NK1+/+, debido al tratamiento tóxico con MDMA. 

Estos persistentes efectos ansiogénicos ya han sido obtenidos con anterioridad en numerosos 

trabajos (Fone et al. 2002; Gurtman et al. 2002; Marston et al. 1999). Morley et al., mostraron 

resultados consitentes en rata obteniendo, en diferentes tests de ansiedad, un efecto 
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ansiogénico tres meses después del tratamiento con dosis moderadas y altas de MDMA 

(Morley et al. 2001). 

Estos resultados tienen especial interés debido a que estudios recientes sugieren que el 

consumo recreativo de éxtasis en humanos también produce un aumento en los niveles 

ansiedad (Parrott, Sisk, Turner 2000; Verkes et al. 2001). 

 

4. Implicación de la SP en los efectos recompensantes de la MDMA 

La administración intracerebral (i.c.) de SP produce efectos recompensantes (Huston et al. 

1993; Nikolaus, Huston, Hasenohrl 1999), e incrementa la actividad locomotora (Elliott and 

Iversen 1986), por lo que la SP participa en los mecanismos recompensantes y motivacionales. 

Además, el receptor NK1 (receptor preferencial de la SP) está altamente expresado en áreas 

cerebrales del sistema de recompensa donde se median las propiedades motivacionales tanto 

de los reforzantes naturales como de las drogas de abuso (Gadd et al. 2003; Murtra et al. 

2000; Nakaya et al. 1994). 

Por otra parte, la MDMA incrementa la liberación de dopamina en el núcleo accumbens 

(Kankaanpaa et al. 1998; Marona-Lewicka et al. 1996; White et al. 1996) aumentando la 

actividad del circuito mesolímbico dopaminérgico lo que parece estar implicado en sus 

propiedades recompensantes (Bilsky et al. 1998). 

Basándonos en estas dos premisas quisimos estudiar si la SP, actuando a través de su 

receptor NK1, modula los efectos recompensantes de la MDMA. Para ello se estudiaron los 

efectos recompensantes de la MDMA en animales carentes del receptor NK1 mediante el 

ensayo de CPP. 

Los resultados obtenidos en el ensayo de preferencia de plaza condicionada, apoyados por los 

de la actividad locomotora aguda inducida por MDMA ya descritos en el apartado anterior, 

mostraron que ambos genotipos desarrollan similares efectos recompensantes a elevadas 

dosis de MDMA (10 mg/kg i.p.). 

Estos resultados concuerdan con estudios previos del grupo demostrando que la ausencia de 

los efectos recompensantes en los ratones NK1-/- es específica para los opiáceos (Murtra et al. 

2000), ya que los animales mutantes muestran en el ensayo de CPP efectos recompensantes 
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comparables a los silvestres para la cocaína, droga psicoestimulante como la MDMA. Esta 

disociación en las propiedades reforzantes de los psicoestimulantes, cocaína y MDMA, y de los 

opiáceos podría deberse a que están mediadas por distintos mecanismos cerebrales (Koob 

and Le Moal 1997; Koob, Sanna, Bloom 1998; Wise 1996). 
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1. La administración de MDMA induce incrementos similares en la temperatura rectal 

tanto de animales mutantes como silvestres, concluyendo que la sustancia P no 

modula la hipertermia inducida por la droga. 

2. El pretratamiento con el antagonista selectivo del receptor NK1, RP67580, no bloquea 

la respuesta hipertérmica inducida por la MDMA.  

3. La ausencia del receptor NK1 no proporciona neuroprotección frente a la 

neurotoxicidad terminal dopaminérgica inducida por MDMA. 

4. La administración tóxica de MDMA no produce alteraciones a largo plazo en la 

actividad locomotora en animales NK1-/- ni en NK+/+. 

5. El tratamiento tóxico con MDMA produce efectos ansiogénicos persistentes tanto en 

animales NK1-/- como NK1+/+, por lo que la SP no es capaz de modular los efectos a 

largo plazo sobre los niveles de ansiedad inducidos por la administración tóxica de 

esta droga. 

6. La MDMA produce efectos recompensantes similares en animales NK1-/- y NK1+/+, 

por lo tanto las propiedades recompensantes de esta droga no parecen estar 

mediadas por la SP. 

7. Los antagonistas del receptor NK1 posiblemente no ofrezcan ventajas terapéuticas 

frente a la neurotoxicidad inducida por derivados anfetamínicos. 
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ADRENOCORTICAL AND BEHAVIOURAL RESPONSE TO CHRONIC RESTRAINT 
STRESS IN NEUROKININ-1 RECEPTOR KNOCKOUT MICE 

 

Abstract 

Brain substance P and its receptor (neurokinin-1, NK1) have a widespread brain distribution 

and are involved in an important number of behavioural and pHysiological responses to 

emotional stimuli. However, the role of NK1 receptors in the consequences of exposure to 

chronic stress has not been explored. The present study focused on the role of these receptors 

in the hypothalamic–pituitary–adrenal (HPA) response to daily repeated restraint stress 

(evaluated by plasma corticosterone levels), aswell as on the effect of this procedure on 

anxietylike behaviour, spatial learning and memory in the Morris water maze (MWM), a 

hippocampus-dependent task. Adult null mutant NK1-/- mice, with a C57BL/6J background, and 

the corresponding wild-type mice showed similar resting corticosterone levels and, also, did not 

differ in corticosterone response to a first restraint. Nevertheless, adaptation to the repeated 

stressor was faster in NK1-/- mice. Chronic restraint modestly increased anxiety-like behaviour 

in the light–dark test, irrespective of genotype. Throughout the days of the MWM trials, NK1-/- 

mice showed a similar learning rate to that of wild-type mice, but had lower levels of thigmotaxis 

and showed a better retention in the probe trial. Chronic restraint stress did not affect these 

variables in either genotype. These results indicate that deletion of the NK1 receptor does not 

alter behavioural susceptibility to chronic repeated stress in mice, but accelerates adaptation of 

the HPA axis. In addition, deletion may result in lower levels of thigmotaxis and improved short-

term spatialmemory, perhaps reflecting a better learning strategy in the MWM. 
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Conclusions 

 

1. Basal plasma corticosterone levels and its response to acute stress induced by 

restraint are similar in animals NK1 +/+ and NK1-/-. However, the habituation of the 

response, as a measure of the adaptation speed of the HPA axis in response to 

repeated exposure to this stressor, is greater in animals NK1-/-; this may indicate that 

the activation of the receptor NK1 is involved in the maintenance of this response, 

delaying the habituation of the HPA axis. 

2. Exposure to chronic immobilization stress produces a slight increase in anxiety, 

evaluated by light-dark box test, in both NK1-/- and NK1 +/+ mice. 

3. In none of the two genotypes chronic reatraint induced alterations in learning and 

memory, evaluated by the MWM. Although animals NK1-/- show a greater short-term 

memory in some of the parameters evaluated. This could suggest that the lack of NK1 

receptor increases short-term retention and the development of more effective learning 

strategies. 
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1. Concepto de estrés 

El concepto moderno de estrés tiene su origen a finales del siglo XIX cuando Walter Cannon 

propuso el término de “homeostasis”, rescatando el concepto de “Milieu Interieur” enunciado 

por Claude Bernard, definiéndolo como el conjunto de mecanismos por los que los organismos 

consiguen el mantenimiento del equilibrio fisiológico interno frente a los cambios del ambiente 

(Goldstein and McEwen 2002). Cannon propuso que el sistema simpático-médulo-adrenal 

(SMA) reacciona ante situaciones de emergencia produciendo ajustes que mantienen el “Milieu 

Interieur”. Cannon utilizaba el término estrés para referirse a agentes adversos del medio 

ambiente que alejan a los organismos del equilibrio homeostático y que, por lo tanto, generan 

respuestas compensatorias para restablecerlo. 

Sin embargo, fue el endocrinólogo Hans Selye quien en 1936 popularizó el término de estrés 

definiéndolo como “Síndrome de estrés” o “Síndrome de adaptación general”. Selye denominó 

“stress” a la respuesta estereotipada de los organismos frente a cualquier estímulo estresante 

y “stressor” al estímulo capaz de alejar al individuo de su equilibrio homeostático (Pacak and 

Palkovits 2001). En el presente trabajo distinguiremos entre estímulo estresante (estresor), 

estrés (estado del organismo) y respuesta de estrés (Armario 2006). 

La definición de estrés propuesta por Selye ha evolucionado mucho a lo largo del tiempo. Las 

contribuciones de diferentes autores como Mason, Weiss y McEwen han redefinido y ampliado 

el concepto, aportando un componente de especificidad de la respuesta de estrés en función 

de la naturaleza del estímulo estresante y aceptando la existencia de estímulos estresantes de 

tipo emocional (Levine 1985; Pacak et al. 1998; Romero and Sapolsky 1996). Actualmente se 

acepta que la respuesta de estrés presenta un componente no específico frente a cualquier 

tipo de estímulo estresante y otro específico dependiente de la naturaleza del mismo. De esta 

manera cada estímulo estresante presenta características cuantitativas, en referencia a la 

magnitud de la respuesta fisiológica que produce, y cualitativas distintas, activando diferentes 

áreas del Sistema Nervioso Central (SNC) (Pacak et al. 1998; Pacak and Palkovits 2001; 

Romero and Sapolsky 1996). 

Aunque no existe una definición de estrés universalmente aceptada, nuestros estudios están 

enmarcados bajo la definición propuesta por Vigas (Vigas 1984): “Se entiende por estrés la 

respuesta del organismo debida a la exposición a agentes que pueden alterar, real o 
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simbólicamente, su integridad y a los que no puede hacer frente mediante los mecanismos 

homeostáticos normales”. 

De la definición de Vigas se adivina la existencia de dos grandes categorías de estímulos 

estresantes las cuales están aceptadas en la actualidad (Herman et al. 2003; Pacak and 

Palkovits 2001): estímulos estresantes de naturaleza emocional (también denominados 

anticipatorios o procesativos) y estímulos estresantes de naturaleza física o sistémica (también 

denominados reactivos). Sin embargo, determinados estímulos estresantes no se pueden 

asignar en exclusiva a una de estas categorías ya que presentan un perfil mixto. Los estímulos 

sistémicos son aquellos que provocan perturbaciones directas en la homeostasis que se 

reflejan en parámetros fisiológicos (infecciones, alteraciones metabólicas u osmóticas, hipoxia, 

hemorragia, algunos estímulos físicos, los estímulos químicos y la mayoría de los 

farmacológicos). Estos estímulos activan la respuesta de estrés a través de mecanismos 

reflejos que no requieren activación emocional. Sin embargo, los estímulos estresantes de 

naturaleza emocional no constituyen una amenaza directa sino tan sólo potencial para el 

equilibrio homeostático y requieren activación emocional. Se incluyen dentro de esta categoría 

las situaciones estresantes de tipo social (derrota social, aislamiento y privación maternal) y 

otras situaciones fundamentalmente emocionales aunque con un componente físico 

(exposición al choque eléctrico, nado forzado e inmovilización). Los efectos estresantes de la 

mayoría de estos estímulos  mixtos se deben principalmente a la activación emocional que los 

acompaña. 

La respuesta al estrés, como proceso de adaptación positiva, incluye cambios fisiológicos y 

conductuales que permiten afrontar situaciones amenazantes. La respuesta de estrés es 

crucial para la supervivencia del individuo pero si la respuesta es exagerada, inadecuada o 

persistente puede desencadenar alteraciones fisiológicas y psicológicas: hipertensión (Steptoe, 

Kearsley, Walters 1993), desórdenes del sueño (Kant et al. 1995), trastornos de ansiedad, 

predisposición al consumo de drogas (Piazza and Le Moal 1997) y neurodegeneración 

(Sapolsky, Stein-Behrens, Armanini 1991). 

La respuesta al estrés induce la activación tanto del eje SMA, que produce un aumento en la 

frecuencia cardíaca y la liberación de catecolaminas al torrente sanguíneo, como del eje 

hipotalámico-pituitario-adrenal (HPA) que da lugar a la liberación de glucocorticoides a la 
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circulación. Estas reacciones pueden disociarse, de forma que la activación del eje SMA se 

produce preferentemente ante situaciones donde el organismo necesita una conducta más 

activa, mientras que la activación del eje HPA se da en situaciones que producen inseguridad 

bien por la novedad del estímulo, la ausencia de control sobre ellas o el incumplimiento de las 

expectativas. 

 

2. El eje Hipotalámico-Pituitario-Adrenal 

El eje HPA tiene una función decisiva en las consecuencias fisio y psicopatológicas derivadas 

de la exposición a situaciones de estrés. 

Los estímulos estresantes activan diferentes vías del SNC en función de sus características. 

En general, los estímulos emocionales son procesados en primer lugar por estructuras 

encefálicas superiores que a través de diferentes núcleos límbicos activan el núcleo 

paraventricular (PVN) hipotalámico, mientras que los estímulos sistémicos actúan sobre el PVN 

por vías más directas procedentes del tronco encefálico o áreas circunventriculares (Herman 

and Cullinan 1997). Sin embargo, independientemente del tipo de estímulo estresante la 

información converge en una población de neuronas parvocelulares neurosecretoras del PVN 

(región parvocelular, pPVN), donde se origina la cascada de activación del eje HPA. Las 

neuronas ubicadas en esta región sintetizan el factor liberador de corticotropina (CRF), lo 

transportan a través de sus axones hasta la zona externa de la eminencia media y lo liberan, 

junto a otros neuropéptidos como la arginina-vasopresina (AVP), a la circulación portal 

hipofisiaria para alcanzar la adenohipófisis. Allí, el CRF induce la síntesis de 

proopiomelanocortina (POMC) y la liberación a la circulación de diversos péptidos derivados de 

la misma como la hormona adrenocorticotropa (ACTH). La ACTH actúa sobre la corteza 

adrenal estimulando la síntesis y secreción de glucocorticoides que regulan la actividad del eje 

HPA mediante mecanismos de retroinhibición sobre la hipófisis, el hipotálamo y estructuras 

suprahipotalámicas como la formación hipocampal y la corteza prefrontal medial (de Kloet 

2003). En la Figura 1 se pueden observar los principales componentes y el mecanismo general 

de funcionamiento del eje HPA. 
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Figura I. Esquema general de funcionamiento del eje HPA 

 

         Delgado-Morales R.  

 

3. Factores liberadores de ACTH: CRF y AVP 

En 1981, Vale y colaboradores aislaron y caracterizaron un péptido liberador de ACTH que fue 

denominado factor liberador de corticotropina (CRF). A partir de ese momento, la función del 

CRF en el control de la respuesta al estrés ha sido ampliamente estudiada demostrándose que 

es una hormona clave en la iniciación de dicha respuesta. 

El CRF presenta una amplia distribución cerebral por lo que se le atribuyen diferentes 

funciones dependiendo del sistema en el que actúe. El CRF liberado por las neuronas del PVN 
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resulta esencial en la iniciación de la respuesta del eje HPA, induciendo la síntesis y liberación 

de ACTH a la circulación. Las neuronas que expresan CRF localizadas en áreas del 

telencéfalo basal (amígdala central, núcleo del lecho de la estría terminal) o tronco encefálico 

(núcleo de Barrington, algunas zonas de los núcleos del rafe) están implicadas en la regulación 

de respuestas conductuales y autonómicas al estrés como alteraciones en la ansiedad, ingesta 

de comida, arousal, aprendizaje y memoria (Dunn and Berridge 1990; Owens and Nemeroff 

1991). Existen neuronas que expresan CRF en diferentes áreas de la corteza cerebral y en la 

formación hipocampal cuya función es desconocida (Champagne, Beaulieu, Drolet 1998; 

Croiset, Nijsen, KampHuis 2000). 

El CRF actúa a través de dos tipos de receptores acoplados a proteína G: CRFR1 y CRFR2 

(Dautzenberg, Braun, Hauger 2001). La activación de estos receptores provoca un aumento 

del AMP cíclico intracelular (AMPc), la consecuente activación de la proteína quinasa A (PKA) 

y fosforilación de proteínas que conducen a la síntesis de promiomelacortina (POMC) y por 

tanto de ACTH. El CRF además de estimular la síntesis de ACTH también induce su liberación 

a la circulación (Rivier, Rivier, Vale 1982). 

Un segundo péptido con una importante actividad hipofisiaria es la AVP. Se sintetiza 

fundamentalmente en neuronas magnocelulares y parvocelulares del PVN y en las 

magnocelulares del núcleo supraóptico. 

La AVP no estimula la síntesis de ACTH y de forma directa ejerce un débil efecto sobre su 

liberación. Sin embargo, indirectamente puede actuar sobre la liberación de ACTH potenciando 

los efectos del CRF (Rivier and Vale 1983). 

La AVP ejerce sus efectos a través de tres tipos de receptores acoplados a proteína G: V1a, 

V1b (asociados a la activación de fosfolipasas) y V2 (acoplado a la activación de la adenilato 

ciclasa) (Birnbaumer 2000; Itoi et al. 2004). Los receptores V1b (también denominado V3) 

desempeñan un papel importante en la regulación de la respuesta del eje HPA y se expresan 

en las células corticotropas de la hipófisis. Aunque existe controversia al respecto, se ha 

sugerido que la AVP podría contribuir a mantener la respuesta de la ACTH en situaciones de 

estrés crónico, ya que la exposición a estrés prolongado o crónico produce un aumento en el 

número de neuronas que expresan AVP en el PVN (Aguilera, PHam, Rabadan-Diehl 1994; 

Makara, Mergl, Zelena 2004). 
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4. Hormonas periféricas: ACTH y glucocorticoides 

Se ha descrito la síntesis y secreción de ACTH ante una amplia gama de situaciones 

estresantes, por lo que es considerada como la hormona periférica primaria en respuesta al 

estrés. La ACTH es un péptido de 30 aminoácidos derivado de la POMC cuya síntesis y 

liberación es inducida en la adenohipófisis por el CRF. Una vez en la circulación sanguínea, la 

ACTH actúa principalmente sobre la corteza de la glándula adrenal estimulando la síntesis y 

liberación de glucocorticoides (principalmente cortisol en humanos y corticosterona en 

roedores). Está acción la lleva a cabo actuando a través de receptores de membrana de 

melanocortinas tipo 2 (MC2-R) localizados casi exclusivamente en la corteza adrenal (Cone et 

al. 1993). La unión de la ACTH a su receptor produce la activación de la adenilato ciclasa, con 

el consecuente aumento del AMPc intracelular y la activación de la PKA, así como de otras 

vías intracelulares ligadas al Ca2+ (Gallo-Payet and Payet 2003). Esta activación de la PKA 

produce por un lado, la formación de la corticosterona (CORT) y por otro, modificaciones 

transcripcionales en las células adrenales que conducen a cambios más complejos y 

duraderos reflejados en sus efectos tróficos (Sewer and Waterman 2003). 

Aunque la ACTH es el principal factor por el cual se promueve la síntesis y liberación de 

glucocorticoides, se ha propuesto la existencia de otros factores que actúan sobre el control de 

la secreción de glucocorticoides en respuesta al estrés. Entre estos factores encontramos la 

regulación neural de la corteza adrenal (Engeland and Arnhold 2005), moléculas como la 

angiotensina II que produce incrementos en los niveles de corticosterona sin afectar a los 

niveles de ACTH (Keller-Wood et al. 1986) y, algunas citoquinas como la interleuquina 1 que 

actúa directamente sobre la glándula adrenal (Vinson, Hinson, Toth 1994). 

La corteza de la glándula adrenal se divide en tres partes. La capa más externa, es la zona 

glomerular, ocupa un 10-15% de la corteza adrenal y libera mineralocorticoides; mientras que 

la capa intermedia, denominada fasciculada, representa el 75-80% de la corteza y es la 

responsable de la síntesis y liberación de los glucocorticoides. Los glucocorticoides son las 

principales moléculas efectoras del eje y realizan numerosas funciones en el organismo que 

están agrupadas en dos categorías: a) moduladoras y b) preparatorias (Sapolsky, Romero, 

Munck 2000). 
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a) Las acciones moduladoras de los glucocorticoides alteran la respuesta del organismo 

ante una situación estresante y se subclasifican en: 

 Permisivas. Son ejercidas por los glucocorticoides presentes antes del estímulo 

estresor, se dan al inicio de la respuesta de estrés y preparan los mecanismos de 

defensa del organismo para hacer frente a la situación estresante (por ejemplo, los 

efectos sobre el sistema cardiovascular). 

 Supresoras. Se producen por el aumento de los niveles de glucocorticoides inducido 

por estrés, por lo que se inician, al menos, una hora después del comienzo de la 

situación estresante y previenen al organismo de las consecuencias negativas de una 

respuesta exagerada (por ejemplo, inhibición de la respuesta inmune e inflamatoria y 

de la actividad del propio eje HPA mediante mecanismos de retroinhibición negativa). 

 Estimuladoras. Siguen el mismo patrón temporal que las acciones supresoras y 

también dependen de la magnitud de respuesta al estrés de los glucocorticoides. Sin 

embargo, potencian los efectos de otras hormonas liberadas durante la respuesta al 

estrés (por ejemplo, potenciación de la gluconeogénesis mediada por la liberación de 

adrenalina). 

b) Las acciones preparatorias de los glucocorticoides modulan futuras respuestas del 

organismo al estrés, aspecto muy importante en el estudio del estrés crónico. 

Los glucocorticoides actúan a nivel genómico mediante su unión a dos tipos de receptores 

intracelulares: tipo I (o mineralocorticoides, MRs) y tipo II (o glucocorticoides, GRs) (Reul and 

de Kloet 1985). Ambos tipos de receptores presentan un dominio de unión a esteroides y otro 

de unión al ADN (Pratt 1993). El reconocimiento del ligando por el receptor forma una unidad 

funcional capaz de translocarse al núcleo, donde se une a secuencias específicas del ADN e 

induce la transcripción de genes que tienen en su región promotora elementos de respuesta a 

glucocorticoides. Los MRs y los GRs presentan características diferenciales entre ellos como el 

grado de afinidad por determinados ligandos, su distribución y sus funciones en la regulación 

de la respuesta del eje HPA (de Kloet, Reul, Sutanto 1990). 

Los glucocorticoides son capaces de inhibir la activación del eje HPA en respuesta al estrés 

mediante sus mecanismos de retroalimentación negativa. En función de la velocidad de acción 
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y del tipo de receptor implicado se han propuesto dos tipos básicos de mecanismos de 

retroinhibición: rápido y lento (Keller-Wood and Dallman 1984). La retroinhibición rápida es 

dependiente de la tasa de incremento de glucocorticoides en sangre y es de acción inmediata, 

por lo que es incompatible con el tiempo requerido para que se produzca la transcripción 

génica mediada por los receptores MRs y GRs. Se ha propuesto la existencia de unos 

receptores de membrana que median estos efectos rápidos de los glucocorticoides, aunque 

aún no han sido caracterizados (Makara and Haller 2001). Por otro lado, la retroinhibición lenta 

depende de los niveles plasmáticos de glucocorticoides en el periodo precedente a la 

exposición al estrés y es de acción lenta, iniciándose aproximadamente una hora después del 

inicio de la situación estresante. Este mecanismo está mediado por receptores de MRs y GRs 

e implica mecanismos de regulación génica como el bloqueo de la transcripción de los genes 

de CRF, AVP y POMC. 

La retroinhibición de los glucocorticoides sobre el eje HPA tiene lugar a diferentes niveles 

anatómicos, que incluyen la adenohipófisis, el PVN y otras regiones extrahipotalámicas como 

la corteza prefrontal medial o la formación hipocampal (Armario 2006). En determinadas 

ocasiones la exposición a un estímulo estresante no bloquea la respuesta del eje HPA frente a 

presentaciones posteriores, lo cual lleva a pensar que la retroinhibición negativa debida a los 

glucocorticoides no es siempre efectiva. Por este motivo, Dallman y Jones (Dallman and Jones 

1973) propusieron que la exposición a una situación estresante induce sensibilización a nivel 

del SNC frente a posteriores exposiciones al estrés, compensándose la retroinhibición negativa 

ejercida por los glucocorticoides y manteniéndose la capacidad de respuesta del eje.  

Otro parámetro importante en la regulación de los efectos de los glucocorticoides en el 

organismo es la transcortina o globulina de unión a corticosteroides (CBG). En condiciones 

basales, una alta proporción de los glucocorticoides presentes en la circulación se encuentran 

unidos a la CBG, siendo así la hormona incapaz de unirse al receptor (Breuner and Orchinik 

2002). Sin embargo, ante una situación de estrés los niveles de glucocorticoides libres se 

incrementan, siendo éstos los únicos capaces de unirse a los receptores celulares y ejercer su 

función biológica. Este parámetro se debe tener en cuenta, ya que aunque los niveles 

sanguíneos totales de glucocorticoides no varíen, los niveles de CBG pueden dar lugar a 

cambios en la fracción libre. 
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5. Respuesta al estrés del eje HPA 

5.1. Curso temporal del eje  

La exposición aguda al estrés produce cambios en todos los niveles del eje HPA, 

siendo fundamental conocer su dinámica temporal. A los 5 min de haberse iniciado el 

estímulo estresante se detecta un aumento de la expresión del gen que codifica para 

el CRF (Kovacs and Sawchenko 1996). La dinámica temporal de la AVP es más 

lenta, alcanzando su punto máximo aproximadamente una hora después del 

comienzo del estrés (Kovacs and Sawchenko 1996). La exposición a estímulos 

estresantes también produce una rápida liberación de ACTH, observable a partir de 

los 5 min del inicio de la exposición. Si la exposición al estrés persiste, se alcanza la 

máxima liberación de ACTH a los 15 min de su inicio manteniéndose entre 30 y 60 

minutos (Garcia et al. 2000). Aunque el estímulo persista, transcurrida una hora los 

niveles plasmáticos de ACTH comienzan a descender de forma paulatina alcanzando 

niveles próximos a los basales entre las 10 y las 24 h, incluso en la exposición a 

estímulos estresantes severos (Hauger et al. 1988; Kant et al. 1987). Por tanto, los 

niveles plasmáticos de ACTH transcurridos 60 min desde el comienzo de la 

exposición no son un buen marcador de la intensidad del estrés. La causa de esta 

disminución progresiva no está clara, se asocia por un lado con la retroinhibición 

ejercida por los glucocorticoides y por otro con la imposibilidad de las células 

corticotropas para mantener una elevada liberación de ACTH durante un tiempo tan 

prolongado (Marti, Andres, Armario 1999; Rivier and Vale 1987). 

En lo que se refiere a la determinación de la liberación de corticosterona debe 

realizarse, con estímulos estresantes breves, a los 15-20 min desde el inicio de la 

exposición al estímulo que es el tiempo requerido por la corteza adrenal para 

alcanzar el máximo nivel de síntesis de corticosterona y, con estímulos de 15 min o 

más, el máximo de corticosterona se alcanza a los 30-60 min del inicio (Dal-Zotto et 

al. 2004; Levin, Blum, Roberts 1989). En muchas ocasiones los niveles de 

glucocorticoides no reflejan los niveles de ACTH, ya que la capacidad de la glándula 

adrenal se satura a niveles de ACTH relativamente bajos (Kant et al. 1983; Keller-

Wood and Dallman 1984). Además, cuando la exposición al estímulo estresante es 
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prolongada los niveles de ACTH disminuyen progresivamente, hecho que no se 

observa en los niveles plasmáticos de corticosterona. 

 

5.2. Efectos de la intensidad del estímulo 

Las respuestas fisiológicas y, en ocasiones, las consecuencias patológicas de la 

exposición a estímulos estresantes están condicionadas por la intensidad de los 

mismos, independientemente de su naturaleza. Por lo tanto, resulta relevante 

conocer qué respuestas son proporcionales a la intensidad de los estímulos 

estresantes. 

Existen numerosas variables fisiológicas que responden ante la exposición a 

estímulos estresantes aunque sólo unas pocas son sensibles a su intensidad. 

Armario et al. (Armario et al. 1986) observaron que en ratas expuestas de forma 

progresiva a estímulos estresantes los niveles plasmáticos de corticosterona y 

prolactina se correlacionaban positivamente con la intensidad de la situación 

estresante, mientras que otras hormonas hipofisarias (como la hormona luteinizante 

o la hormona estimulante de tiroides) no reflejaban la intensidad de la situación de 

estrés. Por tanto, es preciso diferenciar entre los conceptos de marcador de estrés, 

que define a aquella variable que es sensible al estrés y, marcador de intensidad de 

estrés, que hace referencia a aquella variable que responde proporcionalmente a la 

intensidad del estrés. Son considerados buenos marcadores de intensidad de estrés 

los niveles plasmáticos de catecolaminas (especialmente la adrenalina), los de 

glucosa (índice indirecto de la liberación de adrenalina), prolactina y hormonas del 

eje HPA (Marti and Armario 1998). 

La validez de las hormonas del eje HPA en la evaluación de la intensidad de las 

situaciones estresantes es aplicable tanto a estímulos de tipo emocional como de 

tipo sistémico (Pacak and Palkovits 2001). Los niveles plasmáticos de corticosterona 

es el marcador de intensidad de estrés más comúnmente utilizado y sin embargo, 

sólo debería utilizarse en situaciones estresantes de intensidad baja o moderada 

(Kant et al. 1983) ya que presenta efecto techo. Una alternativa para su utilización 

como marcador de la intensidad de estrés es evaluar el curso temporal  de los 
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niveles plasmáticos de corticosterona una vez terminada la exposición a estrés, ya 

que la velocidad de recuperación del eje HPA permite discriminar la intensidad del 

estímulo estresante (Marquez, Belda, Armario 2002). 

 

5.3. Estrés crónico y adaptación del eje HPA 

Las consecuencias fisiológicas y comportamentales inducidas por la exposición a un 

determinado estímulo estresante dependen del tipo de estímulo, de su intensidad y duración.  

Cuando la duración de la exposición a una situación estresante es de días o incluso semanas 

se considera estrés crónico (Marti and Armario 1998). Además, dentro del estrés crónico se 

puede distinguir entre continúo e intermitente. Aunque ambos tipos de estrés crónico se 

producen a lo largo de días o semanas, el primero se puede experimentar en cualquier 

momento del día mientras que el segundo se produce sólo durante unos minutos o unas horas 

al día. 

Se ha demostrado que la exposición a estrés crónico inducido por un mismo estímulo 

estresante (homotípico) produce una reducción en ciertas respuestas fisiológicas respecto a la 

respuesta inicial. Esta disminución del impacto causada por el estresor, a pesar de su 

persistencia, ha sido denominada adaptación o habituación. 

Los parámetros fisiológicos más comúnmente utilizados como marcadores de adaptación son 

la concentración plasmática de ACTH y de corticosterona (Marti and Armario 1998). Sin 

embargo, el nivel de corticosterona no es un buen marcador de adaptación en situaciones 

estresantes de intensidad elevada, ya que por un lado, la secreción adrenocortical se satura 

rápidamente a concentraciones intermedias de ACTH (Keller-Wood and Dallman 1984) y por el 

otro, la respuesta adrenocortical máxima a ACTH tras la exposición a estrés crónico severo se 

incrementa (Armario et al. 1985; Ulrich-Lai et al. 2006). Para considerar los niveles plasmáticos 

de corticosterona como un marcador de adaptación apropiado habría que evaluar su dinámica 

una vez terminada la exposición a estrés. 

Generalmente, la adaptación de las hormonas periféricas del eje HPA se produce tras la 

exposición repetida a estímulos estresantes con un componente predominantemente 

emocional como la inmovilización, en los cuales la confrontación no es realmente dañina para 
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el organismo. Ante este tipo de estímulos, el organismo adopta una respuesta adaptativa del 

eje HPA para evitar el agotamiento de sus reservas y evitar desórdenes comportamentales 

(Campeau et al. 2011). 

 

6. SP y regulación del estrés 

La SP y su receptor preferencial están altamente expresados en áreas del cerebro implicadas 
en la regulación de la respuesta al estrés y la ansiedad como el caudado putamen, la 

amígdala, el núcleo accumbens, el hipocampo y varios núcleos hipotalámicos, así como la 

sustancia gris periacueductal y el locus coeruleus. 

Por otra parte, existen considerables evidencias que muestran la implicación de la Sustancia P 

(SP) y su receptor NK1 en numerosos fenómenos relacionados con el estrés y la ansiedad 

(Ebner and Singewald 2006). Algunas de estas evidencias demuestran que la administración 

de SP o de agonistas del receptor NK1 aumenta la ansiedad (Bassi et al. 2007a; Bassi et al. 

2007b), mientras que el bloqueo del receptor NK1 tiene propiedades ansiolíticas y 

antidepresivas (Dableh et al. 2005; File 1997; Kramer et al. 1998). A pesar que las pruebas 

sobre implicación de la SP en los mecanismos de ansiedad son bastante consistentes, 

Carvalho et al. (Carvalho et al. 2008) publicaron un trabajo en el que se sugieren posibles 

diferencias regionales;  en este trabajo la infusión de SP en el hipocampo dorsal, pero no en el 

hipocampo ventral, produce un aumento en la actividad tanto en los brazos abiertos del 

laberinto en cruz elevado como en la zona central del campo abierto, ambos parámetros 

indicadores del efecto ansiolítico de SP. 

Sin embargo, el papel de la SP y de su receptor NK1 en la regulación del eje HPA es 

claramente inconsistente ya que existen trabajos que sostienen que la administración 

intracerebroventricular (icv) de SP produce tanto la inhibición (Chowdrey, Jessop, Lightman 

1990; Larsen et al. 1993; SapHier et al. 1994) como la activación del eje HPA (Mello et al. 

2007). De forma similar, la administración central de antagonistas no peptídicos del receptor 

NK1 conlleva a resultados contradictorios. Por un lado, Jessop et al. (Jessop et al. 2000) 

observaron una activación del eje HPA tras la administración icv de un antagonista específico 

del receptor NK1 en ratas sometidas a estrés agudo por inmovilización. Esta activación fue 

reflejada por el mantenimiento, 4 horas después de finalizada la situación estresante, de 
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niveles elevados tanto de ACTH y CORT como del ARNm del CRF en la región pPVN. Sin 

embargo, por otro lado trabajos posteriores (Ebner et al. 2008) demostraron que el bloqueo 

farmacológico a nivel central del receptor NK1 en ratas atenúa la expresión de c-fos en el PVN 

inducida por la exposición a un estresor medio como el laberinto en cruz elevado (EPM). 

Además de estos compuestos se han utilizado modelos de ratones transgénicos carentes del 

receptor NK1 como herramienta para estudiar la implicación de este receptor en la respuesta al 

estrés. Entre estos trabajos encontramos un primer estudio en el cual el número de 

vocalizaciones ultrasónicas inducidas por la separación materna están reducidas en neonatos 

NK1-/- (Rupniak et al. 2000). Los estudios de la respuesta del eje HPA inducida por estrés 

agudo en ratones transgénicos también son contradictorios (Kandere-Grzybowska et al. 2003; 

McCutcheon et al. 2008; Santarelli et al. 2001). Santarelli et al. (2001) mostraron que la 

deleción genética del receptor NK1 en ratones con un fondo genético 129/Sv producía una 

marcada reducción en los niveles de corticosterona en respuesta a 10 min. de exposición al 

EPM. Sin embargo, la exposición a 30 min. de inmovilización en tubo no produjo alteraciones 

en el incremento de corticosterona plamática en ratones NK-/- con fondo genético C57BL/6 

(Kandere-Grzybowska et al., 2003)  McCutcheon et al. (2008) compararon la respuesta a la 

exposición al estrés entre ratones de fondo genético C57BL/6 puro o C57BL/6-129/Sv, 

observando que la actividad del eje HPA difiere entre cepas independientemente de la deleción 

del receptor NK1. 
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Hipótesis de trabajo 

La Sustancia P (SP) y su receptor preferencial (NK1) presentan una amplia distribución 

cerebral y han sido implicados  en numerosos procesos asociados con el estrés y la 

ansiedad (Culman y et al., 1997; Ebner y Singewald, 2006). 

La activación del eje HPA es la respuesta prototípica al estrés en todos los vertebrados, de 

forma que situaciones de estrés, sistémicas o emocionales, elevan los niveles plasmáticos 

de hormonas periféricas del eje HPA (ACTH y glucocorticoides) (Armario, 2006). Además, 

en roedores se ha demostrado que los niveles plasmáticos de ACTH y corticosterona son 

marcadores de la intensidad del estímulo estresante (Martí y Armario, 1998). 

El núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN) es un área clave en la regulación del eje 

HPA donde tanto SP como su receptor NK1 están expresados. En el PVN se produce la 

síntesis y, en respuesta a situaciones estresantes, la liberación a la circulación del factor 

liberador de corticotropina (CRF) y otros neuropéptidos precursores de ACTH. Por lo tanto, 

si la SP está implicada en el control de la respuesta al estrés, cabría esperar que este 

neuromodulador tenga un papel crítico en la regulación del eje HPA. Sin embargo, como se 

ha descrito en el apartado 6 de la introducción, el papel de la SP y de su receptor NK1 en la 

regulación del eje HPA es controvertido y por lo tanto, son necesarios estudios 

complementarios. 

Este trabajo se plantea debido a la escasez y controversia de los datos acerca de la 

respuesta aguda al estrés en ratones NK1-/- y a la inexistencia de estudios sobre como la 

deleción genética del receptor NK1 puede afectar a la respuesta endocrina y conductual 

inducida por estrés crónico. De manera que en este trabajo nos planteamos el estudio de la 

posible implicación del receptor NK1, en los efectos hormonales y conductuales causados 

por la exposición crónica a estrés por inmovilización en ratón. Dado que la SP y su receptor 

NK1 están implicados en un número importante de respuestas conductuales y fisiológicas 

frente a estímulos emocionales hemos utilizado como estresor un estímulo estresante con 

un componente fundamentalmente emocional, la inmovilización en tubo o “restraint”, cuyos 

efectos estresantes se deben principalmente a la activación emocional que los acompaña. 
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Nuestra hipótesis es que la deleción genética del receptor NK1 puede reducir los efectos 

negativos inducidos por el estrés crónico y favorecer la adaptación del eje HPA, atenuando 

las posibles alteraciones comportamentales sobre los niveles de ansiedad, el aprendizaje 

espacial y la memoria. 

Objetivos 

El presente trabajo pretende examinar la implicación de la SP en la respuesta adrenocortical y 

comportamental inducida por la exposición a estrés crónico por inmovilización, utilizando para 

ello animales knockout para el receptor NK1. Para el desarrollo de este estudio nos 

planteamos los siguientes objetivos: 

1. Demostrar posibles diferencias en la respuesta del eje HPA, mediante la evaluación de los 

niveles de corticosterona plasmática,  inducida por la exposición aguda y crónica a estrés 

por inmovilización en animales NK1+/+ y NK1-/-. 

2. Evaluar las posibles alteraciones comportamentales sobre los niveles de ansiedad y la 

memoria espacial, debidas a la exposición a estrés crónico por inmovilización en animales 

NK1+/+ y NK1-/-: 

2.1. Estudio de la expresión de los niveles de ansiedad mediante el ensayo luz-oscuridad. 

2.2. Análisis del aprendizaje espacial y la memoria utilizando el laberinto de agua de 

Morris (MWM). 

2.3. Medida de la expresión de los niveles de ansiedad evaluada mediante la tigmotaxis 

en del MWM. 
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1. Animales de experimentación 

En todos los experimentos se utilizaron ratones machos adultos NK1-/- y silvestres (NK1+/+). 

Los ratones originales fueron obtenidos por recombinación homóloga de blastocistos C57BL/6J 

inyectados con células madre 129/Sv que presentaban una disrupción dirigida del gen que 

codifica el receptor NK1 (De Felipe et al. 1998). Los ratones utilizados en este trabajo fueron 

obtenidos mediante 10 generaciones de cruces sucesivos de la línea original C57BL/6J x 

129/Sv con ratones C57BL/6J, con objeto de eliminar el fondo genético 129/Sv. Estos animales 

fueron denominados NK1-/- backcross y NK1+/+ backcross. 

Los procedimientos experimentales fueron realizados siempre por la mañana, entre las 08:30 y 

la 13:00, cuando los niveles hormonales basales y de estrés del eje HPA son estables. Los 

animales fueron aclimatados a nuestras instalaciones durante una semana en la cual no se les 

realizó ninguna manipulación. Pasado este periodo, se les habituó a la manipulación por el 

experimentador y a la toma de muestras de sangre, con el objetivo de minimizar el posible 

impacto del estrés asociado a dichas manipulaciones. La estabulación se realizó en grupos de 

4-5 en condiciones controladas de temperatura (22±1 ºC), humedad (55%), iluminación (ciclo 

luz-oscuridad de 12 h) y agua/comida ad libitum. Los protocolos experimentales fueron 

aprobados por el Comité Ético de la Universidad Miguel Hernández de Elche y fueron 

realizados de acuerdo con la Directiva del Consejo de las Comunidades Europeas 

(86/609/EEC). 

 

2. Inmovilización 

La intensidad de la respuesta fisiológica causada por la inmovilización manifiesta su potencia 

como estímulo estresante, incluso comparado con el choque eléctrico (Marquez, Belda, 

Armario 2002). 

El protocolo de inmovilización consistió en la completa restricción del movimiento del animal en 

unos inmovilizadores cilíndricos de plexiglás de 2,8 cm de diámetro y 10 cm de longitud. Con el 

fin de mantener el mismo nivel de inmovilización en todos los animales, independientemente 

de su tamaño, la parte trasera de los cilindros era capaz de adaptarse según el peso del 

animal. Siete agujeros, de 1 cm de diámetro, distribuidos por las paredes del cilindro 
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proporcionaban al animal una ventilación adecuada. 

La duración de la exposición a la inmovilización  fue de 2h/día durante 9 días para el estudio de 

posibles diferencias en la respuesta del eje HPA al estrés crónico en ratones NK1-/-, tiempo 

suficiente para que se produzca la adaptación del eje (Marquez, Nadal, Armario 2004). 

Mientras que para los estudios comportamentales se prolongó este periodo a 14 días. 

 

3. Obtención de muestras de sangre 

La recogida de muestras de sangre se realizó los días 1, 4 y 9. Las muestras de sangre de los 

animales asignados a los grupos control NK1+/+ y NK1-/- fueron tomadas 2 veces/día con un 

intervalo de tiempo entre tomas de 2 h, mientras que las muestras de sangre de los animales

NK1+/+ y NK1-/- asignados a los grupos de estrés crónico fueron recogidas inmediatamente 

antes de la inmovilización e inmediatamente después. El procedimiento utilizado fue el de 

incisión en la cola, técnica que permite obtener niveles hormonales cercanos a los basales si el 

animal está previamente habituado al procedimiento (Belda, Marquez, Armario 2004). Consiste 

en una pequeña incisión de unos 2 mm de profundidad en la parte distal de una de las venas 

de la cola del animal. La sangre se extrajo mediante un leve masaje en la cola con el fin de 

conducir la sangre hacia el corte y evitar el retroceso venoso. Este método apenas causa dolor 

a los animales y permite extraer varias muestras de sangre con una sola incisión. A cada 

animal se le extrajo un volumen máximo de sangre de 300 μl en capilares con EDTA (Sarstedt 

Microvette CB300), durante un máximo de 2 min. La sangre permaneció siempre a 4 ºC hasta 

la obtención del plasma mediante centrifugación (7100 rpm durante 25 min) a 4 ºC. 

Posteriormente las alícuotas de plasma se almacenaron a -20 ºC hasta su análisis. 

 

4. Radioinmunoanálisis de corticosterona 

La concentración de corticosterona en plasma de las muestras fue determinada mediante una 

técnica de radioinmunoanálisis (RIA) de doble anticuerpo en equilibrio (Marquez, Nadal, 

Armario 2006). Se usó un tampón fosfato sódico 0.2 M disuelto en agua MilliQ. Las muestras 

fueron incubadas durante 2 h en ácido cítrico 0.1 M para eliminar la unión de la corticosterona 

a la globulina de unión a corticosteroides (CBG). Se usó corticosterona sintética (Merck) como 
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estándar, 125I-Corticosterona (actividad específica 1500-2000 μCi/μg, ICN-Biolink 2000) como 

marcador y un anticuerpo contra corticosterona donado por el Dr. G.B. Makara (Institute of 

Experimental Medicine, Budapest, Hungría). La fracción libre se separó con un segundo 

anticuerpo (donkey α-rabbit IgG, Serotec) en tampón al 7,5% de Polietilenglicol. La 

radioactividad de los pellets se midió mediante un contador gamma (Wallac 1272, Clinigamma) 

y los cálculos para determinar la concentración de corticosterona se llevaron a cabo mediante 

la transformación log-B/B0.  

Todas las muestras fueron analizadas en el mismo RIA para evitar variabilidad inter-ensayo. La 

variabilidad intra-ensayo para la corticosterona fue del 6% y la sensibilidad de la técnica fue de 

0.1 μg/dl. 

 

5. Ensayo luz-oscuridad 

Este ensayo está basado en la aversión innata de los roedores por áreas intensamente 

iluminadas y en la conducta exploratoria espontánea de los roedores en respuesta a estresores 

medios: un ambiente nuevo y un área intensamente iluminada. De este modo los animales 

están enfrentados al conflicto entre el deseo de explorar una nueva área y la aversión hacia la 

elevada iluminación. El ensayo de luz-oscuridad ha sido ampliamente utilizado para predecir 

comportamientos ansiolíticos en ratones, lo cual se refleja en un aumento del tiempo de 

permanencia o número de entradas en el compartimento iluminado (Hascoet, Bourin, Nic 

Dhonnchadha 2001). 

El ensayo de luz-oscuridad se realizó 48 h después de la última sesión de estrés. El aparato 

consiste en un compartimento pequeño de color oscuro (27 x 18 x 27 cm alto) conectado por 

una abertura de 7 x 7 cm con un compartimento grande de color claro (27 x 27 x 27 cm). El 

compartimento claro está intensamente iluminado (500 lux) comparado con el compartimento 

oscuro (10 lux). Cada sesión tuvo una duración de 10 minutos, comenzando con la colocación 

del animal en el compartimento oscuro mirando hacia al compartimento claro. Se cuantificaron 

tanto el número de entradas como el tiempo de permanencia en el compartimento claro, 

considerando como entrada cuando el animal posiciona sus cuatro patas en dicho 

compartimento. Además, se registraron las tentativas de entrada al compartimento claro como 
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posible índice de ansiedad, donde se incluyen la postura de “stretch-attend” (cuando el ratón 

se extiende hacia delante y se retrae a la posición original manteniendo las patas inmóviles) y 

la conducta de “flatback” (locomoción exploratoria donde el animal se extiende en toda su 

longitud y se mueve hacia adelante con cautela). 

 

6. Laberinto de agua de Morris 

El laberinto de agua de Morris (MWM) es un paradigma frecuentemente utilizado para evaluar 

las capacidades de aprendizaje y memoria en ratones. Es una tarea de navegación espacial en 

la cual el animal nada para encontrar una plataforma escondida utilizando claves visuales para 

localizarla. Este ensayo está basado en la alta motivación de los roedores por salir del agua de 

la forma más rápida posible. 

El aparato consiste en una piscina de 120 cm de diámetro llena con agua tibia (26±1 °C) que 

se opaca mediante la adición de pintura blanca no tóxica. Una plataforma de 10 cm de 

diámetro se sitúa a 5 mm por debajo de la superficie del agua (condición sumergida) o 8 mm 

por encima del nivel del agua (con el borde coloreado de oscuro; condición visible). La piscina 

se divide en cuatro cuadrantes colocando la plataforma en medio de uno de ellos (cuadrante 

diana).

Este paradigma se realizó de acuerdo con la descripción previa de Grootendorst et al., 2001 

aunque con ligeras modificaciones. En cada ensayo, el ratón se colocó en el agua de uno de 

los cuatro cuadrantes permitiéndole encontrar la plataforma y subirse a ella durante  un 

máximo de 60 s, permaneciendo allí durante 20 s (día 1) o 10 s (ensayos y días restantes). Si 

el animal no era capaz de encontrar la plataforma, se le guiaba hasta allí con la ayuda de una 

rejilla y se le permitía permanecer en ella durante 20 s. El mismo ensayo era realizado 

secuencialmente por cuatro animales durante una sesión. Después de cada ensayo, los 

animales eran colocados debajo de una lámpara de calor infrarroja roja con el fin de secarlos. 

Como prueba de adaptación al agua, un día antes de comenzar el entrenamiento espacial en 

el laberinto de agua, la piscina se llenó 2 cm con agua tibia permitiéndosele a cada ratón 

moverse durante 120 s. El día 1 el entrenamiento comenzó con 120 s de nado libre en 

ausencia de la plataforma, lo que sirve para evaluar la capacidad de los ratones para nadar y 

para que el animal considere la plataforma como un lugar seguro. Sesenta minutos después se 
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realizó una prueba de entrenamiento con la plataforma visible. Sesenta minutos más tarde se 

realizó otra prueba de entrenamiento con la plataforma sumergida (ensayo 2). Los días 2 y 3 la 

plataforma permaneció sumergida y el intervalo entre ensayos fue de aproximadamente 5 min, 

salvo cuando se especifique lo contrario. En el día 2 se realizaron siete ensayos de 

entrenamiento (ensayos 3 a 9) con un intervalo de 120 min entre los ensayos 6 y 7. En el día 3 

se realizaron cuatro ensayos (ensayos 10 a 13). En todos los ensayos de entrenamiento se 

registró la latencia (s) y la distancia recorrida (cm) hasta encontrar y subir a la plataforma, la 

velocidad de nado (cm/s) y el tiempo empleado en la zona periférica (tigmotaxis) como posible 

medida de ansiedad. Se considera como tigmotaxis cuando el animal nada por la periferia de la 

piscina (hasta 13 cm de la pared).

Cinco minutos después del último ensayo, se llevó a cabo un ensayo de prueba sin plataforma 

para evaluar la memoria espacial a corto plazo. Si el animal recuerda la localización habitual de 

la plataforma nadará más tiempo en el cuadrante diana, es decir, donde previamente estaba 

situada (Spooner y et al., 1994). Los parámetros registrados para evaluar la memoria fueron la 

distancia recorrida y el porcentaje de tiempo empleado en cada cuadrante: diana (CD), opuesto 

(CO), adyacente izquierdo (CAI) y adyacente derecho (CAD). 

 

7. Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos se realizó mediante el programa SPSS (Statistical Program 

for Social Science) en su versión 16 para Mac. 

En el caso de analizar una única variable dependiente, se utilizó el modelo lineal generalizado 

(GzLM) sin medidas repetidas. Este método estadístico se caracteriza por ser una herramienta 

más flexible que los GLM debido a que se pueden elegir distintos tipos de distribución y 

diferentes estructuras de la covariancia de los datos de las medidas repetidas. Además no se 

elimina un sujeto con valores perdidos y no requiere las condiciones de aplicación de 

normalidad y homogeneidad de variancias. 

En el caso del análisis mediante medidas repetidas y debido a que en algunos casos no se 

cumplieron los criterios esenciales para realizar el estudio mediante GLM, se utilizó en todos 

los experimentos un análisis GzLM con medidas repetidas (ecuaciones estructurales 
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generalizadas; GEE; (Hardin JM 2003)), bajo una distribución normal. La significación de los 

efectos estadísticos encontrados mediante este procedimiento se determinó mediante la 

prueba de chi-cuadrado de Wald usando el método de estimación de la casi-verosimilitud 

restringida. 

Los factores inter e intra-sujetos serán comentados en los resultados de cada experimento 

para una mejor comprensión. En el caso de encontrar interacciones estadísticamente 

significativas, se realizaron las descomposiciones sucesivas apropiadas. 

El criterio de significación en todos los casos se estableció en p<0,05, y la significación 

marginal (0,1>p>0,05) se muestra sólo como información adicional. 
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1. Efecto del estrés crónico por inmovilización en los niveles de corticosterona 
plasmática en animales NK1+/+ y NK1-/- 

 

En este experimento analizamos el efecto del estrés crónico por inmovilización sobre los 

niveles de corticosterona plasmática en animales NK1+/+ y NK1-/- (Fig. 1). Para ello se utilizó 

el modelo lineal generalizado de medidas repetidas (GEE) con estrés y genotipo como factores 

intersujetos y  momento de muestreo y día como factores intrasujetos. 

El GEE reveló un efecto de estrés (Wald χ2(1)= 41,21; p<0,001), día (Wald χ2(2)= 20,84; 

p<0,001) y momento de muestreo (Wald χ2(1)=88,10; p<0,001), así como una interacción 

estrés x día (Wald χ2(2)=17,15; p<0,001), estrés x momento de muestreo (Wald χ2(1)=110,94; 

p<0,001), genotipo x día x momento de muestreo (Wald χ2(2)=11,44; p<0,005) y estrés x día x 

momento de muestreo (Wald χ2(2)=23,46; p<0,001). La descomposición de las interacciones 

correspondientes muestra que los niveles basales de corticosterona fueron similares. Sin 

embargo, la descomposición de la interacción genotipo x día en respuesta a la exposición 

repetida a estrés por inmovilización mostró que los animales NK1+/+ alcanzaron una reducción 

estadísticamente significativa en los niveles de CORT plasmática el día 9 comparado tanto con 

el día 1 (***p<0.001) como con el día 4 (Δp<0.05),  mientras que en los animales NK1-/- esta 

reducción ya fue estadísticamente significativa el día 4 y se mantuvo el día 9 (*** p<0,001 en 

ambos casos). 

Estos resultados muestran que la respuesta de corticosterona a estrés agudo por 

inmovilización en tubo no difiere entre genotipos. Sin embargo, el curso temporal de la 

adaptación del eje HPA en respuesta a la exposición repetida a este estresor es distinta entre 

genotipos, mostrando una mayor velocidad de adaptación del eje HPA los animales NK1-/- que 

los NK1+/+. 
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Figura 1. Niveles de corticosterona plasmática en animales control y expuestos a estrés crónico 
por inmovilización NK1+/+ y NK1-/-.  Cada barra representa la media ± S.E.M (n=7-8/grupo) de la 

concentración de corticosterona plasmática. Las muestras fueron tomadas antes (0) e inmediatamente 

después del estrés (2 h) los días 1, 4 y 9. El análisis GEE mostró que la exposición repetida a estrés por 

inmovilización produjo una disminución en los niveles de CORT plasmática que fue estadísticamente 

significativa el día 9 en los animales NK1+/+, comparado con el mismo genotipo y momento de 

muestreo, (***p<0.001 vs. día 1; Δ p<0.05 vs. día 4) y el día 4 en los animales NK1-/-, comparado con el 

mismo genotipo y momento de muestreo, (** p<0,01, *** p<0,001 ambos vs. día 1). 

 

2. Efecto del estrés crónico por inmovilización sobre la ansiedad medida en el 
ensayo luz-oscuridad en animales NK1+/+ y NK1-/- 

Los resultados del ensayo luz-oscuridad se analizaron utilizando el modelo lineal generalizado 

(GzLM) con el estrés y el genotipo como factores intersujetos. El análisis estadístico del 

número de entradas en el compartimento claro (Fig. 2A) reveló un efecto significativo de estrés  

(Wald χ2(1)= 4,46; p<0,05) pero no efecto de genotipo o interacción estrés x genotipo. Los 

animales expuestos a inmovilización, independientemente del genotipo, mostraron un menor 

número de entradas en el compartimento claro. Sin embargo, el análisis GzLM del tiempo 

empleado en el compartimento claro (Fig. 2B) no reveló efectos estadísticamente significativos. 

Además, se midió tanto la actividad espontánea como el comportamiento de “stretch-attend” en 

el compartimento claro, no encontrándose diferencias entre grupos en lo que se refiere a la 

actividad. 
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Estos datos indican que la exposición a estrés crónico por inmovilización induce un incremento 

en los niveles de ansiedad de ambos genotipos, reflejado por la reducción significativa del 

número de entradas en el compartimento claro. 

 

 

 

Figura 2. Ensayo luz-oscuridad 48h después de la exposición a estrés crónico por inmovilización 
en animales NK1+/+ y NK1-/-. Cada barra representa la media ± S.E.M. (n=8-9/grupo) del número de 

entradas (2A) y del tiempo empleado (2B) en el compartimento claro. El análisis GzLM no reveló efecto 

de genotipo ni interacción estrés x genotipo, pero mostró un efecto significativo de estrés (* p<0,05 vs. 

grupo control) en el número de entradas.  El análisis GzLM no reveló ningún efecto significativo en el 

tiempo empleado en el compartimento claro. 
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3. Efecto del estrés crónico por inmovilización sobre el aprendizaje espacial 
medido en el laberinto de agua de Morris en animales NK1+/+ y NK1-/- 

En el análisis del efecto del estrés crónico por inmovilización sobre el aprendizaje espacial 

medido en el laberinto de agua de Morris de animales NK1+/+ y NK1-/- (Fig. 3) utilizamos el 

modelo lineal generalizado de medidas repetidas (GEE) con el estrés y el genotipo como 

factores intersujetos y el día de entrenamiento como factor intrasujetos (con 3 niveles). El GEE 

reveló un efecto de día de entrenamiento (Wald χ2(2)= 105,01; p<0,005) pero no se 

encontraron efectos significativos de genotipo o estrés, ni interacción estrés x genotipo o día de 

entrenamiento x genotipo. Estos resultados mostraron que los animales de todos los grupos 

aprendieron a encontrar la plataforma a lo largo de los días de entrenamiento siguiendo un 

patrón similar de aprendizaje. La interacción estrés x día de entrenamiento reveló un efecto 

marginal (Wald χ2(2)=5,74; p=0,056), lo que sugiere que los animales expuestos a 

inmovilización, independientemente del genotipo, aprendieron a encontrar la plataforma de 

forma más rápida a lo largo de los entrenamientos que los animales control.  

 

 

Figura 3. Aprendizaje espacial en el MWM tras estrés crónico por inmovilización en animales 
NK1+/+ y NK1-/-. Cada punto representa la media ± SEM (n=8–10/grupo) de la media de las latencias 

de escape en cada día de entrenamiento. El análisis GEE reveló únicamente efecto significativo de día 

de entrenamiento (p<0,005). 
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Los resultados del tiempo empleado buscando en cada cuadrante obtenidos en el ensayo de 

prueba del MWM (Fig. 4) se analizaron utilizando el modelo lineal generalizado de medidas 

repetidas (GEE) con el estrés y el genotipo como factores intersujetos y el cuadrante como 

factor intrasujetos (con 4 niveles). El análisis mostró un efecto significativo de cuadrante  

 (Wald χ2(3)= 180,13; p<0,001) pero no se encontraron efectos significativos de genotipo o 

estrés, ni interacción estrés x genotipo o estrés x cuadrante. Sin embargo, la interacción 

cuadrante x genotipo fue significativa (Wald χ2(3)= 13,92; p<0,005). La descomposición de la 

interacción mostró que, independientemente del estrés, los ratones NK1-/- emplearon más 

tiempo en el CD y menos en el CO que los ratones silvestres. Esta preferencia por el cuadrante 

donde estaba localizada la plataforma mostrada por los ratones NK1-/- refleja una mayor 

capacidad para retener la tarea que los animales silvestres. Además se encontró una 

diferencia marginalmente significativa entre genotipos en el tiempo empleado en el CAI donde 

los animales NK1-/- emplearon menos tiempo que los NK1+/+. 

Figura 4. Tiempo empleado buscando en cada cuadrante en el ensayo de prueba del MWM tras 
estrés crónico por inmovilización en animales NK1+/+ y NK1-/-.  Cada barra representa la media ± 

SEM (n=8–10/grupo). Leyenda cuadrantes: CD, cuadrante diana; CAD, adyacente derecho; CAI, 

adyacente izquierdo; CO, opuesto. El análisis GEE reveló un efecto significativo en la interacción 

cuadrante x genotipo (p<0,005). La descomposición de la interacción reveló que los animales NK1−/− 
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emplearon más tiempo en el CD que los NK1+/+ (***p=0,001) y menos en el CO (*p=0,012); y se 

encontró un efecto marginalmente significativo de genotipo en el CAI (#p=0,055). 

Los datos de la tigmotaxis obtenidos en el MWM (Fig. 5) se analizaron utilizando el modelo 

lineal generalizado (GzLM) con el estrés y el genotipo como factores intersujetos. El análisis 

mostró un efecto significativo de genotipo, (Wald χ2(1)=4,41; p<0,05), pero no se encontraron 

efectos significativos de estrés o interacción estrés x genotipo. Estos resultados muestran que 

los animales NK1-/- presentan una menor preferencia por la zona periférica de la piscina, lo 

que sugiere que utilizan una estrategia de aprendizaje más eficiente que los animales 

silvestres. 

 

  

Figura 5. Tigmotaxis en el ensayo de prueba del MWM tras estrés crónico por inmovilización en 
animales NK1+/+ y NK1-/-. Cada barra representa la media ± SEM (n=8–10/grupo) del tiempo 

empleado en la periferia del MWM. El análisis GzLM reveló un efecto significativo de genotipo (*p<0,05) 

donde los animales NK1−/−, independientemente del estrés, emplearon menos tiempo en la zona 

periférica que los animales NK1+/+. 
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1. Implicación de la SP en la respuesta del eje HPA a la exposición aguda y 
crónica a estrés por inmovilización 

En un primer experimento quisimos estudiar los niveles basales del eje HPA en ratones 

silvestres y mutantes para el receptor NK1 y la respuesta del mismo a la exposición aguda y 

crónica a estrés por inmovilización. En referencia a la actividad basal del eje HPA los 

resultados muestran que es similar en ambos genotipos, ya que los niveles basales de CORT 

plasmática de los animales NK1+/+ no son estadísticamente distintos a los de los animales 

NK1-/-. De la misma forma, la respuesta a inmovilización aguda observada el día 1 es similar 

entre ambos genotipos. Sin embargo, aunque la exposición repetida a estrés por inmovilización 

produce una reducción en los niveles de CORT tanto en animales silvestres como mutantes los 

resultados muestran algunas diferencias entre genotipos en la adaptación del eje HPA en 

respuesta a este estresor. Mientras que en los animales NK1+/+ la reducción en los niveles de 

CORT se observó únicamente el día 9 comparado con el día 1, en los animales NK1-/- esta 

reducción ya fue observada el día 4 y mantenida a ese nivel hasta el día 9. En conclusión, los 

resultados obtenidos en este estudio muestran que en los animales carentes del receptor NK1 

la respuesta de corticosterona a estrés agudo por inmovilización es normal pero la velocidad 

de adaptación del eje HPA a la exposición repetida a este estresor es mayor comparado con 

los animales silvestres. 

El papel del receptor NK1 en la respuesta del eje HPA al estrés es claramente controvertido. 

Mientras que Santarelli (Santarelli et al. 2001) observaron que la exposición a un estresor 

medio como el EPM producía una disminución de la respuesta de la corticosterona en ratones 

carentes del receptor NK1, trabajos posteriores (Kandere-Grzybowska et al. 2003) no 

mostraron alteraciones en la respuesta de la corticosterona plasmática a la exposición a estrés 

por inmovilización en ratones NK1-/-. Estas diferencias en la actividad del eje HPA podrían ser 

debidas a que el fondo genético de los animales empleados difiere entre los dos trabajos 

(129/Sv vs. C57BL/6). 

Nuestros datos están en concordancia con los publicados por McCutcheon (McCutcheon et al. 

2008) en los cuales mostraron que los niveles de CORT plasmática en respuesta a estrés 

agudo por inmovilización en los animales carentes del receptor NK1 eran similares a los de los 

animales silvestres, independientemente del fondo genético de los animales utilizados 
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(C57BL/6 puro o C57BL/6- 129/Sv). Sin embargo, en este mismo estudio ellos observaron 

diferencias en la respuesta a la exposición a inmovilización (en tubo 30 min.) entre cepas, 

siendo la respuesta en los niveles de corticosterona mayor en los animales con fondo genético 

C57BL/6- 129/Sv que con fondo genético C57BL/6 puro. Por tanto, puede que los efectos de la 

mutación sobre el gen NK1 estén modulados por estas diferencias en la actividad del eje HPA 

y que los efectos de la deleción del receptor NK1 esté restringida a ratones con un fondo 

genético 129/Sv puro (Peinado et al. 2005). 

La habituación parcial de la respuesta de la corticosterona a la exposición repetida a estrés por 

inmovilización se considera un marcador de la adaptación del eje HPA a este estresor. Esta 

adaptación del eje HPA observada en nuestro trabajo concuerda con estudios previos 

realizados en rata (Chen and Herbert 1995; Hauger et al. 1990; Ma and Lightman 1998); por 

ejemplo, Natelson et al. (Natelson et al. 1988) observaron que los animales expuestos 

repetidamente a un mismo estímulo estresante mostraban una habituación parcial en su 

respuesta de corticosterona a lo largo del tiempo. Nuestros resultados muestran que el curso 

temporal de la adaptación del eje HPA en respuesta a la exposición repetida a una misma 

situación estresante, en este caso inmovilización en tubo, difiere entre genotipos. Los animales 

NK1-/- muestran una rápida adaptación del eje HPA comparado con los animales silvestres por 

lo que la activación del receptor NK1 podría tener alguna implicación en el mantenimiento de 

esta respuesta, retrasando la adaptación al estrés. 

 

2. Implicación de la SP en las alteraciones sobre la ansiedad inducidas por la 
exposición crónica a estrés por inmovilización 

En este experimento quisimos estudiar la implicación del receptor NK1 en los efectos sobre la 

ansiedad tras 14 días de exposición a estrés por inmovilización. Para ello se analizaron los 

niveles de ansiedad en el ensayo luz-oscuridad dos días después (esto se considera corto 

plazo, largo es una semana; (Dal-Zotto et al. 2004)) de la finalización del protocolo de 

exposición a estrés crónico en ratones NK1-/- y NK1+/+. Los resultados obtenidos en este 

ensayo muestran, tanto en animales mutantes como silvestres, un leve efecto ansiogénico 

debido al estrés. En este sentido Mitra et al. (Mitra et al. 2005) también observaron en roedores 

efectos ansiogénicos producidos por inmovilización en tubo y evaluados en el EPM entre los 
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días 1 y 10 postestrés. Este incremento de la ansiedad se refleja en el ensayo luz-oscuridad 

por la observación de una reducción significativa en el número de entradas en el 

compartimento claro. 

La evaluación de los niveles de ansiedad en ratones NK1-/- mediante el ensayo del laberinto 

en cruz elevado ha sido realizada por diversos grupos de investigación, encontrando 

resultados contrapuestos en función del fondo genético de los animales empleados. En ratones 

NK1-/- con un fondo genético 129/Sv puro se observó una disminución en los niveles de 

ansiedad (Santarelli et al. 2001), mientras que en ratones NK1-/- con un fondo genético 

C57BL/6- 129/Sv no se advirtieron alteraciones en estos niveles (Murtra et al. 2000; Rupniak et 

al. 2001). Además, posteriormente se generó una nueva línea de ratones carentes del receptor 

NK1 cruzando animales de fondo genético C57BL/6-129/Sv con animales pertenecientes a la 

cepa no congénita, MF1. Trabajos realizados con esta línea de ratones mostraron en los 

animales NK1-/- una mayor actividad locomotora inducida por la exposición a ambientes 

nuevos y una reducción en ciertos parámetros indicadores de la ansiedad evaluados en el 

ensayo luz-oscuridad (Fisher et al. 2007; Herpfer and Lieb 2005). Todo esto sugiere que las 

diferencias en los niveles de ansiedad están claramente influenciadas por el fondo genético de 

los ratones utilizados, siendo los efectos de la deleción del receptor NK1 dependientes del 

fondo genético. En la bibliografía existen trabajos que demuestran esta divergencia en el 

fenotipo entre cepas congénitas portadoras de la misma mutación (Van Bogaert et al. 2006). 

Está demostrada la influencia del fondo genético sobre el fenotipo de animales mutantes. La 

mayoría de ratones mutantes (como los NK1-/-) han sido generados por recombinación 

homóloga a partir de células madre embrionarias (ES) pertenecientes a la cepa de ratón 

129/Sv y a las que se les ha inducido una mutación en un determinado gen. Estas ES son 

inyectadas en blastocistos de ratones C57BL/6 y finalmente, las quimeras resultantes se 

cruzan con ratones C57BL/6. Los ratones obtenidos mediante este tipo de cruces son 

portadores de alelos de ambas cepas. Además, se ha demostrado que los ratones de ambas 

cepas (C57BL/B6 y 129/Sv) son muy diferentes fenotípicamente, encontrándose diferencias 

marcadas en numerosas pruebas conductuales (Homanics, Quinlan, Firestone 1999; Paulus et 

al. 1999). 
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Cabe resaltar la existencia de trabajos que sugieren que los efectos sobre la ansiedad 

ejercidos por la ausencia de los neuropéptidos sustancia P (SP) y neuroquinina A (NKA) son 

más potentes que los debidos al bloqueo del receptor NK1. De hecho, estudios realizados en 

ratones (C57BL/6) carentes del receptor que codifica para los neuropéptidos sustancia P y 

neuroquinina A (NKA), Taq1-/-, mostraron unos menores niveles de ansiedad en diversos 

ensayos comportamentales (Bilkei-Gorzo et al. 2002). Sin embargo, cabría esperar que los 

efectos de estos neuropéptidos estuvieran mediados principalmente por el receptor NK1 ya 

que la SP se une preferencialmente al receptor NK1, altamente expresado en diversas áreas 

del SNC mientras que la NKA presenta mayor afinidad por el receptor NK2, el cual sólo se 

encuentra expresado a bajos niveles en ciertas áreas cerebrales. 

Existen evidencias tanto en rata como en ratón que indican que los factores de susceptibilidad 

de cada cepa pueden determinar la respuesta al estrés (Mineur, Belzung, Crusio 2006). Un 

ejemplo de las diferencias en la susceptibilidad al estrés en ratones se demuestra en el trabajo 

de Tannenbaum y Anisman (Tannenbaum and Anisman 2003) donde la exposición a estrés 

crónico aumenta la ansiedad y la depresión en ratones pertenecientes a la cepa BALB/cByJ 

pero no en C57BL/ 6ByJ. Además, en la bibliografía existe controversia acerca de los efectos 

sobre la ansiedad inducidos por la exposición a estrés crónico por inmovilización. En este 

sentido, se han descrito resultados contradictorios, por un lado el trabajo de Cancela et al. 

(Cancela, Bregonzio, Molina 1995) en el cual ratas expuestas a estrés crónico por 

inmovilización mostraron una disminución en los niveles de ansiedad, evaluado en el ensayo 

luz-oscuridad. En contraposición, trabajos posteriores demostraron que la exposición a esta 

misma situación estresante producía una disminución tanto en el número de entradas como en 

el tiempo empleado en los brazos abiertos del laberinto en cruz elevado, indicando un efecto 

ansiogénico (Vyas et al. 2002). Por tanto, es necesario poner especial atención en los factores 

que determinan la susceptibilidad frente a la resistencia a los estresores. 

 

3. Implicación de la SP en las alteraciones sobre el aprendizaje espacial y la 
memoria inducidas por la exposición crónica a estrés por inmovilización 

Cuatro días después de la finalización del protocolo de estrés crónico por inmovilización 

quisimos evaluar sus posibles efectos sobre el aprendizaje espacial y la memoria en ratones 
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NK1+/+ y NK1-/-, utilizando para ello el laberinto de agua de Morris (MWM). 

Los resultados del ensayo del MWM no muestran efectos debidos al estrés crónico por 

inmovilización aunque sí se observan diferencias entre genotipos en algunos de los parámetros 

evaluados. A lo largo de los días de entrenamiento los animales de ambos genotipos son 

capaces de aprender a encontrar la plataforma escondida mostrando latencias de escape 

semejantes, lo cual sugiere que animales silvestres y mutantes presentan un patrón de 

aprendizaje similar. Sin embargo, durante el ensayo de prueba del MWM los animales NK1-/- 

emplearon menos tiempo en la zona periférica que los animales NK1+/+, lo cual sugiere una 

mejor estrategia de aprendizaje por parte de los animales mutantes. Parece improbable que 

esta reducción en la tigmotaxis esté asociada con una reducción en los niveles de ansiedad ya 

que no se observó efecto de genotipo en el ensayo luz-oscuridad, paradigma específico y 

extensamente utilizado para advertir comportamientos ansiolíticos en ratones. En este sentido,  

estudios observados en ratones han sugerido que el patrón de búsqueda tigmotáctico y la baja 

habilidad para encontrar la plataforma no están relacionados con los cambios en los niveles de 

ansiedad. De hecho, la administración de diazepam, droga clásicamente ansiolítica, en ratones 

que sobreexpresan los receptores 2C-adrenoreceptores y que muestran un inefectivo patrón 

de búsqueda tigmotáctico durante el entrenamiento en el MWM, no afecta a la estrategia de 

búsqueda (Bjorklund et al. 1999). 

Durante el ensayo de prueba del MWM los ratones NK1-/- mostraron mayor preferencia por el 

cuadrante donde estaba localizada la plataforma que los animales silvestres, lo cual refleja una 

mayor memoria a corto plazo (5 min). Este incremento en la capacidad para retener la tarea 

podría ser consecuencia del aumento tanto de la neurogénesis como de los niveles del factor 

neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) en el hipocampo de los animales mutantes como 

describió Morcuende et al. (Morcuende et al. 2003). Lee et al., (Lee, Duan, Mattson 2002) 

sugirieron que el BDNF juega un papel crítico en la neurogénesis basal, por lo que el 

incremento de los niveles de BDNF induciría el aumento de la proliferación de nuevas 

neuronas observado en el hipocampo de los animales NK1-/-. Además, estos dos factores han 

sido relacionados positivamente con tareas dependientes de hipocampo como el aprendizaje y 

la memoria espacial (Bekinschtein et al. 2008; Deng, Aimone, Gage 2010). Sin embargo, 

Morcuende et al. (2003) no pudieron correlacionar el incremento en los niveles de BDNF y la 

neurogénesis observados en el hipocampo de los ratones NK1-/-, con dos tareas dependientes 
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de hipocampo como el MWM y el miedo condicionado. De igual modo, en este trabajo no se ha 

detectado una mayor capacidad de aprendizaje espacial en los animales carentes del receptor 

NK1, aunque en ambos estudios se ha detectado una mayor memoria a corto plazo en los 

animales mutantes, reflejada por la preferencia mostrada por el cuadrante en el que se 

encontraba localizada la plataforma durante el ensayo de prueba del MWM. 

Nuestros resultados muestran que la exposición a estrés crónico no produce alteraciones en el 

aprendizaje espacial en ninguno de los dos genotipos, por tanto el bloqueo del receptor NK1 no 

aumenta la sensibilidad frente al estrés. Además, esta ausencia de efecto inducido por la 

exposición a estrés crónico por inmovilización sobre el aprendizaje espacial observado en 

nuestros experimentos está en concordancia con experimentos realizados en ratas, en los 

cuales es necesario exponer a los animales a un protocolo de inmovilización superior a dos 

semanas para observar déficits de aprendizaje espacial. Estos resultados manifiestan la 

importancia de la duración de la exposición al estrés, sugiriendo que sólo las exposiciones 

prolongadas causan adaptaciones aberrantes que influyen de forma negativa en al aprendizaje 

y la memoria.  

Existen numerosos factores implicados en la variabilidad de los resultados encontrados en la 

evaluación de los efectos del estrés crónico sobre el aprendizaje espacial: tipo de ensayo, 

variables valoradas, tipo y duración del estímulo estresante, condiciones de estabulación de los 

animales, e intervalo entre la finalización de la exposición al estrés y el inicio del ensayo 

(Conrad 2010). Otro factor a tener en cuenta en la variabilidad entre resultados, y del que ya 

hemos hablado extensamente, es la cepa de los animales utilizados. Palumbo et al. (Palumbo 

et al. 2009) hicieron un estudio comparativo entre dos cepas de ratón, C57BL/6 y BALB/c, en el 

que observaron que los efectos en el aprendizaje y la memoria en respuesta a estrés crónico 

de intensidad moderada fueron diferentes entre cepas, siendo nuevamente los ratones 

C57BL/6 más resistentes a la exposición a estrés. En el mismo sentido, Pothion et al. (Pothion 

et al. 2004) observaron que la exposición a estrés crónico no predecible de intensidad 

moderada no produce efectos en el aprendizaje espacial evaluado en el MWM en tres cepas 

distintas de ratones (CBA/H, DBA/2J y C57BL/6) aunque si se observó una reducción en la 

memoria a largo plazo en los animales de la cepa CBA/H, por tanto la sensibilidad frente a la 

exposición a este tipo de estresor varía dependiendo de la cepa de ratón empleada. En otros 
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estudios en los que se ha utilizado el laberinto radial de ocho brazos, tarea también 

hipocampo-dependiente, si se han encontrado alteraciones en el aprendizaje tras la exposición 

a estrés crónico acústico en ratones C57BL/6 (Ambrosini et al. 2005), por tanto puede que el 

laberinto radial sea más sensible que el MWM. 
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1. Los niveles basales de corticosterona plasmática y su respuesta a estrés agudo por 

inmovilización son similares en animales NK1+/+ y NK1-/-. Sin embargo, la 

habituación de su respuesta como reflejo de la velocidad de adaptación del eje HPA, 

en respuesta a la exposición repetida a este estresor, es mayor en animales NK1-/-; 

esto parece indicar que la activación del receptor NK1 está implicada en el 

mantenimiento de esta respuesta, retrasando la habituación del eje HPA. 

2. La exposición a estrés crónico por inmovilización produce un ligero incremento en la 

ansiedad, evaluado mediante el ensayo luz-oscuridad, tanto en animales NK1-/- como 

NK1+/+. 

3. En ninguno de los dos genotipos el estrés crónico por inmovilización indujo 

alteraciones en el aprendizaje y la memoria, evaluados mediante el MWM, aunque 

algunos de los parámetros evaluados los animales NK1-/- muestran una mayor 

memoria a corto plazo. Esto podría sugerir que el bloqueo del receptor NK1 

incrementa, a corto plazo, la capacidad de retención de tareas y el desarrollo de 

estrategias de aprendidaje más eficaces. 
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Brain substance P and its receptor (neurokinin-1, NK1) have a widespread brain distribution and are involved
in an important number of behavioural and physiological responses to emotional stimuli. However, the role
of NK1 receptors in the consequences of exposure to chronic stress has not been explored. The present study
focused on the role of these receptors in the hypothalamic–pituitary–adrenal (HPA) response to daily repeated
restraint stress (evaluated by plasma corticosterone levels), as well as on the effect of this procedure on anxiety-
like behaviour, spatial learning andmemory in theMorris watermaze (MWM), a hippocampus-dependent task.
Adult null mutant NK1−/− mice, with a C57BL/6J background, and the corresponding wild-type mice showed
similar resting corticosterone levels and, also, did not differ in corticosterone response to a first restraint. Never-
theless, adaptation to the repeated stressor was faster in NK1−/− mice. Chronic restraint modestly increased
anxiety-like behaviour in the light–dark test, irrespective of genotype. Throughout the days of the MWM trials,
NK1−/− mice showed a similar learning rate to that of wild-type mice, but had lower levels of thigmotaxis
and showed a better retention in the probe trial. Chronic restraint stress did not affect these variables in either
genotype. These results indicate that deletion of the NK1 receptor does not alter behavioural susceptibility to
chronic repeated stress in mice, but accelerates adaptation of the HPA axis. In addition, deletion may result in
lower levels of thigmotaxis and improved short-term spatialmemory, perhaps reflecting a better learning strategy
in the MWM.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Substance P (SP) was the first peptide characterized as a neurotrans-
mitter/neuromodulator in peripheral nociceptiveneurons,which synapse
with dorsal spinal cord neurons [1]. It is now well established that SP
terminals and cell bodies are present in numerous brain regions [2].
Substance P belongs to the family of neuropeptides called neurokinins,
which includes SP, neurokinin A and neurokinin B. Neurokinins act
through three cloned receptors NK1, NK2 and NK3, with SP having
greater affinity for NK1 [3].

In recent decades, there has been a considerable increase in evi-
dence showing that SP and NK receptors are involved in a wide

range of stress-related phenomena, including stress-induced analge-
sia, anxiety and depression-like behaviour [4]. Although most of
these results have been obtained using selective non-peptide NK re-
ceptor antagonists, some have also been obtained using mice with
functional deletions of the NK1 receptor or the tac1 gene. Administra-
tion of SP or NK1 agonists induces anxiogenic effects, whereas block-
ade of NK1 receptors reduces anxiety [5–7] and has antidepressant
properties [8,9]. Moreover, blockade of NK2 and NK3 receptors also
appears to have antidepressant properties [9–11]. The above effects
are quite consistent, even though there are some reports suggesting
that SP can exert protective effects against stress, when administered
into the dorsal hippocampus [12], which may suggest regional differ-
ences in the effect of SP.

Activation of the hypothalamic–pituitary–adrenal (HPA) axis is
the prototypical response to stress in all vertebrates, and is under
the control of stimulatory inputs arriving at the paraventricular nu-
cleus of the hypothalamus (PVN). It has been repeatedly found in ro-
dents that plasma levels of peripheral HPA hormones (ACTH and
corticosterone) reflect the intensity of a stressful situation [13].
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Therefore, if SP were involved in the control of the emotional re-
sponse to stress, it would be expected that this peptide had a role in
the regulation of the HPA axis. In addition, SP fibres are present in
the PVN, the key region in the regulation of the HPA axis, which con-
tains corticotrophin-releasing hormone (CRH) and other putative se-
cretagogues of ACTH that, in response to stressors, are released into
the pituitary-portal blood. The role of SP and NK1 receptors, especially
on the regulation of the HPA axis, is clearly inconsistent. For example,
intracerebroventricular (icv) administration of SP has been found to
both inhibit [14–16] and stimulate [17] the HPA axis. Similarly,
central administration of non-peptide NK1 antagonists resulted
in activation of the HPA axis [18], suggesting a predominantly
inhibitory tone, whereas the simultaneous central administration
of NK1 and NK2 antagonists reduced, in response to formalin stress,
adrenaline, ACTH and PVN c-fos expression [19]. A reduction of c-fos
expression induced by exposure to a novel environment has been
observed in the PVN and other brain areas, by prior administration
of NK1 antagonists [20]. It is important to take into consideration
that a wide range of drugs are able to activate the HPA axis, regard-
less of their specific neurochemical actions [13]. Therefore, in the
light of the controversial pharmacological findings, complementary
approaches are needed.

Several mutant lines with deletion of the NK1 receptor have been
generated in mice, which are interesting tools for studying the role of
this receptor in stress-induced changes. However, to our knowledge,
only a few previous reports have addressed the response to stress in
NK1−/− mice. In a first report, maternal separation-induced ultra-
sound vocalisation in pups was found to be reduced in NK1−/−
mice [21]. Other studies focused on corticosterone response to acute
stress, with clearly conflicting results [22–24]. For instance, when
compared to the corresponding wild-type mice, unaltered corticoste-
rone response to stress was found in NK1−/− mice with a C57BL/6
background [23], whereas a reduced response was found in those
with a 129/sv background [22]. However, McCutcheon et al. (2008)
[24] compared in the same study NK1−/− mice with either pure
C57BL/6 or mixed C57BL/6-129/sv backgrounds and their corre-
sponding wild-type mice. They found differences in corticosterone re-
sponse to stress between wild-type mice of both strains, but no
influence of NK1 receptor deletion.

In addition to the paucity of data about the response to acute
stressors in NK1−/− mice, to our knowledge, there is no published
information about how genetic deletion of the NK1 receptor can af-
fect endocrine and behavioural responses to chronic stress. It is possi-
ble that chronic exposure to stress may reveal effects of NK1
receptors, which are not observed under basal or acute stress condi-
tions. Our hypothesis is that genetic deletion of the NK1 receptor
would reduce the negative impact of chronic stress and would favour
adaptation of the HPA axis. Hence, in the present work with NK1−/−
mice, the effects of daily repeated exposure to restraint stress on the
adaptation of the HPA axis were studied, as well as some behavioural
aspects that have been found to be sensitive to stress, such as anxiety
[25,26] and spatial memory [27,28].

2. Materials and methods

2.1. Animals and general procedures

Adult male NK1−/− mice and wild-type (NK1+/+) littermates
were used. Original mice were derived from homologous recombina-
tion of C57BL/6J blastocysts implanted with 129/sv stem cells con-
taining targeted disruption of the NK1 receptor gene [29]. Mice used
in this study were obtained from the original C-57BL/6×129/sv line
back-crossed onto a C57BL/6J background over 10 generations. They
were named NK1−/− backcross and NK1+/+ backcross.

The experimental procedures were always carried out in the
morning between 8:30 a.m. and 1:00 p.m., when the resting and

stress levels of HPA hormones are very stable. All animals were handled
for 4 days for approximately 2 min a day, before starting experiments.
Animals were kept in groups of 4–5 under standard conditions of tem-
perature (22±1 °C) and a 12 h (8–20 h) dark/light cycle, with ad libi-
tum food and water intake. The experimental protocols were
approvedby the Ethics Committees of theUniversidadMiguel Hernández
de Elche and of the Universitat Autònoma de Barcelona, following the
“Principles of laboratory animal care”, and were carried out in accor-
dance with the European Community Council Directive (86/609/EEC).

2.2. Experiment 1

The aim of the experiment was to demonstrate possible differ-
ences in the response of the HPA axis to acute and repeated stress
in NK1−/− mice. After the period of handling, blood samples were
taken by the tail nick procedure, under resting conditions, to accus-
tom animals to the procedure. The tail nick procedure consisted of
gently wrapping the animals with a cloth, making a 2 mm incision
at the end of the tail veins and then massaging the tail while collect-
ing, within 2 min, 100 μl of blood into ice-cold EDTA capillary tubes
(Sarsted, Granollers, Spain). This procedure is extensively used in
our laboratory [30,31] and results in levels of hormones similar to
those obtained after decapitation without anaesthesia [32]. Wild-
type and NK1−/− mice were assigned to control or chronic stress
groups. In those mice assigned to control groups, blood samples
were taken twice daily, with a 2 h interval between taking each sam-
ple. Those mice assigned to chronic stress groups were restrained
daily for 2 h, with samples being taken just before and after restraint.
Restraint procedure consisted in complete immobilization of the ani-
mal in open-ended Plexiglas cylindrical restrainers measuring 2.8 cm
in diameter and 10 cm in length. The rear top of the apparatus was
adapted in relation to the weight of the animal to maintain the
same level of restraint, irrespective of animal size. Seven holes
(1 cm in diameter) in the walls of the cylinder provided fresh air.
The chronic stress protocol lasted for 9 days, sufficient time to verify
the adaptation of the HPA axis [33,34]. Blood sampling was carried
out on days 1, 4 and 9.

2.3. Experiment 2

The aim of the experiment was to demonstrate possible differences
in the behavioural consequences of exposure to repeated restraint
stress in NK1−/− mice. Wild-type and NK1−/− mice were assigned
to control or chronic stress groups. Chronic stress consisted of daily ex-
posure to 2 h restraint stress (previously described) for 14 days. A lon-
ger period of chronic stress than in the previous experimentwas chosen
to maximize possible effects. Two days after the last restraint session,
control and chronically stressed mice were tested in the dark–light
test, and 2 days later the Morris water maze protocol was started.

2.4. Corticosterone radioimmunoassay

Plasma corticosterone levels were determined by double-antibody
radioimmunoassays (RIA) as previously reported [35]. In brief, the
corticosterone RIA used 125I-corticosterone–carboximethyloxime–
tyrosine-methyl ester (ICN-Biolink 2000, Barcelona, Spain) as the
tracer, synthetic corticosterone (Sigma, Barcelona, Spain) as the
standard, and an antibody raised in rabbits against corticosterone–
carboximethyloxime-BSA kindly provided by Dr. G. Makara
(Institute of Experimental Medicine, Budapest, Hungary). We
followed the RIA protocol recommended by Dr. G. Makara (plasma
corticosteroid-binding globulin was inactivated by low pH). All sam-
ples to be statistically compared were run in the same assay to
avoid inter-assay variability. The intra-assay coefficient of variation
was 6% and the sensitivity 0.1 μg/dl.
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2.5. Dark–light test

The dark–light test was performed 48 h after the last stress ses-
sion. The dark–light box consisted of a small dark chamber
(27×18×27 cm high) connected by a 7×7 cm opening to a larger
white chamber (27×27×27 cm) without a top cover. The light inten-
sity in the white compartment was 500 lx compared with 10 lx in the
dark compartment. The mouse was placed in the dark compartment
facing away from the light side. Behaviour of the mice was recorded
for 10 min on video and analysed by a trained observer blind to the
experimental conditions. The number of transitions from the dark to
the light compartments, and the total time and activity in the light
compartment were measured [36]. Entry into either side of the
dark–light box was defined as the placement of all four paws into
that side. The stretch-attend and flat-back postures were also mea-
sured as possible indices of anxiety [37].

2.6. Morris water maze

Mice were tested in the water maze for their spatial learning capa-
bilities. A pool (white, diameter 120 cm) was filled with warm water
(26±1 °C), made opaque by the addition of non-toxic paint. A plat-
form (10 cm in diameter) was situated 5 mm below the surface of
the water (invisible condition) or 8 mm above the water level (dark
coloured rim; visible condition). The pool was divided into four quad-
rants with the platform in the middle of one of the quadrants. The
protocol established by Grootendorst et al. (2001) [38] was followed
with some modifications. For each trial, the mouse was placed in the
water at one of four locations, equally spaced along the sidewall of the
pool. A maximum of 60 s was allowed, during which the mouse had
to find the platform and climb onto it. It remained there for 20 s
(day 1) or 10 s (remaining trials and days). If the animal did not
find the platform, it was guided there with a grid and was allowed
to stay for 20 s on the platform. Four animals were run sequentially
for the same trial during one session. After each trial, mice were
placed under a red-light warming lamp to dry. One day before spatial
training in the water maze started, the pool was filled with 2 cm of
warm water and a large flat object was added to aid climbing. This
was the animal's first contact with water and each mouse was
allowed to move around for 120 s (water adaptation trial). Water
maze training on day 1 started with a 120 s free swim in absence of
the platform. It was expected that this would motivate the animal
to search for escape from the novel aversive environment and to con-
sider the platform as a safe place when first encountered. It also
allowed estimation of the ability of the mice to swim. A training
trial with a visible platform followed 60 min later. Another trial,
now with the invisible platform (trial 2) followed 60 min later. On
days 2 and 3 the platform remained submerged and the interval be-
tween trials was about 5 min, except when otherwise stated. On day
2, seven training trials (trials 3 to 9) were run with a 120 min interval
between trials 6 and 7. On day 3 four trials (trials 10 to 13) were run.
For all training trials we assessed the latency (s) and travelled distance
(cm) to find and climb on the platform, the swim speed (cm/s) and the
time spent in the peripheral zone (thigmotaxis) as a possible measure
of anxiety. Thigmotaxis was considered when the animal swam by the
periphery of the pool, through a 13 cm corridor near the wall.

Five minutes after the last trial, a probe trial was carried out with-
out the platform to evaluate short-term spatial memory. In the ab-
sence of the platform, if the animals remembered the usual location
of the platform they would swim around the place where it used to
be located [39]. Memory was then evaluated by measuring the dis-
tance travelled and the percentage of time spent in each quadrant:
target (TQ), opposite (OQ), adjacent left (ALQ) and adjacent right
(ARQ). Thigmotaxis and other parameters usually measured during
regular trials were also recorded in the probe trial.

2.7. Statistical analysis

Experiment 1: to analyse the effects of repeated restraint stress on
plasma corticosterone, generalized linear models (GzLM) were used
[40], with repeated measurements (generalized estimating equations,
GEE) [41], with stress and genotype as the between-subjects factors
and day and sampling time as the within-subjects factors. Further
comparisons were undertaken when appropriate.

Experiment 2: to analyse the influence of daily repeated restraint
on behaviour in the dark–light test, a GzLM was used with stress
and genotype as the between-subjects factors. To analyse the learning
processes across days in the MWM, a GEE analysis was undertaken
with the same between-subjects factors as above (stress and geno-
type), and days as the within-subjects factor. To analyse spatial mem-
ory in the probe trial a GEE was used, with stress and genotype as
between-subjects factors and quadrant as the within-subjects factor.
Data of thigmotaxis in the MWM were analysed by a GzLM, with
stress and genotype as the between-subjects factors. If a statistically
significant interaction was found, additional comparisons were made.

As a method of estimation, the maximum likelihood (ML) was
used in all cases. The generalized linear model is a more flexible sta-
tistical tool than the standard general lineal model (GLM), because
several types of data distribution can be chosen. Normality distribu-
tion was chosen with identity as a link function, because it was a bet-
ter fit for the data. The significance of the effects was determined by
the Wald chi-square statistic.

3. Results

3.1. Experiment 1

Plasma corticosterone levels in control and repeatedly restrained
mice are shown in Fig. 1. The GEE analysis revealed significant effects
for stress (Wald χ2(1)=41.21, pb0.001), day (Wald χ2(2)=20.84,
pb0.001), sampling time (Wald χ2(1)=88.10, pb0.001) and the inter-
actions stress×day (Wald χ2(2)=17.15, pb0.001), stress×sampling
time (Wald χ2(1)=110.94, pb0.001), genotype×day×sampling time
(Wald χ2(2)=11.44, pb0.005) and stress×day×sampling time
(Wald χ2(2)=23.46, pb0.001). Appropriate further comparisons
revealed that no differences emerged regarding resting corticosterone
levels, whereas an interaction genotype×day was found in response
to stress: in wild-type mice the reduction of corticosterone response
after repeated restraint did not reach statistical significance on day 4,
but on day 9 the reduction was significant as compared to both day 1
(pb0.001) and day 4 (pb0.05); in contrast, in NK1−/−mice the reduc-
tion was already significant on day 4 and was maintained on day 9
(pb0.001 vs. day 1 in the two cases), with no additional reduction
from day 4 to day 9.

3.2. Experiment 2

Statistical analysis of the number of entries in the white box
(Fig. 2a) showed a significant effect of stress (Wald χ2(1)=4.46;
pb0.05), but there was no significant effect of genotype or of the in-
teraction stress×genotype. Animals exposed to restraint, regardless
of genotype, showed a reduced number of entries into the white
area. GzLM analysis of the time spent in the white box (Fig. 2b) did
not reveal statistically significant effects of either stress or genotype.
Activity and stretch-attend behaviour were also measured in the illu-
minated area. No differences between groups were observed regard-
ing activity (not shown) and strecht-attend behaviour was very low
in all animals and, therefore, was not quantified.

The GEE analysis of the spatial learning behaviour in the MWM
(Fig. 3) revealed a significant effect of training day (Wald χ2(2)=
105.01; pb0.005), but no significant effects were found for genotype
or stress, or for the interactions stress×genotype and training
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day×genotype. These results showed that mice of all groups learned
to find the platform, with a similar pattern during the training days. A
marginal effect was also found in the interaction stress×training day
(Wald χ2(2)=5.74; p=0.056), suggesting that animals of both ge-
notypes exposed to restraint learnt to find the platform more avidly
during the course of the training days than did the control mice.

The analysis of the time spent searching in each quadrant during
the probe trial in the MWM (Fig. 4) showed a significant effect of
quadrant (Wald χ2(3)=180.13; pb0.001). There were no significant
effects for genotype or stress, and neither stress×genotype nor
stress×quadrant was found to be significant interactions. However,
the interaction quadrant×genotype was significant (Wald χ2(3)=
13.92; pb0.005). Decomposition of this interaction showed that
knockout mice spent more time in the TQ and less time in the OQ
than wild-type mice, regardless of stress; marginally significant dif-
ferences were also found between genotypes in the ALQ quadrant,
with NK1−/− spending less time in the ALQ quadrant than wild-
type mice.

The GzLM analysis of thigmotaxis in the MWM (Fig. 5) showed a
significant effect of genotype (Wald χ2(1)=4.41; pb0.05), but no
significant effects were found for stress or the interaction stress×-
genotype. These results suggest a higher preference for swimming
in the peripheral area of the swimming pool during the probe trial
in wild-type than in NK1−/− mice.

4. Discussion

The present results demonstrate that NK1−/−mice showed unal-
tered corticosterone response to acute restraint stress and faster ad-
aptation to daily repeated exposure to the stressor than wild-type
mice. In addition, repeated exposure to stress slightly increased
anxiety-like behaviour in both genotypes, but did not affect spatial
learning in the MWM. In the latter test, NK1−/− mice appeared to
be more efficient than wild-type mice in that they showed lower
levels of thigmotaxis and improved short-term memory.

In the first experiment, resting activity of the HPA axis and its re-
sponse to acute and chronic restraint stress were studied. Mutant
mice showed plasma corticosterone levels similar to those of wild-
type mice, suggesting no changes in resting HPA activity. The re-
sponse to acute restraint was also similar in mutant and wild-type
mice. When mice were exposed daily to restraint, both genotypes
showed reduced corticosterone response after repeated exposure, al-
though there were some differences between the two genotypes. In
wild-type mice, reduced corticosterone response to restraint was
only observed on day 9 as compared with day 1, whereas in NK1−/−
mice reduction was already observed on day 4 and this level was
maintained until day 9. Reduced corticosterone response to daily re-
peated restraint reflects partial adaptation of the HPA axis to this
stressor, further confirming previous results in rats [42–45]. As the
time-course of adaptation differed between the two genotypes, NK1
receptor activation may play some role in maintaining the response
of the HPA axis, despite repeated experience with the same situation.

On the basis of previously available data, the role of NK1 receptors
in HPA responsiveness to stressors is unclear. In NK1−/− mice, unal-
tered [23] or reduced [22] corticosterone response to stress has been
reported, which could be at least in part explained by the genetic
background (C57BL/6 in the former case, 129/sv in the latter) [22].
In this regard, McCutcheon et al. (2008) [24] compared in the same
study NK1−/− mice with either pure C57BL/6 or mixed C57BL/6-
129/sv backgrounds and their corresponding wild-type mice. Al-
though they found differences in corticosterone response to stress

Fig. 1. Plasma corticosterone levels for stress-naïve (control) or chronic restraint NK1+/+ and NK1−/− mice. Means and SEM (n=7–8/group) are represented. Samples were
taken before the daily stressor (0) and immediately after stress (2 h) on days 1, 4 and 9 (or corresponding times for controls). **pb0.01; ***pb0.001 vs. the same genotype and
sampling time on day 1; Δ pb0.05 vs. the same genotype and sampling time on day 4.

Fig. 2. Behaviour of NK1+/+ and NK1−/− mice in the dark–light test after chronic
restraint stress. Each bar shows mean±SEM (n=8–9/group) of the number of entries
(a) and the time spent (b) in the white box. The GzLM analysis revealed no effect of
genotype or the interaction treatment by genotype, but a significant effect of chronic
stress (*pb0.05) in the number of entries. Any significant effect was found in the
time spent in the white box.

Fig. 3. Spatial learning behaviour of NK1+/+ and NK1−/− mice in the MWM after
chronic restraint stress. Means±SEM (n=8–10/group) of average escape latencies
on each training day are represented. The GEE analysis revealed a significant effect of
day (pb0.005), but not of other factors or interactions.
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between wild-type mice of both strains, no influence of NK1 receptor
deletion was observed. Our present results confirm that NK1 deletion
in a C57BL/6 background does not alter corticosterone response to
acute stress. It is thus possible that the effects of NK1 deletion on cor-
ticosterone response to stress are restricted to mice with a pure 129/
sv background.

In the second experiment, the effect of 14 days of chronic restraint
on anxiety-like behaviour and learning in the MWM was studied in
mutant and wild-type mice. Anxiety-like behaviour was assessed in
the dark–light test. Two days after the termination of the chronic
stress protocol, chronically restrained mice showed a significantly re-
duced number of entries from the dark to the illuminated area, but no
change in the time spent in the latter area. In the same test, few signs
of other anxiety-related behaviours, such as stretch-attend and flat-
back postures, were observed. The overall results suggest a modest
anxiogenic effect of chronic restraint stress that was genotype-
independent.

Our results show a lack of effect of the deletion of NK1 receptor on
anxiety-like behaviour, in both stress-naïve and chronically stressed
mice. Previous research has shown a reduction in anxiety-like behaviour,
as evaluated in the elevated plus-maze (EPM) ([22]; 129/sv back-
ground) or an unaltered level of such behaviour ([46,47] mixed back-
ground) in NK1−/− mice. Indeed, when the latter mice were crossed
to introduce the MF1 genetic background, NK1−/− mice showed hy-
peractivity in novel environments and some signs of reduced anxiety
in the light–dark test [48,49], thereby suggesting a contribution of ge-
netic background. Interestingly, diminished anxietywas found after de-
letion of the tac1 gene, which encodes the neuropeptides substance P
and neurokinin A, in a C57BL/6 background [50]. This suggests that

lack of both SP and NKA exerts stronger effects on anxiety than a lack
of NK1 receptors.

In the literature, controversial effects of chronic exposure to re-
straint stress on anxiety-like behaviour have been reported, using
EPM measurements and other tests [25,51]. Although some of these
controversies may be related to the particular stress protocol and
the use of animals differing in susceptibility to stress, it is still difficult
to precisely determine the origin of such conflicting findings. The varied
susceptibility of different animals has been directly tested in various
studies. For example, long-lasting exposure to chronic stress enhanced
anxiety and depression-like behaviour in BALB/cByJ, but not in C57BL/
6ByJ mice [52]. In another study, C57BL/6 mice were again more resis-
tant than BALB/cJ and DBA/2J to chronic unpredictable stress-induced
increases in anxiety-like behaviour in the light–dark test [53]. Yet,
there is also some evidence in rats and mice that chronic unpredictable
stress can reduce rather than enhance anxiety [54,55]. Therefore, spe-
cial attention should be paid to the factors determining susceptibility
versus resilience to stressors.

A few days after finishing the chronic stress protocol, mice started
training in the MWM to evaluate spatial memory, a hippocampus de-
pendent task. No effects of chronic restraint stress were observed,
whereas genotype differences in some parameters were noted. For
example, during the probe trial (platform removed) mutant mice
showed improved short-term (5 min) retention of the task in com-
parison to wild-type mice, as reflected by the greater time spent in
the quadrant where the platform was located during learning. Both
genotypes appeared to learn, in a similar way, how to find the hidden
platform, as judged by the latency in finding the platform throughout
the days of the experimental protocol. However, NK1−/− mice
showed reduced thigmotaxis, suggesting an improved learning strate-
gy. As no evidence for altered anxiety was observed in mutant mice in
the dark–light test, it is unlikely that reduced thigmotaxis was related
to a reduced anxiety. In fact, the anxiolytic diazepam did not alter the
enhanced thigmotaxis observed in mice over-expressing the alpha-2C
receptors [56], suggesting an altered strategy not linked to changes in
anxiety. In addition to changes in thigmotaxis, the improved retention
performance observed in NK1R−/− mice is compatible with their in-
creased neurogenesis in the dentate gyrus and their higher levels of hip-
pocampal BNDF [57]. Both neurogenesis and BDNF expression have
been repeatedly found to be positively associated to hippocampus-
dependent tasks [58,59], even though in a previous study improved
performance in the MWM or in trace fear conditioning (two tasks as-
sumed to be hippocampus-dependent) was not observed [57].

Under the conditions present in our study, chronic restraint stress
did not appear to impair spatial learning in any genotype; thereby
ruling out that the lack of NK1 receptors could sensitize the mice to
the effects of stress. The lack of an effect by chronic restraint stress
merits further comment. In a recent review on the topic [60], there
is an excellent discussion of the factors putatively involved in the dis-
crepancies between experiments. In addition to the use of different
spatial learning tasks and outcomes, the length and type of chronic
stress protocols appear to be important. For example, in rats exposed
to chronic restraint stress, more than 2 weeks of exposure appears to
be needed to induce some deficits [27,61], which may be compatible
with our results. Another critical factor is the particular strain used, as
marked strain differences have been repeatedly reported regarding
the impact of stress in both rats and mice. More precisely, C57BL/6
mice have been found to be resistant to the consequences of exposure
to chronic unpredictable stress in terms of impaired passive avoidance
[62]. Pothion et al. (2004) [63] reported no effect of chronic unpredict-
able stress on spatial learning in the MWM in 3 different mice strains
(CBA/H, DBA/2J and C57BL/6), whereas impaired long-term memory
was observed only in the former. It is possible that radial maze tasks
are more sensitive than the MWM, because chronic acoustic stress im-
paired radial maze learning in the C57BL/6 strain, but improved it in
the DBA/2 [64].

Fig. 4. Time spent searching in each quadrant of the MWM during the probe trial in
NK1+/+ and NK1−/− mice after chronic restraint. Means±SEM (n=8–10/group)
are represented. Quadrants are as follows: TQ, target quadrant; ARQ, adjacent right;
ALQ, adjacent left; OQ, opposite. The GEE analysis revealed a significant interaction
quadrant by genotype (pb0.005). The decomposition of this interaction showed that
NK1−/− spent more time in the TQ than NK1+/+ (***p=0.001) and less in the OQ
(*p=0.012); a marginally significant effect of genotype was found in the ALQ
(#p=0.055).

Fig. 5. Thigmotaxis behaviour in theMWMduring the probe trial inNK1+/+andNK1−/−
mice after chronic restraint. Means±SEM (n=8–10/group) of the time spent in the
peripheral zone in the MWM are represented. The GzLM analysis revealed a significant
effect of genotype (*pb0.05), with NK1−/−mice spending less time in the peripheral zone
than NK1+/+ mice, regardless of the stress condition.
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In conclusion, the present results indicate that mice exposed to
daily restraint stress showed evidence of the adaptation of the HPA
axis, a modest increase in anxiety and no altered learning or memory
in the MWM. Null mutation of the NK1 receptor resulted in unaltered
corticosterone response to acute restraint stress, but faster adaptation
to repeated restraint. Genotype differences were not found in the
behavioural consequences of stress, although NK1−/− mice showed
some evidence of improved short-term spatial memory. The previously
reported enhancement of dentate gyrus neurogenesis in NK1−/−mice
and their depression-resistant phenotype deserve further attention, re-
garding the putative role of NK1 receptors in depression [57]. The pre-
sent results favour the hypothesis that the deletion of NK1 receptors
does not have negative consequences when animals are exposed to
chronic stress, thereby suggesting that there will be no negative conse-
quences when NK1 antagonists are used in therapy against stress-
related pathologies.
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