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ACh: acetilcolina. 

ACTH: hormona adrenocorticotropa. 
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral es el estudio de la influencia de la 
nicotina en el sistema nitrérgico del ratón. Para ello emplearemos ratones silvestres y 
knock-out para la isoforma 1 de la enzima sintasa del óxido nítrico. En esta introduc-
ción comenzaremos por el análisis de los mecanismos generales de adicción. A con-
tinuación estudiaremos la acción de la nicotina en el sistema nervioso central. Poste-
riormente describiremos la organización de las zonas elegidas para nuestro estudio, 
los núcleos accumbens y caudado-putamen, así como sus conexiones con diferentes 
centros encefálicos. A continuación describiremos las tres isoformas principales de 
la sintasa del óxido nítrico responsables de la formación del óxido nítrico, para con-
tinuar con la función de dicho neurotransmisor en el sistema nervioso central, espe-
cialmente en relación con la adicción a nicotina y los mecanismos de estrés. Por úl-
timo, estudiaremos las diferencias sexuales del encéfalo de roedor, centrándonos en 
la adicción a la nicotina y en el sistema nitrérgico. En el último apartado de esta sec-
ción se encuentran la hipótesis de trabajo y los objetivos concretos de esta Tesis 
Doctoral. 

Dependencia de las drogas de abuso 
El abuso de ciertas drogas y el consiguiente fenómeno de la adicción son dos 

de los problemas sociales más serios y de mayor impacto en la salud pública (Di 
Matteo et al., 2007). La adicción a una droga se puede considerar como una enfer-
medad mental que afecta al sistema de recompensa del cerebro y produce una pér-
dida de control sobre el uso de la misma, lo que induce su búsqueda y consumo 
compulsivo a pesar de las consecuencias adversas que ello conlleva (Mohn et al., 
2004). Para que se produzca la adicción a una droga se requiere una exposición repe-
tida a la misma. Este proceso está fuertemente influenciado por el contenido genéti-
co de la persona y por los contextos psicológico y social del sujeto que la consume. 
Una vez desarrollada la adicción, el individuo muestra un anhelo intenso de la droga 
de manera indefinida y un elevado riesgo de recaer de nuevo en su abuso, incluso 
años o décadas después de abstenerse de tomar dicha sustancia (Nestler, 2001). Esto 
implica que la droga produce cambios extremadamente estables en el cerebro, que 
son los responsables de dichas anormalidades de comportamiento a lo largo de toda 
la vida (Nestler, 2001). 

Aunque las drogas de abuso como la cocaína, la heroína, el tabaco, etc. son 
químicamente diversas y tienen actividades iniciales muy diferentes, las adicciones 
muestran características muy similares (Nestler, 2001; Saal et al., 2003). Las drogas de 
abuso activan las estructuras cerebrales de placer-recompensa de forma muy intensa, 
induciendo alteraciones duraderas en el comportamiento, que reflejan cambios en la 
fisiología y bioquímica neuronal (Mohn et al., 2004). La más importante de estas ac-
ciones es la activación del sistema dopaminérgico meso-cortico-límbico o sistema de 
recompensa. Hay muchas evidencias de que este sistema es el principal sustrato tan-
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to de la recompensa como del refuerzo producido por gratificantes naturales o por 
las drogas adictivas (Wise y Bozarth, 1987; Di Chiara e Imperato, 1988; Robbins y 
Everitt, 1996; Pidoplichko et al., 2004; Di Matteo et al., 2007). La activación de este 
sistema implica un aumento en la frecuencia de disparo de las neuronas dopaminér-
gicas en el área tegmental ventral (ATV). Ello conlleva un aumento en la liberación 
de dopamina (DA) en regiones del sistema límbico, principalmente en el núcleo ac-
cumbens (NA) y el caudado-putamen (CP) –ambas zonas pertenecientes al estriado 
(ES)– y en el córtex prefrontal (para una revisión, ver Nestler, 2001). De hecho, la 
mayoría de los cambios que tienen lugar en dicho sistema de recompensa durante la 
adicción a drogas implican procesos sinápticos dopaminérgicos y/o glutamatérgicos 
(Ungless et al., 2001; Carlezon y Nestler, 2002). 

Desde una perspectiva molecular y celular, la exposición repetida a las sus-
tancias de abuso produce cambios estables en la expresión génica, en modificaciones 
post-transcripcionales de diversas proteínas, en la señalización intracelular y en la 
plasticidad sináptica (Ungless et al., 2001; Carlezon y Nestler, 2002; Mohn et al., 
2004).  

El uso crónico de la nicotina y de otras drogas conlleva diversas consecuen-
cias: tolerancia, que es una disminución de la respuesta a la misma dosis de nicoti-
na; sensibilización, o un incremento de la respuesta a la droga con una exposición 
repetida o prolongada a la misma; dependencia física, que es un cambio fisiológico 
neuroadaptativo debido al consumo prolongado, de tal forma que la ausencia de la 
droga produce el síndrome de abstinencia; así como craving, que es un deseo inten-
so por consumir la droga (Jain et al., 2008a; Mao y MacGehee, 2010). Se ha sugerido 
que la sensibilización a esta droga podría ocasionar un cambio neuroadaptativo que 
originaría comportamientos asociados con la búsqueda de la droga, el síndrome de 
abstinencia y una posterior recaída en el tabaquismo (Robinson y Berridge, 1993; 
Vezina, 2004; Vezina et al., 2007). El estudio de los cambios neurales que subyacen a 
la sensibilización por la nicotina es crucial, dado que su prevención o su reversión 
pueden ser una herramienta fundamental en el tratamiento de la adicción a la droga 
(Ulusu et al., 2005). De estos cambios debidos al uso de la droga, en este Trabajo de 
Tesis Doctoral nos hemos centrado en el estudio de la sensibilización a nicotina 
mediante inyecciones repetidas de la misma. 

Circuitos de la adicción a las drogas 
Como se ha mencionado previamente, existen muchas evidencias de que el 

sistema dopaminérgico meso-cortico-límbico, que proyecta desde el ATV a diversas 
zonas encefálicas, es fundamental en el desarrollo de la recompensa y del refuerzo 
producido tanto por gratificantes naturales como por las drogas adictivas (Wise y 
Bozarth, 1987; Di Chiara e Imperato, 1988; Robbins y Everitt, 1996; Pidoplichko et 
al., 2004; Di Matteo et al., 2007). Cuando una acción determinada incrementa la libe-
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ración de DA en este sistema meso-cortico-límbico, dicha acción tiende a ser repeti-
da, tanto si está relacionada con la supervivencia (alimentación o reproducción), 
como si es debida a la ingesta de drogas (White, 1996).  

En el sistema meso-cortico-límbico, los núcleos tegmental pedunculopontino 
(TPP) y tegmental laterodorsal (TLD) liberan acetilcolina (ACh) en el ATV. Este 
neurotransmisor, al igual que la nicotina, se une a los receptores de ACh nicotínicos 
(nAChR1) y los activa, lo que produce una liberación de DA en las zonas encefálicas 
a las que proyecta el ATV, entre las que se encuentran el CP, el NA y la corteza pre-
frontal (Garzón et al., 1999; Fagen et al., 2003; Pidoplichko et al., 2004; Janhunen y 
Ahtee, 2007; Fig. 1). Además, en el ATV existe otra población de neuronas de pro-

yección que liberan ácido -amino-butírico (GABA) en el TPP, el TLD, el NA, el 
CP y la corteza prefrontal entre otras áreas cerebrales (Kalivas, 1993; Wonnacott et 
al., 2005; Janhunen y Athee, 2007). A su vez, el TPP, además de las colinérgicas, 
envía proyecciones GABAérgicas al ATV, al igual que el NA y el CP (Kalivas, 1993; 
Fagen et al., 2003; Janhunen y Ahtee, 2007). Las neuronas dopaminérgicas del ATV 
también reciben inputs glutamatérgicos procedentes de la corteza prefrontal y de los 
núcleos TPP y TLD (Kalivas, 1993; Garzón et al., 1999; Janhunen y Ahtee, 2007; 
Fig. 1). 

 

 

 

 

 

                                                 
1 Del inglés nicotinic acetylcholine receptor. 
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Adicción a la nicotina 
El tabaquismo es un grave problema de salud pública mundial, ya que es la 

principal causa aislada de mortalidad prematura y evitable. Según los datos del Mi-
nisterio de Sanidad, Política Social e Igualdad de España (www.msc.es), el tabaquis-
mo está implicado en 1,2 millones de las muertes al año en toda la región europea. 
De estos fallecimientos, 55.000 se producen en España, la mayoría de ellos como 
consecuencia de enfermedades pulmonares obstructivas crónicas y por arterioscle-
rosis coronaria. Asimismo, el hábito de fumar está relacionado con gran parte de los 
casos de cáncer de boca, tráquea y pulmón, y se cree que puede estar relacionado 
con el desarrollo de cáncer de colon, estómago, hígado y páncreas, entre otros. Se-
gún los datos del Ministerio de Sanidad, Política Social e Igualdad (www.msc.es), en 
los últimos años se ha detectado un aumento considerable en el número de mujeres 
adictas al tabaco, mientras que ha descendido de manera notable el número de 
hombres fumadores. Este hecho probablemente sea debido al cambio socio-cultural 
ocurrido en las últimas décadas, que podría haber puesto de manifiesto un compor-
tamiento sexualmente dimórfico en la adicción a la nicotina. 

Aunque en el tabaco hay gran cantidad de sustancias cuyo papel está solo 
parcialmente estudiado, está ampliamente aceptado que la nicotina es la principal 
molécula activa que produce y mantiene la adicción al tabaco (Stolerman y Jarvis, 
1995). Por ello, el estudio de los efectos de la nicotina en las zonas cerebrales rela-
cionadas con la adicción y de los diferentes sistemas de neurotransmisores implica-
dos es de gran importancia para el desarrollo de terapias contra el tabaquismo. 

La nicotina es un alcaloide psicoestimulante que se encuentra en una amplia 
variedad de plantas solanáceas, como son la patata, el tomate y el pimiento, y es es-
pecialmente abundante en el tabaco (Nicotiana tabacum L.1758; Doolittle et al., 1995). 
Aunque la nicotina puede captarse a través de la mucosa oral, la piel, el tracto gas-
trointestinal y la vejiga, es en los pulmones donde su absorción es mayor (para una 
revisión, ver Mathieu-Kia et al., 2002; Yildiz, 2004). La nicotina que se capta en los 
pulmones se transporta por la sangre, atraviesa la barrera hematoencefálica y llega a 
las neuronas cerebrales en unos pocos segundos, lo que es característico de las dro-
gas con un elevado potencial de abuso (Quinn et al., 1997). Una vez absorbida, la 

Figura 1. Áreas básicas del sistema dopaminérgico meso-cortico-límbico implicadas en la adicción a la nicotina y 
las conexiones entre ellas. Los núcleos tegmental laterodorsal (TLD) y tegmental pedunculopontino (TPP) liberan 
acetilcolina (ACh; flechas moradas), y glutamato (Glu; flechas rojas), en el área tegmental ventral (ATV). Además, 
existen conexiones en las que se produce una liberación de ácido -amino-butírico (GABA; flechas azules) entre los 
núcleos TPP/TLD y el ATV y viceversa. Asimismo, el ATV posee proyecciones que liberan dopamina (DA; flechas 
verdes), y GABA tanto en el núcleo accumbens (NA), como en el caudado-putamen (CP), como en el córtex pre-
frontal. A su vez, el córtex prefrontal envía axones al CP, al NA y al ATV, donde liberan Glu. El NA y el CP envían 
proyecciones GABAérgicas al ATV. ca: comisura anterior; cc: cuerpo calloso (modificado de Nestler et al., 2001). 
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nicotina es metabolizada en el hígado para facilitar su eliminación posterior. La ex-
pulsión de la nicotina se realiza principalmente mediante la orina, aunque también 
puede eliminarse por las heces, la bilis, la saliva, los jugos gástricos, el sudor y la le-
che materna (Yildiz, 2004).  

La nicotina induce sensaciones generales de placer y recompensa pero, al 
igual que otras drogas, también produce potentes efectos desagradables y repulsivos 
(Shoaib y Stolerman; 1995; Laviolette y van der Kooy, 2004). Los primeros contac-
tos con la nicotina suelen producir efectos nocivos como náuseas, toses y mareos 
(para una revisión, ver Laviolette y van der Kooy, 2004), mientras que la exposición 
continuada a la droga induce tolerancia a estos efectos repulsivos, lo que indica que 
se produce una alteración de los sistemas cerebrales que median los efectos de aver-
sión y/o de recompensa producidos por ella (Iwamoto y Williamson, 1984; Shoaib y 
Stolerman; 1995; Laviolette y van der Kooy, 2004). 

El consumo de nicotina a nivel sistémico produce una elevación del ritmo 
cardíaco, de la presión sanguínea y del pulso, además de producir un descenso en la 
temperatura de la piel (Yildiz, 2004). Asimismo, incrementa los ácidos grasos libres 
en el plasma, la movilización de hidratos de carbono y aumenta en la sangre el nivel 
de catecolaminas y de hormonas relacionadas con el estrés (Seyler et al., 1984; 
Benowitz, 1988; Pickworth y Fant, 1998; Yildiz, 2004). 

A nivel celular, la nicotina produce un aumento en la síntesis y liberación de 
adrenalina y noradrenalina en el hipotalámo (Goodman, 1974; Yoshida et al., 1980). 
También promueve la activación de determinados factores de transcripción y de 
proteínas de respuesta a choque térmico, así como de la enzima limitante en la sínte-
sis de catecolaminas, la tirosina hidroxilasa (Hahn et al., 1991; Hiremagalur et al., 
1993; Slotkin et al., 1997). Además, se ha comprobado que la nicotina induce estrés 
oxidativo, aberraciones en los cromosomas e intercambio entre cromátidas herma-
nas (Trivedi et al., 1990, 1993; Maneckjee y Minna, 1994; Doolittle et al., 1995). Asi-
mismo, inhibe o activa tanto la proliferación celular como la apoptosis, dependiendo 
de la célula sobre la que actúa (Maneckjee y Minna, 1994; Aoshiba et al., 1996; Su-
gano et al., 2001; Wu et al., 2002; Mudò et al., 2007). 

Receptores de acetilcolina nicotínicos 

En el sistema nervioso central (SNC) la nicotina ejerce sus efectos mediante 
su interacción con los nAChR (para una revisión ver Yildiz, 2004; Wonnacott et al., 
2005). Estos receptores son canales iónicos de membrana pentaméricos, permeables 
principalmente al Na+, al K+ y al Ca2+ (Changeux et al., 1984). Los nAChR se acti-
van mediante la unión a un ligando, ya sea endógeno (ACh), o exógeno (p.e. nicoti-
na; Changeux et al., 1984). En el encéfalo de los mamíferos se han identificado hasta 

ahora seis subunidades  (2-7) y tres  (2-4) que puedan constituir los nAChR 
(para una revisión, ver Gotti et al., 1997; Jones et al., 1999; Wonnacott et al., 2005; 
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Kalamida et al., 2007). Los receptores son muy heterogéneos, y están formados por 

diferentes combinaciones de subunidades  y , aunque 7 puede formar recepto-
res homoméricos. Cada uno de los diferentes receptores que se forma tiene propie-
dades farmacológicas y biofísicas diferentes (Gotti et al., 1997; Jones et al., 1999; 
Quick y Lester, 2002; Wooltorton et al., 2003; Kalamida et al., 2007). Estas diferen-
cias entre los nAChR, fundamentalmente la afinidad por el agonista y el tiempo de 
transición entre los diferentes estados conformacionales, son muy importantes en el 
desarrollo y mantenimiento de la adicción a nicotina (Laviolette y van der Kooy, 
2004).  

Cuando un agonista –como la ACh o la nicotina– se une al receptor en esta-
do de reposo, induce una transición al modo activado, lo que permite el flujo de 
iones a través de él. Si la exposición del receptor al agonista es prolongada, aquél 
entra lentamente en el estado desensibilizado, siendo incapaz de responder al ago-
nista (Krauss et al., 2000).  

Diversos estudios han comprobado que tanto los nAChR heteroméricos 

formados por las subunidades 4 y 2, así como los homoméricos 7 son funda-
mentales en el proceso de adicción a la nicotina (para una revisión ver Laviolette y 
van der Kooy, 2004). Estos receptores presentan unas diferencias importantes: 

mientras que los formados por las subunidades 4 y 2 tienen una afinidad alta por 
la nicotina y se desensibilizan rápidamente, los receptores constituidos exclusiva-

mente por 7 tienen menos afinidad por la droga y un grado menor de desensibili-
zación que aquéllos (Pidoplichko et al., 1997; Mansvelder et al., 2002; Wooltorton et 
al., 2003). Esta divergencia es vital en los diferentes efectos de la nicotina a corto y a 
largo plazo (Laviolette y van der Kooy, 2004; Wonnacott et al., 2005; ver más ade-
lante). 

Mecanismo de acción de la nicotina 

En el ATV, tanto las neuronas como las proyecciones que llegan de las diver-
sas zonas encefálicas presentan una gran variedad de nAChR (para una revisión ver 
Wonnacott et al., 2005; Janhunen y Ahtee, 2007; Fig. 2). Los estudios de distribución 
de los nAChR del ATV han demostrado que, en las células GABAérgicas, están 

formados en su mayoría por las subunidades 4 y 2 (Klink et al., 2001; Keath et al., 
2007). Por el contrario, las células dopaminérgicas del ATV poseen una complejidad 

mayor en la composición de los nAChR: además de las subunidades 4 y 2, los 

receptores pueden contener 5 y 6 (Klink et al., 2001; Champtiaux et al., 2003; 
Wooltorton et al., 2003). También se han identificado receptores homoméricos for-

mados por subunidades 7 tanto en las neuronas dopaminérgicas como en las GA-
BAérgicas de esta región (Klink et al., 2001; Wooltorton et al., 2003). Asimismo, los 
terminales glutamatérgicos que proyectan en el ATV, en el NA y en el CP también 
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presentan los pentámeros de 7 presinápticamente (Kaiser y Wonnacott, 2000; 
Mansvelder y McGehee, 2000; Schilström et al., 2000, 2003; Wonnacott et al., 2005; 
Keath et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

Se ha comprobado que los efectos agudos de la nicotina en el ATV afectan 
predominantemente a las neuronas GABAérgicas. Como se ha mencionado previa-
mente, en dichas neuronas los nAChR son mayoritariamente aquellos que contienen 

4 y 2, los cuales se desensibilizan rápidamente (Wooltorton et al., 2003; Won-
nacott et al., 2005). Inicialmente, cuando estos receptores se activan, la neurona libe-
ra GABA, inhibiendo a las células post-sinápticas con las que contacta. Una vez que 
estos receptores localizados en las células GABAérgicas se desensibilizan y, por lo 
tanto, se elimina la influencia inhibitoria del GABA, se produce una excitación pro-
longada de las neuronas que liberan DA (Mansvelder et al., 2002). Al mismo tiempo, 
se produce una potenciación de la señal mediada por glutamato (Glu) a las neuronas 
dopaminérgicas. Este hecho se debe a que los terminales presinápticos glutamatérgi-

cos que inervan el ATV también poseen los nAChR homoméricos de 7. Como se 

Figura 2. Esquema simplificado de las conexiones entre las principales zonas encefálicas implicadas en la adicción 
a la nicotina. Las conexiones más importantes entre estas áreas contienen acetilcolina (ACh), dopamina (DA), ácido 
-amino-butírico (GABA) o glutamato (Glu). Se incluye la localización de los receptores de ACh nicotínicos (nAChR) 
que contienen la subunidad 2 y 4 (círculo negro) y los pentámeros de 7 (cuadrado negro), tanto en neuronas 
de proyección (somas ovalados), como en las interneuronas (somas rectangulares). Estos receptores pueden tener 
localización pre- o post-sináptica. ATV: área tegmental ventral; CP: caudado-putamen; NA: núcleo accumbens; TLD: 
núcleo tegmental laterodorsal; TPP: núcleo tegmental pedunculopontino (modificado de Wonnacott et al., 2005). 
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ha mencionado, estos nAChR formados exclusivamente por la subunidad 7, mues-
tran una menor afinidad por la nicotina y un menor grado de desensibilización des-

pués de la exposición a la droga que aquéllos formados por 4 y 2 (Pidoplichko et 
al., 1997; Mansvelder et al., 2002; Wooltorton et al., 2003). 

Funcionalmente, en el ATV la activación de las interneuronas GABAérgicas 
al principio del contacto con la droga inhibe las neuronas de proyección dopaminér-
gicas. Con exposiciones continuadas a la nicotina y la consiguiente desensibilización 
de los nAChR localizados en las células GABAérgicas, la droga “evita” estas células 
inhibitorias y produce un cambio en el balance entre las señales GABAérgicas y do-
paminérgicas en el ATV, activando la liberación de DA en las regiones a las que las 
neuronas dopaminérgicas envían los axones (Laviolette y van der Kooy, 2004).  

Los terminales dopaminérgicos que llegan al NA y al CP interaccionan en di-
chos núcleos con los axones de neuronas de proyección excitatorias procedentes de 
la corteza, el hipocampo y la amígdala, que proporcionan la mayor entrada de in-
formación a estos núcleos estriatales (Hyman y Malenka, 2001). Dichas proyeccio-
nes suministran información detallada sobre los estados fisiológicos y emocionales 
del individuo, por lo que la plasticidad sináptica en el NA y el CP contribuye a la 
adicción mediante la consolidación de los comportamientos de deseo, búsqueda e 
ingesta de la droga (Hyman y Malenka, 2001). Sin embargo, la codificación de la 
información específica sobre las señales no parece depender sólo de la DA. De he-
cho, hay gran cantidad de evidencias de que la DA interacciona con el Glu proce-
dente de zonas corticales en el NA y el CP, induciendo cambios en el comporta-
miento (Kalivas, 1995; Hu y White, 1997; Kelley et al., 1997; Wolf, 1998; Hyman y 
Malenka, 2001; Jain et al., 2008a; Mao y MacGehee, 2010).  

Plasticidad neuronal en la sensibilización a la nicotina 

La adicción a las drogas es un fenómeno comportamental complejo, que se 
produce tanto en humanos como en animales como consecuencia de una exposición 
repetida a la droga, que modifica la actividad y el metabolismo de las neuronas y 
circuitos que son sensibles a ella (para una revisión ver Jain et al., 2008a; Mao y 
MacGehee, 2010). Puesto que la adicción es un estado que se mantiene durante mu-
cho tiempo, si no para siempre, gran cantidad de investigaciones se centran en el 
estudio de los mecanismos moleculares que pueden ser los responsables de su per-
durabilidad (Hyman y Malenka, 2001). 

La reorganización de los circuitos neurales producida por estímulos naturales 
o por drogas puede ocurrir por diversos mecanismos generales. La plasticidad sináp-
tica puede ser el resultado de cambios en la tasa de liberación de neurotransmisores, 
en los receptores o en la señalización mediada por los receptores. Igualmente, los 
cambios en la excitabilidad de las neuronas podrían ser consecuencia de cambios en 
las propiedades o en la cantidad de los canales iónicos. Alternativamente, se pueden 
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producir cambios morfológicos, como son la generación de nuevas conexiones si-
nápticas o la eliminación de algunas preexistentes (Hyman y Malenka, 2001). En el 
desarrollo de la adicción es fundamental el estudio de la plasticidad en el mesencéfa-
lo, el NA y el CP (Hyman y Malenka, 2001); y es en lo que nos vamos a centrar en 
esta Introducción. 

Como se ha mencionado previamente, la administración puntual de nicotina 
provoca una activación de los receptores colinérgicos, tanto de las células del ATV 
como de las proyecciones que llegan a dicho núcleo y, como consecuencia, se indu-
ce la liberación de DA en los núcleos a los que proyecta el ATV. La sensibilización a 
nicotina con tratamientos de inyecciones diarias de la droga, como el empleado en 
este Trabajo de Tesis Doctoral, provocan un incremento gradual en la respuesta a la 
droga en exposiciones posteriores a la misma, manteniéndose esta sensibilización 
incluso después de un largo periodo de abstinencia (Mao y MacGehee, 2010). Tras 
un periodo de sensibilización, una nueva dosis de nicotina origina un aumento en la 
respuesta motora, así como un incremento en el número de neuronas del ATV y de 
la sustancia negra que disparan un potencial de acción. Como consecuencia, se pro-
duce una elevación de la DA liberada en sus áreas de proyección, incluidos el CP y 
el NA (para una revisión ver Balfour, 2004; Ulusu et al., 2005; Jain et al., 2008a; Mao 
y MacGehee, 2010). Asimismo, la nicotina también altera otros sistemas de neuro-
transmisores que, a su vez, pueden modificar la liberación de DA indirectamente, 
como es el caso del Glu (Hong et al., 2006; Jain et al., 2008a,b). De hecho, se ha 
comprobado que la estimulación de los receptores de N-metil-D-aspartato de Glu 
(NMDAR2) en las neuronas dopaminérgicas incrementa la cantidad de neuronas del 
ATV y de la sustancia negra que generan potenciales de acción (Chergui et al., 1993). 
Asimismo, la administración de antagonistas del NMDAR previamente a la adminis-
tración de nicotina no sólo atenúa o inhibe la liberación de DA en las zonas a las 
que proyectan dichos núcleos, sino que también previene la sensibilización a la 
misma (Shoaib et al., 1994; Schilström et al., 1998; Shim et al., 2002; Hong et al., 
2006).  

Además de su acción sobre el sistema dopaminérgico, el Glu puede aumentar 
la liberación de óxido nítrico (NO3) producido por la sintasa del óxido nítrico 
(NOS4;). Cuando el Glu estimula los NMDAR se produce una elevación de Ca2+ 
intracelular que activa la isoforma neuronal de la NOS, la NOS1, estimulando la 
producción de NO lo que, a su vez, provoca un incremento en la concentración 
extracelular de Glu y DA (Hirsch et al., 1993; Montague et al., 1994; Pögün et al., 
1994a,b; Sequeira et al., 1997; Kiss y Vizi, 2001; Hong et al., 2006). Así, esta molécula 
también se ha relacionado con los cambios inducidos por la acción de la nicotina 
tanto a nivel encefálico como comportamental (para una revisión ver Hong et al., 
                                                 
2 Del inglés N-metil-D-aspartate receptor. 
3 Del inglés nitric oxide. 
4 Del inglés nitric oxide synthase. 
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2006; Jain et al., 2008a,b). De hecho, el NO promueve la liberación de DA además 
de inhibir su recaptación, incrementando así la cantidad de DA extracelular (London 
et al., 1996). Es más, se ha comprobado que el empleo de inhibidores de la NOS 
previamente a las inyecciones con nicotina, inhibe el desarrollo de sensibilización a 
la droga (Shim et al., 2002).  

Es decir, tanto la DA como el Glu y el NO son necesarios para inducir la 
sensibilización a la nicotina. Además, la variación de estos tres neurotransmisores en 
el ES se produce en el mismo sentido: una vez sensibilizado el animal a la nicotina, 
una nueva dosis de la droga provoca un aumento de DA y Glu. El Glu a su vez es-
timula la liberación de NO, incrementando así los niveles de DA y Glu extracelular 
(para una revisión ver Balfour, 2004; Ulusu et al., 2005; Jain et al., 2008a; Mao y 
MacGehee, 2010). 

El caudado-putamen y el núcleo accumbens 
El ES, junto con el globo pálido, la sustancia negra y el núcleo subtalámico 

conforman una estructura denominada ganglios basales. Se ha comprobado que los 
ganglios basales son muy importantes en el comportamiento motor, emocional, 
cognitivo y de recompensa. Además, cuando existen alteraciones en alguno de los 
núcleos que forman los ganglios basales se producen diferentes patologías, como las 
enfermedades de Parkinson y Huntington, distonías y desórdenes obsesivo-
compulsivos, entre otros (para una revisión, ver Utter y Basso, 2008). 

El ES está formado por varios núcleos encefálicos con características muy 
similares en su organización anatómica entre primates y roedores (Parent, 1986). La 
principal diferencia consiste en que el estriado de primates contiene un núcleo cau-
dado y un núcleo putamen estructuralmente diferentes, en tanto que en los roedores 
esta división no existe, por lo que esta estructura se denomina neoestriado o cauda-
do-putamen en todo su conjunto (Parent, 1986). Además, tanto el estriado de los 
primates como el de los roedores posee una extensión ventral, el NA (Nauta, 1979).  

La implicación del NA en los mecanismos de refuerzo y de recompensa de 
las drogas es bien conocido (para una revisión Berke y Hyman, 2000; Hyman y Ma-
lenka, 2001; Koob y Le Moal, 2001; Everitt y Wolf, 2002). Como previamente se ha 
mencionado, el NA y sus proyecciones recíprocas con el ATV son los componentes 
primarios de la vía dopaminérgica meso-cortico-límbica, que está implicada en la 
respuesta al carácter de recompensa producido por las drogas de abuso (Hyman y 
Malenka, 2001). Por el contrario, el CP o estriado dorsal es más conocido por su 
papel en la producción de movimientos y por su implicación en desórdenes motores 
(Albin et al, 1995). Sin embargo, en los últimos años diversos estudios han mostrado 
que el CP está implicado en otras funciones motoras diferentes al control de los 
movimientos. Entre estas funciones se incluyen el control de la atención, el aprendi-
zaje y la ejecución de secuencias de comportamiento que producen una respuesta 
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eficiente a un estímulo (Alexander et al., 1986; Calabresi et al., 1997; Berke y Hyman, 
2000; 2001; Hyman y Malenka, 2001; Koob y Le Moal, Everitt y Wolf, 2002). De 
acuerdo con esta última función, se ha propuesto que el CP estaría implicado en las 
etapas más avanzadas en el desarrollo de la adicción, cuando el uso de la droga co-
mienza a ser compulsivo. En este estado es cuando el individuo empieza a mostrar 
un comportamiento encaminado en su mayoría a la búsqueda de droga (Gerdeman 
et al., 2003). Además, parece que las alteraciones en la función del NA inducidas por 
las drogas de abuso facilitan la plasticidad sináptica en el CP, debido a la modifica-
ción del flujo de información a través de los ganglios basales (Gerdeman et al., 
2003).  

Aunque la naturaleza de las conexiones es diferente en el CP y el NA, la or-
ganización interna y la histología no varían entre ambas zonas (para una revisión, ver 
Mitchell et al., 1999; Gerdeman et al., 2003), por lo que las describiremos conjunta-
mente.  

La organización anatómica y funcional del ES puede ser descrita desde varias 
perspectivas. Un nivel de organización se basa en la naturaleza topográfica de las 
aferencias corticales glutamatérgicas y mesencefálicas dopaminérgicas, que sinaptan 
sobre las células de proyección, las neuronas espinosas medianas (MSN5). Diver-
sos circuitos, anatómicamente distintos y funcionalmente separados, unen áreas es-
pecíficas de la corteza cerebral, los ganglios basales y el tálamo. Esto se lleva a cabo 
mediante la integración de sus señales por las MSN y las interneuronas modulatorias 
del ES (Mitchell et al., 1999). Está aceptado que el córtex le suministra información 
específica del contexto temporal y espacial a las MSN mediante aferencias glutama-
térgicas (Mitchell et al., 1999). Por el contrario, las señales dopaminérgicas llevarían 
una información menos específica, funcionando como señales de refuerzo o señales 
de error (Servan-Schreiber et al.¸1990; Mitchell et al., 1999). 

Otro nivel de organización del ES se debe a la existencia de dos comparti-
mentos interdigitalizados: la matriz, que ocupa el 85% del volumen del ES, y los 
parches o estriosomas (Johnston et al., 1990). Estos dos compartimentos tienen una 
composición celular similar, pero se diferencian en sus aferencias y eferencias, ade-
más de en su contenido neuroquímico (Mitchell et al., 1999). 

Elementos neuronales 

Está ampliamente aceptado que la composición neuronal del ES es de 90 – 
95% de células de proyección, mientras que el restante 10 – 5% son interneuronas 
modulatorias (Mitchell et al., 1999; Gerdeman et al., 2003).  

                                                 
5 Del inglés medium spiny neurons. 
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Neuronas de proyección 

Las neuronas de proyección del ES son las MSN. Estas células se caracteri-

zan por ser GABAérgicas, tener un soma de 10 – 20 m de diámetro y un árbol 
dendrítico amplio y con gran cantidad de espinas (Park et al., 1980; Preston et al., 
1980). Además, se ha comprobado que las MSN pueden estar acopladas eléctrica-
mente mediante uniones tipo gap (O’Donnell y Grace, 1993; Venance et al., 2004). 
Estas neuronas muestran niveles muy bajos de descargas espontáneas y se mantie-
nen en un estado hiperpolarizado. Dicho estado cambia principalmente al recibir 
señales excitatorias fuertes desde la corteza, cuando las MSN disparan y suprimen la 
actividad de las neuronas a las cuales proyectan (Kawaguchi et al., 1995; Kawaguchi, 
1997; Venance et al., 2004).  

En el ES se han identificado dos subtipos de MSN en base a sus proyeccio-
nes axonales (Kawaguchi et al., 1990; Mitchell et al., 1999):  

a) La “vía directa” o “estriato-peduncular” la constituye un tipo de neu-
ronas que contactan con la sustancia negra y el núcleo entopeduncular 
(segmento interno del globo palido en primates). 

b) La “vía indirecta” o “estriato-palidal” está formada por MSN que 
mandan sus proyecciones principalmente al globo pálido (llamado 
segmento externo del globo pálido en primates). 

Aunque todas las MSN son GABAérgicas, aquellas MSN del CP que conec-
tan con la sustancia negra y el núcleo entopeduncular emplean sustancia P y dinorfi-
na además de GABA. Por otro lado las que proyectan al globo pálido también em-
plean encefalina como neuromodulador (Gerfen y Young, 1988; Graybiel, 1990, 
1991).  

El NA, además de contener las neuronas de proyección de las vías “directa” 
e “indirecta”, también contiene MSN que proyectan al globo pálido ventral, pero 
éstas pueden contener tanto sustancia P y dinorfina como encefalina (Haber et al., 
1990). 

Interneuronas 

Se han identificado cuatro clases principales de interneuronas estriatales en 
base a su morfología, su contenido neuroquímico y sus propiedades fisiológicas 
(Kawaguchi et al., 1995). Estas interneuronas regulan la actividad de las MSN y care-
cen de espinas o son muy escasas. Se clasifican como: a) interneuronas colinérgicas; 
b) interneuronas GABAérgicas que contienen la proteína ligante de calcio par-
valbúmina (PV); c) interneuronas GABAérgicas que contienen la NOS1 o la activi-
dad enzimática nicotinamida adenín-dinucleótido fosfato reducido–diaforasa 
(NADPH) que está asociada ella; y d) interneuronas GABAérgicas que contienen la 
proteína ligante de calcio calretinina (CR). 
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a) Interneuronas colinérgicas. Son las mejor estudiadas del ES y se identi-
fican por la presencia de la enzima colín-acetil transferasa (ChAT). Estas células 
forman el 1-3% de las neuronas estriatales. Tienen somas poligonales o fusiformes 

de un diámetro de 20 – 50 m. Estas neuronas poseen de 2 – 5 dendritas primarias 

muy ramificadas que se extienden 600 m en torno al soma (Kawaguchi, 1993). Las 
interneuronas colinérgicas se encuentran preferentemente en la matriz, donde se 
ramifican sus axones, en tanto que sus dendritas cruzan también a los estriosomas 
(Graybiel et al., 1986; Kawaguchi, 1992). La mayoría de sus contactos sinápticos son 
con las MSN, aunque también reciben inputs dopaminérgicos (Kawaguchi et al., 
1995; Calabresi et al., 2000). Este tipo de interneuronas expresa el receptor D2 de 
DA, por lo que se inhiben cuando reciben señales dopaminérgicas (Kawaguchi et al., 
1995). Estas células también contienen el receptor NK-1 de sustancia P, por lo que 
pueden liberar ACh en respuesta a la emisión de dicho péptido por las fibras colate-
rales de las MSN (Kawaguchi et al., 1995).  

b) Interneuronas GABAérgicas que contienen la proteína ligante de calcio 
PV. Estas células constituyen el 3 – 5% de las neuronas estriatales (Cowan et al., 

1990; Kita et al., 1990; Kita, 1993). Tienen un tamaño de 10 – 35 m y dendritas que 

arborizan en un espacio de 200 – 300 m alrededor del soma. Además, presentan 
gran cantidad de colaterales axónicos, algunos de los cuales forman cestas alrededor 
de los somas de las MSN (Kita et al., 1990; Bennett y Bolam, 1994; Kawaguchi et al., 
1995, Kawaguchi, 1997). Los somas y las prolongaciones de este tipo de interneuro-
nas se localizan tanto en la matriz como en los estriosomas (Cowan et al., 1990; Kita 
et al., 1990). Además de realizar sinapsis químicas inhibitorias entre ellas, también 
están conectadas por uniones tipo gap, lo que permite la despolarización sincroniza-
da de las células que estén interconectadas (Chang y Kita, 1992; Kita, 1993). Asi-
mismo, reciben inputs excitatorios de la corteza cerebral (Kita, 1993). Se considera 
que este tipo celular es el responsable de la mayor parte de la inhibición de las MSN 
(Kita 1993). 

c) Interneuronas GABAérgicas que contienen la NOS1 o la actividad en-
zimática NADPH-diaforasa que está asociada ella. Son el 1 – 2% de las neuronas del 

ES. Su diámetro varía entre 12 – 25 m y su soma es poligonal o fusiforme. Estas 
neuronas poseen menos ramificaciones dendríticas que las colinérgicas, aunque sus 

prolongaciones se extienden por un campo más amplio (hasta 1000 m; Kawaguchi, 
1993; Kawaguchi et al., 1995; Hidaka y Totterdell, 2001). Además, estas células tam-
bién contienen somatostatina y neuropéptido Y (Vincent et al., 1983; Kawaguchi, 
1997). También expresan el receptor NK-1 de sustancia P, por lo que pueden res-
ponder a la emisión de dicho neurotransmisor por los colaterales axónicos de las 
MSN de la “vía directa” (Kawaguchi et al., 1995). Asimismo, un 20% de ellas contie-
nen la proteína ligante de calcio calbindina D28-k (CB; Bennett y Bolam, 1993). Sus 
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somas se localizan tanto en la matriz como en los estriosomas y sus dendritas cruzan 
ambos compartimentos (Gerfen, 1984; Kawaguchi et al., 1995).  

Se ha comprobado que estas células realizan contactos sinápticos con termi-
nales axónicos que contienen NOS1, pertenecientes probablemente a otras inter-
neuronas productoras de NO (French et al., 2005). También realizan contactos si-
nápticos con interneuronas estriatales colinérgicas y con las que contienen PV (Vui-
llet et al., 1992; Morello et al., 1997). Asimismo, se ha observado que también reciben 
señales glutamatérgicas desde la corteza, así como dopaminérgicas del ATV y la sus-
tancia negra (Aoki y Pickel 1988; Vuillet et al., 1989).  

Además, las interneuronas del ES que expresan la NOS1 realizan sinapsis 
sobre las espinas dendríticas de las MSN que reciben inputs glutamatérgicos y dopa-
minérgicos (Hidaka y Totterdell, 2001). Es más, se ha comprobado que dichas MSN 
contienen niveles elevados de la principal diana del NO, la enzima guanilato ciclasa 
soluble (GCs), así como otros componentes del sistema de señalización por guano-
sín monofosfato cíclico (GMPc; Ariano, 1983; Hidaka y Totterdell, 2001). Esta gran 
proximidad sugiere que la transmisión nitrérgica puede jugar un papel muy impor-
tante en la modulación de la respuesta de las MSN a las aferencias que reciben di-
chas neuronas de proyección (para una revisión, ver West et al., 2002). De hecho, se 
ha comprobado que la señalización por NO-GCs modula la plasticidad sináptica 
cortico-estriatal in vitro (Calabresi et al., 1999) y la excitación inducida por Glu in vivo 
(Di Giovanni et al., 2003). Asimismo, diversos estudios demuestran que las neuronas 
NOS1+ del ES reciben sinapsis asimétricas de terminales glutamatérgicos, y se ha 

comprobado que expresan tanto los NMDAR como los receptores de ácido -
amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propiónico (AMPA) y receptores metabotrópicos 
de glutamato (Vuillet et al., 1989; Gracy y Pickle, 1997; Kawaguchi, 1997; Nishi et al., 
2005). De hecho, se ha comprobado que la estimulación eléctrica de las aferencias 
cortico-estriatales producen un aumento de NO en el ES mediante mecanismos 
dependientes de los NMDAR y la NOS1 (Sammut et al., 2007b). Es más, la infusión 
de NMDA en el ES es capaz también de producir la liberación de NO en experi-
mentos in vivo (Crespi y Rossetti, 2004; Rossetti y Crespi, 2004).  

Una vez que se sintetiza el gas, éste difunde desde las interneuronas NOS1+ 
a las neuronas vecinas y a las células de los vasos sanguíneos, donde activa la GCs 
aumentando el GMPc (Garthwaite, 2008). Esta señalización mediada por NO-
GMPc en el ES tiene gran cantidad de efectos sobre proteínas kinasas y fosfodieste-
rasas, incrementando la excitabilidad de las MSN y promoviendo la sincronización 
de su actividad, así como la transmisión cortico-estriatal (O’Donnell y Grace, 1997; 
Greengard et al., 1999; West y Grace, 2004; Calabresi et al., 2007). Es decir, el NO 
actuaría amplificando y sincronizando las señales glutamatérgicas procedentes de la 
corteza encefálica (Saul’skaya et al., 2010). 
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Además de las señales glutamatérgicas, las interneuronas del ES que contie-
nen la NOS1 están inervadas fuertemente por terminales dopaminérgicos (Hidaka y 
Totterdell 2001). De hecho, diversos experimentos muestran que esta población de 
interneuronas expresa los receptores de DA del tipo D1/D5 (Le Moine et al., 1991; 
Rivera et al., 2002; Centonze et al., 2003a). Asimismo, la estimulación tanto eléctrica 
como química de la sustancia negra, así como la administración sistémica de agonis-
tas de los receptores D1/D5, provocan un incremento en la liberación de NO por 
un mecanismo dependiente de dichos receptores y de la NOS1 (Sammut et al., 
2006). 

Al contrario que los receptores D1/D5, los receptores D2 no se han localiza-
do en las neuronas NOS1+ del ES, sino en los terminales glutamatérgicos (García-
Muñoz et al., 1991; Wang y Pickel, 2002; Bamford et al., 2004; Hoque et al., 2010). 
Diversos estudios han comprobado que la activación del receptor D2 disminuye 
tanto la excitabilidad de dichos terminales como la liberación de Glu (García-Muñoz 
et al., 1991; Wang y Pickel, 2002; Bamford et al., 2004; Hoque et al., 2010). Además, 
la producción de NO en el ES inducida por agonistas de los receptores D1/D5 se ve 
atenuada por la administración de agonistas del receptor D2 (Morris et al., 1997; 
Sammut et al., 2007a). Así, se ha propuesto que la DA modularía la actividad de la 
NOS1 en el ES mediante dos vías, una facilitadora, por la activación de los recepto-
res tipo D1/D5, y otra inhibitoria por la activación de los receptores D2 (Hoque et 
al., 2010). Además, se ha comprobado que la activación de los receptores D1/D5 
potencia las respuestas inducidas por NMDA en las neuronas del ES (Cepeda y Le-
vine 1998; 2006). Asimismo, se ha propuesto que la acción facilitadora de los recep-
tores D1/D5 sobre la actividad del NMDAR tendría un papel crítico en la regulación 
de la síntesis del NO en el ES (Hoque et al., 2010).  

Otra actuación importante del NO producido por estas interneuronas estria-
tales es regular la respuesta de las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas que pro-
yectan al ES (Iravani et al., 1998; West y Grace, 2000). Más aún, esta regulación del 
NO sobre el sistema dopaminérgico es diferente en distintas sub-regiones del ES 
(Iravani et al., 1998).  

En resumen, en el ES la producción de NO por las interneuronas que con-
tienen NOS1 requiere tanto la activación de los NMDAR como de los receptores 
D1/D5, y disminuye cuando se estimulan los receptores D2. A su vez, el NO libera-
do actuaría fundamentalmente regulando la actividad de las neuronas principales del 
ES (las MSN), incrementando su excitabilidad y sincronizándolas. Por lo tanto, 
cualquier cambio en la producción de NO modificaría la actividad de las MSN. Esto 
implica que la señalización por NO juega un papel importante en la integración de la 
información transmitida desde el ES a los centros a los cuales proyecta mediante las 
vías cortico-estriatales y las eferencias estriatales (West y Grace, 2000). 
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d) Interneuronas GABAérgicas que contienen CR. Esta población neuro-
nal es muy escasa y está muy poco estudiada. Sólo se sabe que tienen un tamaño 

medio (entre 10 – 35 m) y en la rata se localizan en las zonas rostro-mediales del 
CP (Jacobowitz y Winsky, 1991). 

Conexiones del estriado 

Aferencias 

Las aferencias que llegan al ES proceden principalmente de tres áreas: el córtex, el 
mesencéfalo y el tálamo (Mitchell et al., 1999; Mohn et al., 2004). Tanto las proyec-
ciones meso-límbicas dopaminérgicas como las glutamatérgicas procedentes de la 
corteza cerebral y del tálamo convergen y son integradas en las MSN del CP y del 
NA. El Glu proporciona la mayor parte del input excitatorio a las MSN, transmitien-
do mensajes específicos regulados temporal y espacialmente. Por el contrario, la DA 
sirve como un modulador del tono excitatorio, sirviendo como señal de refuerzo 
(Mitchell et al., 1999; Mohn et al., 2004). Además de contactar con las MSN, dichas 
aferencias también contactan con distintas interneuronas del ES, lo que induce que 
éstas modulen la respuesta de las MSN a los distintos inputs de forma muy precisa y 
posibilitando diversos mecanismos de plasticidad sináptica, como la potenciación a 
largo plazo (LTP6) y la depresión a largo plazo (LTD7; Di Filippo et al., 2009). 

La mayor cantidad de información que le llega al ES procede de la corteza 
cerebral. Prácticamente todas las áreas corticales, incluido el hipocampo y el núcleo 
basal de la amígdala, proyectan a esta estructura (Nauta y Domesick, 1984; Gold-
man-Rakic y Selemon, 1990). Estas neuronas cortico-estriatales son glutamatérgicas 
y sinaptan principalmente sobre las MSN (Bouyer et al., 1984). Las fibras cortico-
estriatales están organizadas topográficamente, de manera que cada área estriatal 
recibe inputs procedentes preferentemente de un área determinada de la corteza 
(McGeorge y Faull, 1989). Sin embargo, existe un solapamiento considerable en los 
campos terminales de dichas aferencias, lo que “asegura” que cada área estriatal re-
ciba información de más de una zona cortical (Selemon y Goldman-Rakic, 1985; 
Goldman-Rakic y Selemon, 1990).  

Algunas neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo también inervan todas 
las áreas del ES. En general, se piensa que el NA recibe inputs dopaminérgicos del 
ATV. Sin embargo, el CP es inervado principalmente por las neuronas que se en-
cuentran en la pars compacta de la sustancia negra, aunque también reciba información 
del ATV (Nauta y Domesick, 1984; Oades y Halliday, 1987; Di Chiara e Imperato, 
1988). 

                                                 
6 Del inglés long-term potentiation. 
7 Del inglés long-term potentiation. 
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Una tercera fuente de aferencias al ES procede del tálamo. El CP recibe fi-
bras desde los núcleos centromediano-parafascicular del complejo intralaminar y de 
los núcleos talámicos intralaminares rostrales. Por su parte, el NA también recibe 
inputs desde los núcleos intralaminares y de los núcleos de la línea media (Groene-
wegen et al., 1980; Druga et al., 1991). Además, el NA recibe información procedente 
de la amígdala (LeDoux, 2007) 

Las interneuronas del ES también reciben información de otras zonas ence-
fálicas. En el CP, las proyecciones del córtex realizan contactos sinápticos sobre las 
interneuronas que contienen PV, ACh y NOS1, mientras que el hipocampo contacta 
con las que expresan NOS1 (Vuillet et al., 1989; Lapper y Bolam, 1992; Bennett y 
Bolam, 1994, French et al., 2005). Además, se ha visto que los axones procedentes 
del tálamo también contactan con las células colinérgicas (Lapper y Bolam, 1992). 
Por otro lado, en el NA, tanto los inputs procedentes del hipocampo como del tála-
mo sinaptan sobre interneuronas colinérgicas, mientras que la amígdala proyecta 
sobre células que contienen PV (Meredith y Wouterlood, 1990). También se ha 
comprobado que hay fibras procedentes del hipocampo que contactan con las célu-
las del NA que contienen NOS1 (French et al., 2005). 

Eferencias 

Las principales zonas de proyección de las MSN de los roedores son el globo 
pálido, el núcleo entopeduncular y la pars reticulata de la sustancia negra (Nauta, 
1979). Se ha encontrado un patrón de inervación similar en los primates (Parent et 
al., 1984).  

Las MSN estriato-pedunculares y las estriato-palidales son dos vías com-
plementarias mencionadas previamente, llamadas “directa” e “indirecta” respecti-
vamente (Penney y Young, 1986). Esta terminología refleja el hecho de que el nú-
cleo entopeduncular es la principal vía de eferencia de los ganglios basales hacia el 
tálamo. Por lo tanto, las neuronas estriato-pedunculares pueden influir en la salida 
de información de los ganglios basales directamente. Las MSN estriato-palidales 
también pueden alterar la salida de información desde el núcleo entopeduncular 
mediante una ruta indirecta. Estas MSN sinaptan primero con las neuronas palidales 
que proyectan al núcleo subtalámico, y éste a su vez realiza conexiones con el núcleo 
entopeduncular (Smith et al., 1998).  

El hecho de que existan diferentes vías es importante, puesto que las MSN 
expresan diferentes subtipos del receptor de DA dependiendo de la vía a la que per-
tenezcan. Las neuronas estriato-pedunculares expresan preferentemente receptores 
D1/D5, induciendo su excitación cuando reciben DA. Las estriato-palidales tienen 
receptores D2, cuya activación por la DA produce la inhibición de la neurona (Ger-
fen et al., 1990). Además, se ha demostrado que los receptores D3, que también son 
inhibitorios, se encuentran en las MSN del NA pero no del CP (Kawaguchi, 1997).  
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Otra diferencia entre las dos vías es que responden de manera diferente ante 
una estimulación colinérgica: los agonistas colinérgicos estimulan las MSN estriato-
palidales pero inhiben las estriato-pedunculares (Harrison et al., 1996). Se ha postu-
lado que esto se debe a una localización diferencial de diversos subtipos de recepto-
res colinérgicos muscarínicos (Harrison et al., 1996). Además, se ha comprobado que 
las neuronas de la “vía indirecta” expresan el subtipo A2a del receptor de adenosina, 
mientras que las MSN de la “vía directa” no lo hacen (Ferré et al., 1993). 

Organización morfo-funcional del estriado 

Tradicionalmente, la clasificación de diversas zonas del ES –tanto en el CP 
como en el NA– en matriz o estriosoma se basó en el contenido neuroquímico de 
estos dos compartimentos interdigitalizados: la matriz está enriquecida en la proteí-
na CB, en somatostatina y en acetilcolinesterasa, mientras que el receptor de opiá-

ceos  sólo se encuentra en los estriosomas (Herkenham y Pert, 1981; Gerfen, 1984; 
Kawaguchi, 1997). Otra de las diferencias importantes entre ambos compartimentos 
son sus conexiones con otros centros encefálicos. Las proyecciones corticales que 
llegan a los estriosomas proceden principalmente de las cortezas prelímbica, infra-
límbica, orbital y cingulada anterior; las que llegan a la matriz provienen de las áreas 
motoras, somatosensoriales y del córtex cingulado posterior (Gerfen, 1989; Bayer, 
1990; Canales, 2005). Además, las proyecciones dopaminérgicas que llegan al ES 
también muestran una zonación: la información límbica proveniente de los ganglios 
basales se dirigen a los estriosomas, en tanto que la sensorimotora llega fundamen-
talmente a la matriz (Canales, 2005). De igual forma, las principales dianas de las 
MSN del estriosoma son las células dopaminérgicas de la sustancia negra, mientras 
que las de la matriz inervan el globo pálido, el núcleo entopeduncular y la pars reticu-
lata de la sustancia negra (Gerfen et al., 1985). 

Además de tener los mismos compartimentos que el resto del ES, es decir la 
matriz y los parches, el NA posee una organización más compleja que el CP. El NA 
puede subdividirse en varios territorios principales: “el núcleo8” y “la cubierta9”. 
Ésta última tiene una extensión rostral también denominada “polo rostral”.  

La división del NA en núcleo y cubierta se realiza fundamentalmente en base 
a sus conexiones, especialmente de sus proyecciones (Voorn et al., 2004). Por ejem-
plo, las fibras hipocampales y parahipocampales inervan tanto el núcleo como la 
cubierta, pero mientras que las parahipocampales abundan más en el núcleo, las hi-
pocampales lo hacen más en la cubierta (Voorn et al., 2004). Igualmente, diversas 
zonas del ATV inervan preferencialmente ciertas áreas del núcleo o de la cubierta 
(Usuda et al., 1998). En cuanto a sus proyecciones, el núcleo posee las inervaciones 
estriato-palidales y estriato-pedunculares (Usuda et al., 1998). La cubierta, además de 

                                                 
8 Core en inglés. 
9 Shell en inglés. 
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estas vías, proyecta a las áreas hipotalámica lateral y preóptica lateral, así como a 
diversas áreas mesencefálicas asociadas con funciones motoras (Usuda et al., 1998). 
Sin embargo, las aferencias y eferencias del polo rostral muestran una combinación 
de las conexiones entre el núcleo y la cubierta y el resto de zonas encefálicas (para 
una revisión, ver Zahm y Brog, 1992). 

Neuroquímicamente, el núcleo y la cubierta se pueden distinguir por su dis-
tinto contenido en CB y sustancia P: el núcleo tiene una inmunorreactividad alta 
contra CB y muy baja contra la sustancia P, mientras que en la cubierta hay gran 
cantidad de sustancia P y poca CB (Zahm y Brog, 1992). Sin embargo, aunque el 
núcleo y la cubierta son claramente visibles en la rata, no es así en todas las estirpes 
de ratón. Por ejemplo, estas subdivisiones están descritas en el ratón de la estirpe 
C57BL/6, pero no en el de la 129/Sv (Hof et al., 2000), que son los empleados en 
este trabajo de Tesis Doctoral.  

Funcionalmente, tanto el núcleo como la cubierta están implicados funda-
mentalmente en el aprendizaje, pero la cubierta está relacionada además con la ex-
presión de ciertas conductas innatas, como el comportamiento maternal (Reynolds y 
Berridge, 2002). Además, se ha propuesto que las funciones de la cubierta potencia-
rían ciertas respuestas comportamentales que son coordinadas a través del núcleo, 
como las respuestas condicionadas a las drogas psicoestimulantes (Voorn et al., 
2004). Aunque existen claras diferencias entre ambas regiones del NA, se ha com-
probado que tanto en el núcleo como en la cubierta existen MSN e interneuronas 
cuyos colaterales cruzan su compartimento y contactan con elementos neuronales 
de la otra zona. Este hecho indica que ni el núcleo ni la cubierta procesan la infor-
mación de una manera completamente independiente (van Dongen et al., 2005). 

A pesar de que este modelo “clásico” de organización del ES ha estado vi-
gente desde hace décadas, no explica la totalidad de las diferencias regionales en su 
funcionamiento, por lo que en los últimos años se ha desarrollado una nueva teoría 
sobre la organización funcional del ES (Haber et al., 2000; Papa et al., 2002; Voorn et 
al.¸2004; Yin y Knowlton, 2004; Wickens et al., 2007; Yin et al., 2009). Esta teoría se 
basa en el hecho de que en el NA y en el CP hay microcircuitos locales repetitivos, 
que incluyen tanto a las interneuronas como a las neuronas de proyección (las 
MSN), que tienen unas propiedades fisiológicas y unas interconexiones relativamen-
te constantes (Wickens et al., 2007). Dado que existe esta uniformidad en los micro-
circuitos del ES, Wickens y cols. (2007) han sugerido que las diferencias en el fun-
cionamiento de distintas zonas del ES podrían deberse a las aferencias que reciben y 
a las áreas a las que proyectan. Además, estos autores han propuesto que otro factor 
importante en la heterogeneidad de la función del ES es la existencia de una grada-
ción en la señalización debida a DA, puesto que existen diferencias regionales tanto 
en la densidad de terminales dopaminérgicos como en la capacidad de captación de 
dicho neurotransmisor. 
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El NA y el CP se han considerado clásicamente como dos estructuras inde-
pendientes, a pesar de su similitud en la citoarquitectura y en la circuitería local y de 
no haber un límite anatómico claro entre ambos (Voorn et al.¸2004; Wickens et al., 
2007). Por el contrario, diversos estudios, que incluyen experimentos de comporta-
miento y de aprendizaje y refuerzo ante diversas situaciones o sustancias, combina-
dos con las diferencias en las conexiones con diversos centros encefálicos, así como 
las divergencias en el sistema dopaminérgico, han llevado a reconsiderar esta clásica 
división dorso-ventral del ES (para una revisión, ver Haber et al., 2000; Papa et al., 
2002; Voorn et al.¸2004; Yin y Knowlton, 2004; Wickens et al., 2007; Yin et al., 2009). 
En su lugar, se ha propuesto que la organización funcional del ES estaría basada en 
una zonación desde la zona dorso-lateral a la ventro-medial, teniendo también una 
variación rostro-caudal (Haber et al., 2000; Papa et al., 2002; Voorn et al.¸2004; Wi-
ckens et al., 2007; Yin et al., 2009). Así, la zona lateral del CP sería un área sensomo-
tora relacionada con la formación de hábitos, correspondiente al núcleo putamen en 
primates (Wickens et al., 2007). Por otra parte, las zonas dorsal y medial, son consi-
deradas áreas asociativas, equivalentes al núcleo caudado en primates, y estarían re-
lacionadas con el aprendizaje y en la expresión de las acciones dirigidas hacia una 
recompensa (Wickens et al., 2007). Asimismo, a pesar de que se considera que el NA 
está dividido en tres sub-territorios principales interconectados entre sí, con funcio-
nes particulares pero relacionadas, dicho núcleo también muestra el mismo tipo de 
organización funcional (Haber et al., 2000; Papa et al., 2002; Voorn et al.¸2004; van 
Dongen et al., 2005; Wickens et al., 2007; Yin et al., 2009). Esto se ha comprobado en 
paradigmas experimentales donde se estudiaba cómo modificaciones en los sistemas 
GABAérgico, glutamatérgico o dopaminérgico, a lo largo del eje rostro-caudal del 
NA, provocaban cambios graduales en comportamientos tales como el miedo, la 
agresión o la ingesta de alimentos (Reynolds y Berridge, 2002; Couppis et al., 2008; 
Faure et al., 2010). Además, en diversos experimentos de autoadministración de co-
caína en ratas, se ha comprobado que la droga afecta a la actividad de las neuronas 
del NA de forma diferente, siguiendo un gradiente medio-lateral (Fabbricatore et al., 
2009, 2010). 

Óxido nítrico 
El descubrimiento de la función del NO como una molécula de señalización 

en el sistema nervioso ha cambiado radicalmente el concepto de comunicación neu-
ronal (Esplugues, 2002). Las propiedades físicas del NO impiden su almacenamien-
to a largo plazo en vesículas celulares y su metabolismo mediante enzimas hidrolíti-
cas. Por lo tanto, al contrario que los neurotransmisores “clásicos”, el NO no se 
almacena en vesículas sinápticas ni se libera mediante exocitosis puesto que puede 
atravesar con facilidad las membranas (para una revisión, ver Thomas et al., 2008). 
El NO se sintetiza por la NOS dependiendo de su demanda y difunde desde las cé-

lulas donde se produce. La distancia de difusión del NO (entre 10 – 300 m de 
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diámetro; Lancaster, 1994), conlleva que las estructuras en la vecindad de las células 
que lo producen, tanto neuronas como elementos no neuronales, estén influenciadas 
por su liberación. Esto implica que, además de actuar como un neurotransmisor, el 
NO tiene un papel neuromodulador (Garthwaite y Boulton, 1995). El NO difunde 
dentro de las células, donde interacciona con las dianas intracelulares que normal-
mente serían consideradas mensajeros secundarios. Otra diferencia con los neuro-
transmisores convencionales es que la actividad de éstos se acaba mediante meca-
nismos de recaptación o cuando son degradados enzimáticamente, mientras que la 
inactivación del NO se produce cuando éste reacciona con un sustrato (Esplugues, 
2002). 

Sintasas del óxido nítrico 

La síntesis de NO es el resultado de varios eventos de óxido–reducción en-
zimática que necesitan una gran cantidad de cofactores, que tienen sitios de unión 
específicos en la proteína. Este proceso se lleva a cabo por la NOS en dos pasos 
sucesivos en los que se consume O2 y NADPH y, como resultado, la L-arginina se 
transforma en L-citrulina (Fig. 3). Los cofactores para la reacción no tienen un papel 
secundario, sino que su disponibilidad es importante para la actividad de la enzima 
(Palmer et al., 1988).  

 

 

 

 

Figura 3. Síntesis de NO por la sintasa del óxido nítrico (NOS). Mediante la acción de la NOS la L-arginina se trans-
forma en L-citrulina, liberando NO. Para ello se emplea nicotinamida adenín-dinucleótido fosfato reducido (NADPH) y 
O2, además de diversos cofactores como la calmodulina (CaM), el flavín-adenín-dinucleótido (FAD), el flavín-
mononucleótido (FMN), la protoporfirina IX (el grupo hemo) y la tetrahidrobiopterina (BH4). 
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Se han identificado 3 isoformas principales de la NOS que, dependiendo del 
orden cronológico en el que aislaron o el tejido en el que se localizan principalmen-
te, se denominan NOS1 o neuronal y NOS3 o endotelial, ambas de expresión fun-
damentalmente constitutiva, y NOS2 o inmunológica, de expresión principalmente 
inducible (Knowles y Moncada, 1994). Sin embargo, a pesar de su nomenclatura, 
tanto la NOS1 como la NOS3 pueden ser expresadas bajo determinadas condicio-
nes fisiológicas, mientras que la NOS2 puede encontrarse de forma constitutiva en 
algunos tipos celulares (Moncada et al., 1997). Todas las isoformas de la NOS tienen 
las mismas propiedades catalíticas, pero difieren en la localización cromosómica de 
sus genes, en sus secuencias primarias, en la fortaleza de la unión entre los monóme-
ros, en su dependencia de Ca2+ y en su regulación (Knowles y Moncada, 1994; Kone 
et al., 2003).  

En el SNC, la isoforma de la NOS más característica es la NOS1, aunque 
tanto la isoforma inmunológica como la endotelial también están presentes (Esplu-
gues, 2002). Además, todos los tipos celulares del SNC pueden contener la enzima: 
la NOS1 se expresa fundamentalmente en determinadas poblaciones neuronales y 
astrogliales; la NOS3, aparte de en el endotelio de los vasos sanguíneos, se puede 
localizar en ciertas neuronas y astrocitos, mientras que la expresión de la NOS2 se 
localiza en la microglía y los astrocitos. Además, la expresión de la NOS2 puede ser 
inducida tanto en neuronas como en las células gliales en determinadas condiciones 
patológicas (Knowles y Moncada, 1994; Loihl y Murphy, 1998; Heneka y Feinstein, 
2001; Kone et al., 2003). 

Estructura de las sintasas del óxido nítrico 

La NOS es una enzima dimérica que contiene un dominio oxigenasa y otro 
reductasa, cada uno con su propia actividad catalítica (Fig. 4). El dominio oxigenasa 
contiene los sitios de unión de la protoporfirina IX (el grupo hemo) y la tetrahidro-
biopterina (BH4), y tiene un sitio de unión a la calmodulina (CaM). Esta proteína 
ancla el dominio oxigenasa al reductasa, el cual contiene los sitios de unión del 
flavín-mononucleótido (FMN), del flavín-adenín-dinucleótido (FAD) y del NADPH 
(Alderton et al., 2001; Bruckdorfer, 2005). Tanto la NOS1 como la NOS3 contienen 
un inserto en medio de la zona de unión a FMN que sirve de región autoinhibitoria, 
desestabilizando la unión de CaM a bajas concentraciones de Ca2+ y, como conse-
cuencia, inhibiendo la transferencia de electrones desde el FMN al grupo hemo 
(Nishida y de Montellano, 2001). Por el contrario, los monómeros de NOS2 unen la 
calmodulina incluso a niveles muy bajos de Ca2+ intracelular (Cho et al., 1992). Pues-
to que los cofactores que necesita la NOS2 se encuentran con abundancia en la ma-
yoría de las células, una vez que se sintetiza la enzima se encuentra como un dímero 
catalíticamente activo (Yun et al., 1996). 
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La NOS1 contiene además un dominio PDZ (Fig. 4) que participa en la for-
mación de los dímeros, además de interaccionar con diversas proteínas en regiones 
específicas de la célula (Kone et al., 2003). Las proteínas que contienen los dominios 
PDZ se localizan típicamente en contactos célula a célula especializados y, usual-
mente, anclados a componentes de diversas vías de transducción de señales, for-
mando complejos ternarios. Las interacciones del dominio PDZ con la NOS1 influ-
yen en la actividad y/o en la distribución subcelular de la proteína (Kone, 2000). 
Entre las proteínas a las que puede anclarse por su dominio PDZ en las neuronas, se 
encuentra la proteína de densidad post-sináptica que contiene el dominio PDZ-95 
(PSD-95)10. La proteína PSD-95 se une al NMDAR de Glu; cuando este receptor se 
activa, el flujo de Ca2+ que entra en la célula a través de él activa específicamente la 
NOS1 (Jaffrey et al., 1998). Otra proteína a la que la NOS1 se puede unir es el ligan-
do PDZ COOH-terminal de la NOS1 (CAPON)11. Esta proteína, además de poder 
unirse a otras proteínas, se ancla a la NOS1 y la libera de su unión a PSD-95, regu-
lando de esta forma la producción de NO (Jaffrey et al., 1998). 

La NOS3 tiene una zona de miristoilación y otra de palmitoilación (Fig. 4). 
La proteína es miristoilada co-traduccionalmente y de manera irreversible, mientras 
que la palmitoilación tiene lugar post-traduccional y reversiblemente (Robinson y 
Michel, 1995). Esta doble acilación es requerida para su localización en la membrana 
celular (Robinson y Michel, 1995). 

 

 

 

                                                 
10 Del inglés PDZ-containing post-synaptic density protein-95. 
11 Del inglés COOH-terminal PDZ ligand of NOS1. 
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NOS1 

Esta enzima se ha localizado en el sistema nervioso central y en el periférico, 
la musculatura lisa, esquelética y cardiaca, la mácula densa en el riñón, los testículos, 
la próstata, la uretra y el pene (Guix et al., 2005; Zhou y Zhu, 2009). En el encéfalo, 
la NOS1 se ha localizado tanto en neuronas en desarrollo como maduras, en astroci-
tos y en la capa adventicia de algunos vasos cerebrales (Nozaki et al., 1993; Bredt y 
Snyder, 1994; Arbonés et al., 1996; Weruaga et al., 2001, 2002). 

El gen de la NOS1 es el más complejo de los descritos en humanos, tanto en 
su estructura como en la regulación de su expresión (para una revisión, Wang et al., 
1999). El análisis de la secuencia de ADN ha revelado que su transcripción puede 
ser regulada por gran cantidad de elementos, entre ellos la proteína de unión al ele-
mento de respuesta al adenosín monofosfato cíclico (AMPc) o proteína CREB12 
(Sasaki et al., 2000). Otro mecanismo general que regula la expresión del gen es el 

sexo, puesto que hormonas como el 17-estradiol incrementan la cantidad de NOS1 
en las neuronas en los humanos (Lee et al., 2003). 

En el ratón se han descrito seis variantes principales de la NOS1 (Fig. 5). La 

primera que se clonó se denomina NOS1 y es la responsable de la mayor parte de 
la actividad de la NOS1 en el sistema nervioso (Bredt et al., 1991). Además, la 

NOS1 puede tener un procesamiento alternativo de su ARNm que dirige la pro-
teína hacia la mitocondria, y por eso se le ha denominado NOS mitocondrial o 
NOSmt (Elfering et al., 2002). Esta isoforma se ha encontrado en una amplia varie-
dad de tejidos, entre ellos también el sistema nervioso. No se conoce su función 
exacta, pero se cree que podría estar implicada en la regulación del consumo de O2 
inhibiendo la función de la citocromo c oxidasa (Elfering et al., 2002). Asimismo, 
existen otras cuatro NOS1 generadas por un procesamiento alternativo que se de-

nominan NOS1, NOS1, NOS1 y NOS1-2, y se han localizado en distintas célu-
las y tejidos (para una revisión, ver Alderton et al., 2001; Fig. 5). Sin embargo, se sa-
be muy poco acerca de los mecanismos que determinan los procesamientos alterna-
tivos y los eventos en los que están implicadas estas cuatro últimas isoformas de la 
NOS1 (Alderton et al., 2001).  
                                                 
12 Del inglés cyclic-AMP-response-element-binding. 

Figura 4. Estructura general de los monómeros de las tres isoformas principales de la enzima sintasa del óxido 
nítrico (NOS), con las zonas de unión de los diferentes cofactores: la calmodulina (CaM), el flavín-adenín-
dinucleótido (FAD), el flavín-mononucleótido (FMN), el grupo hemo, el nicotinamida adenín-dinucleótido fosfato 
reducido (NADPH) y la tetrahidrobiopterina (BH4). La NOS tiene un dominio reductasa y otro oxigenasa, por el que, 
además, se produce la dimerización, que es una condición imprescindible para su activación. La NOS1 posee una 
longitud de 1433 aminoácidos, la NOS2 tiene 1203 y la NOS3 1153. Además de las zonas de unión de los diferen-
tes cofactores, la NOS1 contiene un dominio PDZ, mientras que la NOS3 tiene una zona de miristoilación y otra de 
palmitoilación (modificado de Bruckdorfer, 2005). 
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Se ha comprobado que tanto la NOS1 como la NOS1carecen de la zona 
PDZ, por lo que no pueden anclarse a las membranas sinápticas Alderton et al., 

2001). En el cerebro del ratón se ha detectado NOS1, mientras que la NOS1se 
ha localizado en los testículos, pero no se conoce la función exacta de dichas iso-

formas (Alderton et al., 2001). La NOS1 tiene un inserto entre los dominios de 
unión a FMN, y no se encuentra en el cerebro sino que se expresa selectivamente en 
el corazón, en el músculo esquelético, en la uretra y en el pene (Alderton et al., 
2001). La NOS1-2 tiene una deleción de 105 aminoácidos entre los residuos 504-
608 (Alderton et al., 2001). Esta deleción se encuentra en una zona altamente con-
servada que es fundamental para la unión de la L-arginina, por lo que se cree que es 
catalíticamente inactiva y podría funcionar como un regulador negativo de la activi-
dad de la NOS1 (Alderton et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los ratones knock-out para la NOS1 (KO) tienen deficiencias en el recambio 
de serotonina y en la función de los receptores 5-HT1Ay 5-HT1B en las zonas cere-
brales que regulan las emociones (Chiavegatto et al., 2001). También muestran un 
comportamiento sexual alterado, puesto que se aparean con las hembras indepen-
dientemente del ciclo estral. Además, cuando los machos están juntos en una jaula 
se pelean constantemente y no responden a las posturas de sumisión por parte de 
ratones silvestres ni muestran ellos mismos las posturas de sumisión en respuesta al 
ataque por otros ratones (Nelson et al., 1995). Se cree que estos comportamientos 
son una consecuencia de la pérdida de la NOS1, puesto que los ratones KO no 
muestran anormalidades aparentes en la estructura cerebral (Huang et al., 1993), y 
tienen una plasticidad sináptica normal en el hipocampo y el cerebelo (O’Dell et al., 

Figura 5. Estructura general de los monómeros de las principales variantes de la enzima sintasa del óxido nítrico 1 
(NOS1), con las zonas de unión de los diferentes cofactores. Las 5 variantes están señaladas con diferentes colores. 
Morado: NOS1, contiene los aminoácidos 1-1433. Verde: NOS1, la enzima abarca los aminoácidos 236-1433. 
Gris: NOS1, comprende los aminoácidos 336-1433. Rojo: NOS1-2, comprende los aminoácidos 1-1433, con una 
deleción entre los aminoácidos 504-608. Azul: NOS1, contiene los aminoácidos 1-1433, con un inserto en el ami-
noácido 839 de 34 aminoácidos. BH4: tetrahidrobiopterina; CaM: calmodulina; FAD: flavín-adenín-dinucleótido; FMN: 
flavín-mononucleótido; NADPH: nicotinamida adenín-dinucleótido fosfato reducido (modificado de Alderton et al., 
2001.) 
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1994; Linden et al., 1995). Además, las concentraciones de testosterona en el plasma 
sanguíneo, que podrían contribuir tanto en la agresión como en el comportamiento 
sexual, no difieren entre los animales KO y los silvestres (Nelson et al., 1995). 

NOS2 

Los estudios sobre la NOS2 indican que se expresa fundamentalmente en cé-
lulas inmunes y gliales (Galea et al., 1992). También se ha localizado en el hígado, el 
músculo liso de los vasos sanguíneos y en los riñones (Guix et al., 2005). Aunque la 
regulación transcripcional de esta enzima sea principalmente por estímulos inflama-
torios, en el cerebro también se induce su expresión tras un trauma o daño. Asi-
mismo, en el SNC se expresa en varias patologías como enfermedades desmielini-
zantes, isquemia cerebral, demencia asociada al síndrome de inmunodeficiencia ad-
quirida (SIDA) y en la enfermedad de Alzheimer (Heneka y Feinstein, 2001).  

En células epiteliales y en macrófagos alveolares de humano se han identifi-
cado tres isoformas de la NOS2, debidas a un procesamiento alternativo del ARNm. 
Estas proteínas tienen deleciones en el dominio de unión al grupo hemo o en la re-
gión de anclaje de la FMN, pero se desconoce su función fisiológica (Alderton et al., 
2001). 

La región promotora de la NOS2 contiene sitios de unión para gran cantidad 
de factores de transcripción. Entre los factores más importantes se encuentran 

CREB, heterodímeros de Fos y Jun y el factor nuclear  (NF), y otras proteínas 
que pertenecen a la vía de señalización del AMPc (Eberhardt et al., 1996; Marks-
Konczalik et al., 1998; Hecker et al., 1999). Además, dependiendo del tipo celular, su 
expresión puede ser potenciada por la tirosina cinasa, por proteínas cinasas C, o ser 
inhibida por tirosina fosfatasas (Jeohn et al., 2002; Lahti et al., 2002).  

Los animales knock-out para la NOS2 no muestran grandes diferencias fenotí-
picas con los ratones silvestres. No obstante, se ha comprobado que tienen una vas-
cularización menor en la retina tras un daño experimental, cuando se compara con 
animales de genotipo silvestre (Ando et al., 2002). 

NOS3 

La NOS3 se expresa fundamentalmente en los endotelios (Marsden et al., 
1993). Además, se ha encontrado en neuronas de la médula espinal, astrocitos, célu-
las de la médula ósea, osteoblastos, osteoclastos, músculo cardiaco, hepatocitos y 
células intestinales (Guix et al., 2005). Al igual que ocurre con las otras isoformas de 
la NOS, se han encontrado tres variantes de la NOS3 que son proteínas truncadas. 
Estas isoformas pueden dimerizar con la proteína NOS3 completa, regulándola ne-
gativamente (Lorenz et al., 2007). 
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Varios estudios han mostrado que estímulos diversos, como el estrés por ro-

zamiento en el endotelio o la acción de la hormona 17-estradiol, producen una 
fosforilación de esta enzima, potenciando su unión a la CaM e incrementando su 
actividad hasta 3 veces (Marsden et al., 1993; Chen et al., 1999; Dimmeler et al., 1999; 

Wu, 2002). Además, algunos compuestos como el factor de necrosis tumoral  

(TNF regulan su expresión a la baja (Nishida et al., 1992). 

Los animales knock-out para la NOS3 tienen una gran mortalidad embrionaria 
y, además, los fetos muestran un retraso en el desarrollo y numerosas anormalidades 
del sistema cardiovascular y del respiratorio (Han et al., 2004). 

Acciones del óxido nítrico en el sistema nervioso 

El NO in vivo tiene una vida media de 0,01 - 0,1 s, que es muy corta en com-
paración con la de los neurotransmisores tradicionales (para una revisión, Thomas et 
al., 2008). El NO pertenece a la clase de los óxidos de nitrógeno, y es un radical libre 
debido a su electrón desapareado. Una vez que se forma, el NO no permanece en 
este estado por mucho tiempo, dado que es rápidamente oxidado, reducido o 
acomplejado a diversas biomoléculas. El resultado final depende críticamente del 
microambiente local en el que se genera el NO (Yun et al., 1996). 

El NO puede reaccionar con O2, CO2, H2O2, ión superóxido y metales de 
transición (Stamler et al., 1992; Koppenol, 1998). La mayoría de estas reacciones 
producen especies reactivas de nitrógeno, que aumentan la reactividad biológica del 
NO. A concentraciones moderadas, tanto las especies reactivas de nitrógeno como 
las de oxígeno mantienen una homeostasis, pero cuando hay un exceso de alguna de 
ellas se producen daños celulares (Dröge, 2002). Así, por ejemplo, los peroxinitritos, 
resultantes de la reacción del NO con los iones superóxido, son radicales oxidativos 
altamente nocivos y producen oxidaciones muy fuertes, S-nitrosilación, y nitración 
(Squadrito y Prior, 1998; Dröge, 2002). Todos estos radicales se han implicado en 
procesos de envejecimiento y en las patologías neurodegenerativas asociadas a ellos 
(Gautier-Sauvigné et al., 2005).  

En los fluidos biológicos el NO reacciona con O2 y H2O formando nitritos 
(NO2-) y nitratos (NO3-). Asimismo, se pueden formar otros productos intermedios 
como peroxinitritos, y radicales nitrito e hidroxilo (Beckman y Koppenol, 1996). 
Además, el NO puede ser transferido de un nitrosotiol a otro en un proceso llama-
do transnitrosación (Bruckdorfer, 2005). Los nitrosotioles existen de manera normal 
en el plasma sanguíneo, principalmente en la albúmina, de modo que la S-
nitrosoalbúmina puede funcionar como reservorio de NO.  

En el sistema nervioso, el NO se produce en una gran cantidad de tipos celu-
lares, como en las células endoteliales de los vasos sanguíneos y en las neuronas del 
                                                 
13 Del inglés tumoral necrosis factor  
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plexo mientérico del sistema nervioso periférico, entre otros (Kone et al., 2003; Guix 
et al., 2005). Además, en el SNC es producido tanto por neuronas como por glía. En 
el SNC, el NO participa en distintos procesos, como en el desarrollo embrionario, 
en la neurotoxicidad asociada a diversos procesos neurodegenerativos y en la trans-
misión sináptica (Yun et al., 1996; Bruckdorfer, 2005; Guix et al., 2005).  

Reacción del óxido nítrico con proteínas 

Las acciones biológicas más significativas del NO se deben a su unión a me-
tales de transición (Yun et al., 1996). El NO se une con el hierro presente en los 
grupos hemo de gran cantidad de proteínas, regulando su actividad. Se ha compro-
bado que puede activar a la enzima ciclo-oxigenasa uniéndose a su grupo hemo y 
aumentando así el nivel de prostaglandinas (Salvemini et al., 1993). También se ha 
comprobado que puede inhibir a diversas enzimas que emplean el grupo hemo para 
realizar su función, como la propia NOS, regulando de esta manera su producción 
(Assreuy et al., 1993; Rengasamy y Johns, 1993). Otras proteínas diana que contienen 
el grupo hemo son la catalasa, la citocromo c oxidasa, la hemoglobina y la peroxida-
sa, además de la GCs, su principal diana biológica (Ignarro, 1991). 

El NO se une al motivo hemo de la GCs de forma reversible e induce un 
cambio conformacional que activa la enzima, incrementando los niveles de GMPc 
(Yun et al., 1996; Bruckdorfer, 2005). La actividad basal de la GCs puede incremen-
tarse más de 200 veces por la unión de NO, aunque este complejo NO-GCs tiene 
una vida media de tan solo 0,2 s (Bruckdorfer, 2005).  

A pesar de que se le denomine como “soluble”, se ha demostrado que la 
GCs también puede unirse a la proteína PSD-95, por lo que también está asociada a 
la membrana sináptica en el encéfalo (Russwurm et al., 2001). Además, la PSD-95 
puede unirse a los NMDAR y a la NOS1. Esto permite que la entrada de Ca2+ me-
diante el NMDAR active la NOS1, y el NO producido interaccione rápidamente 
con su principal diana fisiológica, la GCs (Christopherson et al., 1999; Russwurm et 
al., 2001). Por otro lado, también se ha visto que la GCs puede localizarse presináp-
ticamente, mientras que la NOS1 está situada post-sinápticamente, por lo que el NO 
actuaría como un neurotransmisor retrógrado (Burette et al., 2002). Además, la 
NOS1 puede localizarse en prolongaciones muy próximas a otras sinapsis, pudiendo 
modular tanto la liberación de neurotransmisor por parte del terminal presináptico 
como la respuesta de la célula post-sináptica (Kiss y Vizi, 2001; West et al., 2002). 

El GMPc es un segundo mensajero que activa diversas proteínas cinasas de-
pendientes de él (PKG), facilitando la fosforilación de diversas proteínas y disminu-
yendo las concentraciones del Ca2+ intracelular por medio de diversos mecanismos 
(Murad, 1994). El GMPc también modula la actividad de ciertas fosfodiesterasas de 
nucleótidos cíclicos (PDE), como la fosfodiesterasa del AMPc (Lincoln, 1989; Guix 
et al., 2005). Además, puede unirse directamente a canales iónicos y activarlos (Lin-
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coln, 1989). Por lo tanto, la interacción del NO con la GCs puede influir en gran 
cantidad de procesos intracelulares. 

Otras proteínas diana del NO incluyen a aquéllas que tienen residuos de cis-
teína y tirosina, sobre las que actúa por medio de nitrosilación (Yun et al., 1996). Es-
ta reacción puede inducir un cambio en la función de la proteína (Martínez-Ruiz y 
Lamas, 2004). Así, por ejemplo, se ha sugerido que el NO puede modular los 
NMDAR de Glu mediante su nitrosilación y disminuir su actividad (Lipton et al., 
1993). 

Desarrollo del sistema nervioso 

Se ha postulado que el NO tiene un papel clave en la morfogénesis y plastici-
dad sináptica del sistema nervioso (Edelman y Gally, 1992). La NOS1 se expresa de 
forma transitoria en determinadas neuronas durante el desarrollo embrionario, co-
mo en la placa cortical, y en los ganglios sensoriales (Bredt y Sneyder, 1994). Ade-
más, se cree que es necesario para la maduración de las motoneuronas de la médula 
espinal (Kalb y Agostini, 1993). Asimismo, se ha comprobado que la formación de 
las columnas de dominancia ocular en el córtex visual depende del NO (Williams et 
al., 1994). El NO también es importante en el sistema olfatorio (Roskams et al., 
1994). Las neuronas en desarrollo del epitelio olfatorio, durante la migración y el 
establecimiento de las sinapsis primarias en el bulbo olfatorio, contienen NOS1 
(Bredt y Sneyder, 1994). Además, la expresión de NOS1 se induce rápidamente en la 
regeneración de las neuronas receptoras olfatorias tras una bulbectomía (Roskams et 
al., 1994) o tras desinervación olfatoria periférica (Weruaga et al., 2000). Estos datos 
indican que el NO tiene un papel importante en el establecimiento de las conexiones 
de las neuronas en diversas zonas encefálicas (Roskams et al., 1994; Weruaga et al., 
2000). 

Proliferación, migración, diferenciación y apoptosis en el adulto 

En el SNC de los mamíferos adultos hay dos zonas principales de formación 
de nuevas neuronas: la zona subgranular del giro dentado del hipocampo y la zona 
subventricular. El proceso de neurogénesis implica la proliferación de los precurso-
res, la migración de los mismos, su diferenciación e integración y su supervivencia 
(para una revisión, ver Cárdenas et al., 2005; Taupin 2006). Diversos estudios han 
demostrado que el NO está implicado en el proceso de formación de nuevas neuro-
nas, aunque las respuestas al gas dependen del ambiente celular y de la cantidad de 
NO presente (Cárdenas et al., 2005).  

Aunque hay estudios contradictorios, se ha visto que, en general, el NO a 
concentraciones relativamente bajas tiende a favorecer la proliferación y a producir 
respuestas anti-apoptóticas, mientras que niveles elevados de NO inducen senescen-
cia o apoptosis celular (Thomas et al., 2008). Además, los datos sugieren que los 
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efectos del NO en la proliferación dependen de la zona estudiada: mientras que en 
la corriente migratoria rostral el NO inhibe la proliferación, en el giro dentado del 
hipocampo el NO tiene el efecto contrario (Cárdenas et al., 2005; Hua et al., 2008; 
Zhou y Zhu, 2009).  

Otras de las funciones en las que está implicado el NO son la migración y la 
diferenciación celular. Se ha comprobado su intervención en la migración de los 
neuroblastos que se originan en la zona subventricular a través de la corriente migra-
toria rostral, probablemente por un mecanismo dependiente de la GCs (Gutiérrez-
Mecinas et al., 2007). Además, el NO puede desencadenar modificaciones en las cé-
lulas impidiendo que continúen proliferando y favoreciendo la diferenciación celular 
(Peunova y Enikolopov, 1995). Esta acción del NO no parece ser dependiente de la 
activación de la GCs, si no que está mediada por la vía de señalización de las proteí-
nas Ras o por su interacción con diversos factores de trascripción (González-
Zulueta et al., 2000; Ignarro et al., 2002; Vossen y Erard, 2002).  

El NO tiene un papel controvertido en la apoptosis celular, como se ha seña-
lado previamente, aunque los estudios más recientes tienden a asignarle un papel 
anti-apoptótico en condiciones fisiológicas (Guix et al., 2005). Los principales efec-
tos anti-apoptóticos han sido atribuidos a la nitrosilación de diversas proteínas, co-
mo las caspasas 1, 3 y 9, inhibiendo su actividad (Kim et al., 1998; Mannick et al., 
1999) y activando la expresión de proteínas protectoras, como la HSP90 (Hao et al., 
1999). En condiciones fisiopatológicas, los efectos pro-apoptóticos del NO depen-
den del tipo celular, la concentración de NO y la coexistencia de otros agentes noci-
vos (Guix et al., 2005). La inducción de la apoptosis por el NO se debe fundamen-
talmente a la formación de peroxinitritos, que producen daños en diversos sistemas 
celulares, como las mitocondrias y el ADN celular. Además, el NO también puede 
activar proteínas cinasas relacionadas con el daño debido al estrés oxidativo. Final-
mente, estos procesos activan la vía de las proteínas caspasas, induciendo la apopto-
sis (Guix et al., 2005). 

Neurotoxicidad 

El NO se ha relacionado con el desarrollo de diversas enfermedades neuro-
degenerativas, entre ellas los daños neurológicos asociados a la apoplejía, la esclero-
sis múltiple, las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, y en la patogénesis de la 
demencia asociada al SIDA (Bo et al., 1994; Yun et al., 1996; Dawson y Dawson, 
1998; Aliev et al., 2009). 

La acción neurotóxica más estudiada implica un exceso de Glu que, actuando 
por medio de los NMDAR, promueve la muerte celular (Edelman y Gally, 1992; 
Dawson, 1995; Bolaños et al., 1997). En condiciones normales, el Glu activa los 
NMDAR, lo que produce un incremento de las concentraciones de Ca2+ intracelula-
res, activando la enzima NOS1 y la formación de NO (Hirsch et al., 1993; Montague 



 

 57

et al., 1994). Una vez formado, el NO difunde rápidamente a los terminales adyacen-
tes, influyendo en la liberación de otros neurotransmisores (Pögün et al., 1994a,b; 
Hawkins et al., 1998; Feldman y Weidenfeld, 2004; Guix et al., 2005). Sin embargo, 
cuando el NO se encuentra en grandes concentraciones puede iniciar una cascada 
neurotóxica (Edelman y Gally, 1992; Dawson, 1995; Bolaños et al., 1997). Además, 
la formación de peroxinitritos y otros radicales altamente reactivos y destructivos 
están implicados en la neurotoxicidad mediada por el NO (para una revisión, ver 
Forder y Tymianski, 2009; Roberts et al., 2009).  

Relación con otros neurotransmisores 

El NO es un neurotransmisor y/o neuromodulador en el SNC que actúa 
fundamentalmente a través de mecanismos dependientes de GMPc, aunque también 
puede actuar mediante la S-nitrosilación de proteínas (Bredt y Snyder, 1994; Meffert 
et al., 1996). Se ha comprobado que el NO inhibe la recaptación de DA, Glu y sero-
tonina (Pögün et al., 1994a,b). El NO también influye en la liberación de neuro-
transmisores, presumiblemente a través de la activación de PKGs. Esto produce un 
aumento de la fosforilación de diversas proteínas de las vesículas sinápticas asocia-
das con la liberación de dichos neurotransmisores (Yun et al., 1996). Como hemos 
mencionado previamente, la participación del NO en la liberación de neurotransmi-
sores mediada por el NMDAR ha sido estudiada desde la década de los 90 (Hirsch et 
al., 1993; Montague et al., 1994). Este mecanismo retrógrado es de gran importancia 
en los procesos de aprendizaje y memoria, como la LTP y la LTD (Nowicky y 
Bindman, 1993; Calabresi et al., 1999, 2007; Centonze et al., 2003b). Además, el efec-
to del NO en la liberación de Glu parece depender del nivel de NO: cuando la con-
centración es baja, se produce un descenso en la liberación de Glu aunque los nive-
les de GMPc sean elevados, en tanto que cuando el NO incrementa, la liberación de 
Glu también lo hace (Sequeira et al., 1997).  

El NO también influye en la liberación de otros neurotransmisores como el 
GABA, la ACh, la serotonina y la noradrenalina, entre otros (Guix et al., 2005). Al 
igual que ocurre en el caso del Glu, el efecto del NO sobre la liberación de GABA 
es bifásico, dependiendo de la concentración de NO: niveles basales de NO inhiben 
la liberación de GABA, mientras que cantidades elevadas potencian su expulsión de 
la neurona (Getting et al., 1996). Además, se ha propuesto que el NO modularía la 
liberación de DA en el ES (Zhu and Luo, 1992; Guevara-Guzman et al., 1994). En 
el CP y en el NA, la transmisión colinérgica también está modulada por el NO 
(Prast et al., 1998; Buchholzer y Klein, 2002). Esta liberación de ACh no se produce 
directamente por el NO, sino por la estimulación que produce éste sobre los termi-
nales glutamatérgicos vecinos.  

Asimismo, la liberación de serotonina también está influenciada por la for-
mación de NO y por la activación del NMDAR en el ES (Trabace et al., 2004). En el 
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hipocampo se ha visto que esta liberación también es bifásica: a baja concentración 
de NO disminuye la liberación de serotonina, mientras que una gran producción de 
NO induce la secreción de la misma (Kaehler et al., 1999). Además, el NO también 
puede regular la liberación de noradrenalina por medio de los NMDAR (Feldman y 
Weidenfeld, 2004).  

Comportamiento 

El NO está relacionado con la modulación de una amplia variedad de com-
portamientos. Se ha visto que el NO está implicado en la nocicepción (Moore et al., 
1991), el aprendizaje y la memoria (Yamada et al., 1995), los cambios entre las fases 
del ritmo circadiano (Ding et al., 1994) y del sueño (Gautier-Sauvigné et al., 2005). 
También se ha comprobado que puede regular la ingesta de bebida y comida (Cala-
pai et al., 1992; Squadrito, et al., 1994), la agresión y el comportamiento sexual (Nel-
son et al., 1995), además de influir en la ansiedad y el estrés (Yildiz et al., 2000; Esch 
et al., 2002). 

También, se ha comprobado que el NO está involucrado en diversos aspec-
tos de la adicción a drogas como la nicotina (Pögün et al., 2000; Yilmaz et al., 2000; 
Weruaga et al., 2002; Sahraei et al., 2004), el alcohol (Rezvani et al., 1995), la cafeína 
(Kayir y Uzbay, 2004), la cocaína (Pudiak y Bozarth, 1993), las anfetaminas (Itzhak et 
al., 2004), la morfina (Pryor et al., 2005) y los cannabinoides (Azad et al., 2001).  

Adicción a nicotina  

Diversos estudios han demostrado que existe una relación entre la adminis-
tración de nicotina y la liberación de NO. Este fenómeno se ha comprobado tanto 
en el sistema vascular, como en el músculo esquelético y los sistemas gastrointestinal 
y reproductor (Pögün et al., 2000). Asimismo, en la rata se ha comprobado que el 
sistema nitrérgico está implicado en el desarrollo de ciertos comportamientos indu-
cidos por un tratamiento con nicotina, como la producción de temblores en la cola 
o la potenciación de la actividad locomotora (Suemaru et al., 1997; Shim et al., 2002). 
Es más, dicho incremento de la actividad locomotora parece estar mediado por las 
isoformas constitutivas de la NOS, mientras que la inducible no tiene prácticamente 
ningún efecto (Shim et al., 2002). 

En el SNC, se ha comprobado que el NO inhibe la recaptación de DA, ade-
más de facilitar su liberación, incrementando de esta forma su concentración en el 
espacio post-sináptico, lo que se considera básico en el mecanismo de acción de 
muchas drogas adictivas (London et al., 1996).  

En el encéfalo de la rata se ha demostrado que los tratamientos agudos y 
crónicos con nicotina incrementan la cantidad de metabolitos estables del NO 
(NO3- y NO2-) en la corteza, el cerebelo, el CP, el hipocampo y el NA. Esta varia-
ción en la producción de NO es dependiente de la duración del tratamiento, la re-
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gión estudiada y sexo del animal (Pögün et al., 2000; Weruaga et al., 2002). Además, 
se ha demostrado que la inhibición de la NOS1 evita los efectos de la nicotina en 
todas las regiones cerebrales, por lo que se ha sugerido que la nicotina potencia la 
liberación de NO por medio de esta isoforma de la NOS (Pögün et al., 2000). Asi-
mismo, se ha propuesto que la NOS1 podría no ser la única isoforma de la NOS 
implicada en adicción, puesto que no se ha visto un incremento en el número de 
células que contienen dicha enzima en diversas áreas cerebrales relacionadas con la 
adicción como son el córtex, el CP y el NA (Weruaga et al., 2002). Por otro lado, en 
la rata la liberación de NO parece ser dependiente de la estimulación de los 
NMDAR en función de la zona encefálica: en el córtex y el hipocampo el efecto de 
la nicotina está relacionado con el sistema glutamatérgico, mientras que parece ser 
independiente de él en el CP (Pögün et al., 2000). 

A pesar de las evidencias de la relación entre la administración de nicotina y 
la producción de NO en el encéfalo de la rata, hay pocos trabajos que estudien dicha 
conexión en las áreas cerebrales implicadas en la adicción a nicotina en el ratón, la 
especie de experimentación con más modelos genéticos. 

Estrés 

El efecto de los factores psicosociales y ambientales en el bienestar físico o 
mental se denomina estrés (Esch et al., 2002). Por lo tanto, el estrés es producido 
por un estímulo que induce cambios fisiológicos, psicológicos y comportamentales 
(Esch et al., 2002). El estímulo produce una respuesta compleja y coordinada de los 
sistemas nervioso, endocrino e inmune, que está encaminada a que el organismo 
pueda adaptarse a la situación (Tsigos y Chrousos, 2002). 

Además de la liberación de adrenalina y noradrenalina por mediación del sis-
tema nervioso simpático, en la respuesta al estrés es fundamental la activación de las 
estructuras que forman el eje hipotalámico-hipofisario-adrenal (Esch et al., 2002; De 
Biasi y Dani, 2003; Smith y Vale, 2006). El estrés estimula la liberación del factor 
liberador de corticotropina (CRF)14 a la sangre desde el núcleo paraventricular del 
hipotálamo. A su vez, el CRF actúa sobre la hipófisis, induciendo la liberación de la 
hormona adrenocorticotropa (ACTH). La principal diana de la ACTH es la corteza 
adrenal, donde estimula la síntesis y la secreción de glucocorticoides (para una revi-
sión, ver Smith y Vale, 2006). Éstos pueden regular los cambios fisiológicos a través 
de los receptores intracelulares distribuidos ubicuamente en el organismo, además 
de regular negativamente la activación del eje hipotalámico-hipofisario-adrenal 
(Smith y Vale, 2006). Los glucocorticoides tienden a producir un efecto encaminado 
a la adaptación del organismo al estímulo que produce el estrés, pero una activación 
inadecuada o excesiva de dicho eje puede contribuir al desarrollo de diversas patolo-
gías. Entre estas patologías se encuentran enfermedades inmunes –infecciones, in-

                                                 
14Del inglés corticotropin-releasing factor 
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flamación y procesos autoinmunes–; enfermedades cardiovasculares –hipertensión, 
aterosclerosis, alteraciones de las arterias coronarias, infarto de miocardio–; enfer-
medades neurodegenerativas –enfermedad de Alzheimer-; y desórdenes mentales –
ansiedad, depresión– (para una revisión, ver Esch et al., 2002). 

La enzima NOS1 se ha localizado entre otras áreas, en el hipotálamo, la hipó-
fisis y la glándula adrenal (López-Figueroa et al., 1998a). Diversos estudios han de-
mostrado que el NO está implicado en la regulación del eje hipotalámico-
hipofisario-adrenal: el NO puede modular la liberación de la ACTH y la corticoste-
rona, secretadas como respuesta al estrés. Además, la expresión y la actividad de la 
NOS1 disminuye después de la activación del eje debido probablemente a los gluco-
corticoides, como un mecanismo de retroalimentación negativa; sin embargo, no se 
conoce exactamente su forma de actuación (para una revisión, López-Figueroa et al., 
1998a).  

El estrés es un factor importante en el uso de las drogas adictivas (De Biasi y 
Dani, 2003). Se ha comprobado que el estrés incrementa la motivación para el uso 
de la droga y la vulnerabilidad hacia ella (Goeders, 2002). Además, durante la fase de 
la adquisición de la dependencia, el estrés incrementa la sensibilidad a la droga, ha-
ciendo que el individuo sea más susceptible a la recompensa producida por la droga 
(De Biasi y Dani, 2003). De hecho, se ha comprobado que el estrés induce un in-
cremento de DA extracelular in vivo, y que este es más pronunciado en el NA que en 
CP (Finlay y Zigmond, 1997). Es más, se ha comprobado que en ambas regiones del 
ES existen receptores de corticosteroides, por lo que el estrés podría estar modifi-
cando la función del ES actuando a través de ellos (Ahima y Harlan 1990). Además, 
se ha comprobado que existe una diferencia regional en las alteraciones provocadas 
en distintos experimentos de estrés en el CP. En dichos experimentos, la zona dor-
sal del CP es la más afectada, aumentando tanto la expresión de c-fos después de una 
inyección con solución salina como la apoptosis con una inyección de dexametaso-
na. (Mitchell et al., 1999) 

En la rata, se ha comprobado que la nicotina estimula la liberación de la 
ACTH y de la corticosterona, que es revertida mediante la inhibición de la produc-
ción de NO (Gadek-Michalska y Bugajski, 2004). Asimismo, el estrés producido por 
inyecciones crónicas con solución salina altera la expresión de NOS1 y la cantidad 
de NO producida. Esta variación también depende de la zona estudiada y, además, 
muestra un dimorfismo sexual, siendo más pronunciada en hembras que en machos 
(Weruaga et al., 2002).  

Dimorfismo sexual 
Se ha demostrado que entre el cerebro de los machos y el de las hembras de 

una amplia variedad de vertebrados, incluidos los humanos, existen diferencias cuali-
tativas y cuantitativas en la bioquímica, la estructura y la función, lo que produce 
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diferencias en el comportamiento (De Vries y Boyle, 1998). Las diferencias sexuales 
en el cerebro y en el comportamiento son la consecuencia de las interacciones recí-
procas entre los genes, las hormonas sexuales, los efectos de las hormonas en el ce-
rebro, el aprendizaje, el ambiente social y otras influencias ambientales (Pögün, 
2001).  

A lo largo de toda la vida del animal las hormonas gonadales tienen un papel 
fundamental en el establecimiento de las diferencias sexuales en diversas estructuras 
cerebrales y en algunos comportamientos no implicados directamente en la repro-
ducción, como las adicciones a drogas (De Vries y Boyle, 1998; Pögün, 2001). En 
los humanos, la adicción al tabaco muestra diferencias entre sexos: aunque se cree 
que las mujeres tienden a fumar tabaco con menos nicotina e inhalan menos humo 
que los hombres, tienen mayor dificultad en abandonar el hábito tabáquico (Perkins 
et al., 1999). Los índices bioquímicos de la adicción, como los metabolitos de la ni-
cotina en sangre y saliva y el CO expirado, también son menores en las mujeres que 
en los hombres. Además, aunque las mujeres fumen menos, muestran unos sínto-
mas de abstinencia más severos que los hombres, lo que les hace más difícil dejar de 
fumar (Perkins et al., 1999). 

Se ha observado que, debido a los estrógenos y la progesterona, las ratas 
hembras son más sensibles que los machos a los efectos tóxicos y de refuerzo de las 
drogas psicoestimulantes, como la nicotina y la cocaína, que incrementan los niveles 
de DA en el espacio sináptico (Morishima et al., 1993; Becker, 1999). Es más, se ha 
demostrado que dichas hormonas ováricas modulan la concentración de DA extra-
celular en el CP y el NA influyendo de esta forma en los efectos de la droga (Moris-
hima et al., 1993; Xiao y Becker, 1994; Becker, 1999). En el caso de la nicotina, tam-
bién se ha comprobado que su administración incrementa tanto la cantidad de nA-
ChR como la liberación de NO, en una pauta sexualmente dimórfica y dependiente 
de la zona encefálica (Koylu et al., 1997; Pögün et al., 2000; Weruaga et al., 2002). 

Diversos estudios han mostrado que en los mamíferos tanto el estrógeno y la 
progesterona como los andrógenos influyen directamente en la expresión de la en-
zima NOS1 (Para una revisión, Panzica et al., 2006). Asimismo, se ha comprobado 
que la expresión de NOS3 puede regularse por los estrógenos (Chen et al., 1999; 
Dimmeler et al., 1999; Wu, 2002). Por otro lado, la influencia de las hormonas se-
xuales en el sistema nitrérgico no es igual en todo el SNC, sino que es específica de 
cada región encefálica (Panzica et al., 2006). En estudios sobre la influencia de la 
nicotina en la liberación de NO se ha comprobado que también existe un dimorfis-
mo sexual en la producción de esta molécula en respuesta a un tratamiento con ni-
cotina. Además, esta variación también depende de la zona encefálica de la que se 
trata (Pögün et al., 2000; Weruaga et al., 2002). 

Por todo ello, es primordial considerar la influencia de las hormonas sexuales 
en la respuesta a la nicotina. Es más, el estudio de la influencia del sexo en los diver-
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sos sistemas de neurotransmisores implicados en la adicción, entre ellos el NO, es 
de gran importancia para el desarrollo de terapias de deshabituación específicas de-
pendiendo del sexo y, por lo tanto, más efectivas para dejar de fumar. 
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Objetivos 
A partir de la revisión bibliográfica realizada, podemos obtener las siguientes 

premisas: 

 La nicotina afecta al sistema cerebral de placer-recompensa, modificando 
la función de determinados centros cerebrales implicados en su adicción, 
entre ellos el NA y el CP. Dicha alteración no es homogénea dentro de 
cada una de éstas dos estructuras. 

 Entre las alteraciones que produce la nicotina en el NA y en el CP de la 
rata se encuentra la modificación de la liberación de diversos neurotrans-
misores, incluido el NO. Sin embargo, no se conoce con certeza qué iso-
formas de la NOS se ven afectadas en la adicción a nicotina. 

 En la rata se ha comprobado que las variaciones en la producción de NO 
inducidas por un tratamiento con nicotina no son iguales entre machos y 
hembras y, además, dependen de la región encefálica de la que se trate. 

 El NO está implicado en el desarrollo del estrés. En la rata se ha compro-
bado que existen diferencias en el contenido de los metabolitos estables 
del NO, y en la cantidad de neuronas que expresan NOS1 debido al estrés 
producido por inyecciones diarias con solución salina. Este fenómeno va-
ría dependiendo del sexo y de la zona encefálica estudiada. 

Por todo ello, nos hemos planteado la siguiente hipótesis de trabajo: “En el 
ratón, la adicción a la nicotina y el estrés alteran la producción del NO del caudado-putamen y del 
núcleo accumbens, de manera dependiente de la presencia de la enzima NOS1 y de forma diferente 
según el sexo del animal. 

Los objetivos concretos de la presente Tesis Doctoral son los siguientes: 

 Determinar qué isoformas de la NOS se expresan en las neuronas del 
CP y del NA. 

 Analizar cuantitativamente las poblaciones neuronales implicadas en 
la producción de NO de dichos centros cerebrales, así como las posi-
bles diferencias intra-regionales en la distribución de las mismas. Este 
parámetro se evaluará en ausencia de tratamiento, en los ratones sil-
vestres en ambos sexos. 

 Contrastar la cantidad de metabolitos estables del NO en el CP y el 
NA en los ratones silvestres y en knock-out para la NOS1 en ausencia 
de tratamiento, para valorar la influencia de esta enzima en la libera-
ción basal del NO en cada uno de los sexos, así como las potenciales 
diferencias sexuales entre los animales knock-out. 
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 Realizar los análisis anteriores tanto en los ratones tratados con solu-
ción salina como con nicotina, para comprobar el efecto del estrés de 
las inyecciones y el tratamiento con la droga en cada uno de los pará-
metros estudiados. 

 Analizar el efecto del estrés debido a las inyecciones con solución sa-
lina en la producción de NO y en la cantidad y distribución de sus 
neuronas productoras, tanto en los ratones silvestres como en los 
knock-out para la NOS1, en ambos sexos y en las zonas estudiadas. 

 Estudiar la respuesta del sistema nitrérgico del ratón en el CP y en el 
NA como consecuencia de un tratamiento crónico de nicotina, eva-
luando conjuntamente tanto los resultados bioquímicos como neuro-
histológicos. 

Esperamos que los resultados obtenidos tras la consecución de este proyecto 
permitirán comprender mejor los mecanismos moleculares y celulares implicados en 
la adicción a la nicotina. Concretamente, creemos que este estudio proporcionará un 
conocimiento más profundo de la implicación del sistema nitrérgico en la sensibili-
zación a la nicotina y en el estrés. El estudio de la fuente celular y la isoforma de la 
NOS implicadas en los efectos de la nicotina, así como la influencia del sexo, son 
fundamentales para una acción farmacológica adecuada, dirigida específicamente a la 
supresión de los efectos adictivos de la nicotina sin modificar otras funciones del 
NO en el cerebro y en el resto del organismo. 
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Animales de experimentación 
La especie utilizada para la experimentación fue el ratón Mus musculus, L. 

1758 (Muridae, Rodentia, Mammalia). Se emplearon ratones KO para la NOS1 de la 
estirpe B6; 129S4-Nos1tm1Plh (The Jackson Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, 
EEUU). En estos KO, el gen de resistencia a neomicina reemplaza al primer exón 
del gen nos1, el cual codifica para los aminoácidos 1–159 de la proteína (Huang et al., 
1993). Esta sustitución impide la generación de una proteína NOS1 funcional, ade-
más de permitir la selección de las células que carecen de dicha proteína durante el 
proceso de creación de los ratones KO.  

Los ratones KO para la NOS1 se cruzaron con animales silvestres de la estir-
pe 129 para obtener los ratones silvestres (+/+) y los KO (nos1-/nos1-) empleados en 
esta Tesis Doctoral. Se utilizaron ratones de 70-90 días de edad postnatal y de am-
bos sexos.Para la realización de las técnicas bioquímicas se empleó 11 ratones de 
cada uno de los grupos experimentales. Para el análisis inmunohistológico se utilizó 
4 animales de cada uno de dichos grupos. Los animales se criaron y mantuvieron en 
el Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de Salamanca en grupos 
de 2-5 ratones, independientemente del grupo experimental al que se asignaron, a 
temperatura y humedad relativa constantes, fotoperiodo artificial de 12/12 horas y 
alimentados ad libitum con agua y pienso compuesto para roedores (T2014 Teklad 
Global 14% Protein Rodent Diet, Oxon, Reino Unido). 

Todos los animales se mantuvieron, manipularon y sacrificaron según lo es-
tablecido en la directiva del Consejo de las Comunidades Europeas (86/609/ECC, 
directiva 2003/65/CE) y la legislación española (RD 1201/2005, ley 32/2007) vi-
gentes para el uso y cuidado de animales de laboratorio. 

Genotipado de los ratones 
Puesto que los animales KO para la NOS1 no tienen un fenotipo aparente, se 

procedió a su genotipado. Para ello se tomó una muestra de la cola en el momento 
del destete tras su marcaje e identificación individual. De estas muestras se extrajo el 
ADN genómico total y se sometió a la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)15, 
utilizando oligonucleótidos específicos para detectar la mutación. Por último, las 
bandas de ADN se separaron por electroforesis en gel de agarosa con bromuro de 
etidio para su visualización bajo luz ultravioleta.  

Extracción de ADN 

Para la obtención del ADN, las colas se homogeneizaron a 55 ºC durante una 
noche utilizando proteinasa K (16,4 U/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 

                                                 
15 Del inglés: polymerase chain reaction. 
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Tabla 1. Secuencias de los cebadores empleados para el genotipado de los ratones. 

EEUU) diluida en tampón fornace (ver Apéndice) con dodecil sulfato sódico (SDS) 
0,9% (p/v) y ácido etilen-diamino-tetraacético (EDTA) 20 mM pH 8,0. A continua-
ción se extrajo el ADN mediante la adición de acetato sódico 3 M en una propor-
ción 1:10 (lo que facilita la separación de las fases orgánica y acuosa durante la ex-
tracción) y posteriormente se le añadió fenol en una razón de 1:1. Seguidamente, se 
extrajo la fase acuosa, a la que se le añadió cloroformo/isoamilalcohol (24:1). El 
ADN se precipitó con etanol 100% a -20º C durante 2 h y posteriormente se centri-
fugó durante 15 min a 4º C y 5.900 g. Por último, el precipitado se lavó con etanol 
70% (v/v) y se resuspendió en agua destilada tratada con dietilpirocarbonato 
(H2ODEPC, Sigma-Aldrich).  

PCR 

La técnica de la PCR permite que en pocas horas y partiendo de una cantidad 
pequeña de muestra se obtenga un gran número de copias de un fragmento de 
ADN determinado (Mullis et al., 1986). Para la determinación del genotipo de los 
ratones empleados en esta Tesis Doctoral se emplearon dos parejas de cebadores o 
iniciadores propuestos en la página web de The Jackson Laboratory 
(http://jaxmice.jax.org): el par de cebadores oIMR0013 y oIMR0014, así como la 
pareja oIMR406 y oIMR407. La primera pareja amplifica un fragmento de 280 pares 
de bases (pb) y permite detectar un fragmento del gen de resistencia a neomicina. El 
segundo par de iniciadores amplifican un tramo de 117 pb del gen de la nos1 (Tabla 
1).  

 

El medio para la realización de la PCR contenía: tampón comercial de la Taq 
polimerasa (1x, Promega, Madison, Wisconsin, EEUU), desoxinucleótidos (0,2 mM, 

Promega), Taq polimerasa (0,1 U/l, Promega), MgCl2 (1 mM, Promega), cebadores 

(0,75 M; Isogen, IJsselstein, Holanda), muestras de ADN (entre 100 y 500 ng/l) y 
H2ODEPC. Como control positivo se incluyó una muestra de ADN de cada uno de 
los tres genotipos posibles (+/+, nos1-/nos1- y +/nos1-) respectivamente, mientras 
que como control negativo se utilizó el medio anterior sustituyendo el volumen de 
ADN por H2ODEPC. 

Iniciador Secuencia Iniciador Secuencia 

oIMR0013 
5’- CTT GGG TGG AGA 

GGC TAT TC -3’ 
oIMR406 

5’- TCA GAT CTG ATC 
CGA GGA GG -3’ 

oIMR0014 
5’- AGG TGA GAT GAC 

AGG AGA TC -3’ 
oIMR407 

5’- TTC CAG AGC GCT 
GTC ATA GC -3’ 
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Tabla 2. Condiciones de tiempo y temperatura para la realización de la PCR. 

La PCR se llevó a cabo en una termocicladora (Primus, MWG- Biotech, 
Vernon Hills, Illinois, EEUU) con dos ciclos de temperatura diferentes (Tabla 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Electroforesis 

Para comprobar los tamaños de los productos de la reacción de PCR, éstos 
se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa (Pronadisa, Madrid) al 1,5 % en 
tampón Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5 X. En el gel se añadió 0,4 µg/ml de bromuro 
de etidio (Sigma-Aldrich). Como tampón de carga se empleó sacarosa al 40 %, 
EDTA 10 mM y el colorante Blue/Orange (Promega) al 20 % en tampón Tris-ácido 
acético-EDTA (TAE) 1 X. Como marcador de peso molecular se empleó PhiX 174 
DNA/Hae III (Promega).  

Los carriles en los que se obtuvo una única banda de 117 pb indicaban que el 
animal era silvestre (+/+). Cuando se observaba una única banda de 280 pb el ani-
mal era KO homozigoto (nos1-/nos1-). En el caso de que se obtuvieran ambas bandas, 
el ratón era heterozigoto (+/nos1-, Fig. 6). 

Paso Temperatura Tiempo Indicaciones 

1 94° C  3 min  

2 94° C  35 s  

3 64° C * 45 s *-0,5 ºC por ciclo 

4 72° C  45 s Ir al paso 2, 12 veces 

5 94° C  35 s    

6 54° C  30 s   

7 72º C 45 s Ir al paso 5, 25 veces 

8 72º C 2 min  

9 4º C ∞  
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Tratamiento con drogas 
Se utilizaron varios grupos experimentales y en cada uno de ellos se incluye-

ron animales silvestres y KO de ambos sexos:  

• Animales inyectados con (-)-nicotina hidrógeno tartrato (Sigma-
Aldrich) disuelto en solución salina isotónica (0.9 % p/v) pH 7,0. La dosis (4 
mg/kg, s.c.) se calcula como la base (cantidad de nicotina libre del tartrato). Se apli-
có una inyección simple y diaria de nicotina, a las 9.30 h, durante 14 días, y se sacri-
ficaron 24 h después de la última inyección.  

• Ratones inyectados con solución salina isotónica (s. salina), sometidos 
al mismo tratamiento que en el caso anterior, considerados como controles del tra-
tamiento con la droga. 

• Animales sin inyectar (animales naive). 

Valoración del contenido de óxido nítrico 
Los ratones que se emplearon para determinar la producción de NO se sacri-

ficaron mediante dislocación cervical y decapitación posterior. A continuación se 
diseccionaron los encéfalos, se dividieron en dos bloques (parte rostral y parte cau-
dal) a -4.00 mm del nivel Bregma usando una matriz cerebral de planos coronales 
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pensilvania, EEUU) y se congelaron en N2 

líquido hasta su utilización. Posteriormente, se realizaron lonchas de tejido (200 m 
de grosor) en planos coronales en un criostato y se tomaron las porciones de tejido 
correspondientes al CP y al NA, según el método de microdisección de Palkovits y 
Brownstein (1987). Los tubos en los que se almacenaron las muestras se pesaron en 

Figura 6. Fotografía de las bandas obtenidas al realizar una electroforesis del producto de la PCR de ADN genómi-
co de los ratones empleados en esta Tesis Doctoral. El primer carril corresponde al control negativo al que se ha 
añadido H2ODEPC en lugar de ADN. El segundo se ha obtenido del ADN de un ratón silvestre, el tercero pertenece a 
un knock-out y el cuarto a un heterozigoto. El último carril corresponde al marcador de pesos moleculares.  
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frío en una balanza de precisión (Sartorius AG, Gotinga, Alemania) antes y después 
de contener la muestra, para conocer la cantidad de tejido obtenido. Las muestras 
cuyo peso era igual o inferior a 1 mg fueron desestimadas, puesto que en estudios 
previos comprobamos que no era posible detectar con precisión la cantidad de me-
tabolitos del NO presente en el tejido. Las muestras se conservaron a -20 ºC hasta 
su utilización. 

Determinación de nitratos y nitritos 

El NO es un gas inestable que, tras su formación en los medios biológicos, 
reacciona con H2O dando lugar a metabolitos estables, mayoritariamente en nitratos 
(NO3-) y en nitritos (NO2-), que se pueden valorar en extractos de tejido. Los nitra-
tos se pueden reducir a nitritos mediante la enzima nitrato reductasa y a continua-
ción es posible valorar el contenido total de todos ellos mediante la reacción colori-
métrica de Griess (Green et al., 1982).  

Extracción de los metabolitos del óxido nítrico del tejido 

Para la detección del contenido de NO se siguió el protocolo descrito por 

Taskiran et al. (1997). Cada muestra de tejido se disgregó en 400 l de tampón fosfa-
to (TF) 0,1 M, pH 7,5 empleando un homogeneizador (Polytron, Kinematica, Lu-
cerna, Suiza) y se centrifugó a 2.000 g durante 15 min a 4ºC. Del sobrenadante se 

tomaron 100 l y se incubaron con 900 l de H2O destilada y con 250 l de NaOH 

0,3 M durante 5 min. A continuación se añadieron 250 l de ZnSO4 5% (p/v) y se 
incubaron durante 15 min para conseguir una desproteinización adecuada. La mez-
cla se centrifugó a 3.000 g durante 15 min a 4 ºC y el sobrenadante se conservó a -20 
ºC hasta su utilización.  

Reducción de nitratos a nitritos 

Para valorar el contenido total de los metabolitos estables del NO en la 
muestra, los nitratos se redujeron primero a nitritos por la enzima nitrato reductasa 
según el método descrito por Bories y Bories (1995). Para ello, se realizaron incuba-

ciones por duplicado de 50 l de muestra en 20 M de FAD (Sigma-Aldrich), 0,1 

mg de -NADPH (Sigma-Aldrich) y 98 U/l de nitrato reductasa (Boehringer 
Mannheim GmbH, Alemania) en TF pH 7,5. La mezcla se incubó 90 min en oscu-
ridad y agitación a temperatura ambiente. Como control negativo se sustituyó la 
muestra por H2O destilada. Para poder realizar una recta patrón que permitiera va-
lorar la cantidad de nitratos presentes en el tejido, se incluyeron soluciones de 

Na2NO3 de concentración 1, 2, 4, 5, 6, 25, 10, 12,5, 20, 25, 50 y 100 M en H2O 
destilada.  
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Reacción de Griess 

Para valorar los nitritos presentes en el tejido se utilizó la reacción de Griess. 
Este método consiste en la combinación de los nitritos con sulfanilamida y N-(1-
Naftil)-etilendiamina para formar un compuesto azoico soluble, violeta, detectable 
espectrofotométricamente (Fig. 7).  

 

 

 

 

Para ello, se tomaron 100 l de muestra y se incubaron con una solución 1:1 
de Griess I y Griess II (ver Apéndice) durante 10 – 20 min a temperatura ambiente. 
Además, se incubaron en paralelo las soluciones patrón de Na2NO2 a las mismas 
concentraciones que las de Na2NO3 empleadas en el paso de los nitratos a nitritos, 
así como un control negativo en el que se sustituyó la muestra por H2O destilada. 
Asimismo, una vez reducidos a nitritos los nitratos presentes en la muestra, se toma-

ron 100 l de la solución resultante y se siguió el mismo procedimiento que para la 
valoración de los nitritos. Finalmente, se valoró la absorbancia de cada muestra a 
550 nm. De esta forma, las muestras a las que se les realizó previamente la reducción 

de NO3
- a NO2

- mostraban la totalidad de metabolitos estables del NO, mientras 
que las muestras sobre las que se realizó únicamente la reacción de Griess indicaron 

la cantidad de NO2
- presentes en el tejido. Todas las reacciones se hicieron por du-

plicado. 

Las medidas del contenido de NO2
- arrojaron valores de absorbancia muy 

próximos al control negativo, por lo que no se tuvieron en cuenta para el análisis de 
los resultados. De esta manera, se cuantificó el contenido total de los metabolitos de 
NO. Para homogeneizar los resultados, las cantidades resultantes se refirieron al 
peso del tejido del cual se obtuvieron. 

Compuesto azoico 

Sulfanilamida 

N-(1-Naftil)- 
etilendiamina 

Figura 7: Reacción de Griess. 
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Análisis estadístico de la producción de NO 

El contenido de los metabolitos del NO se estudió de manera separada para 
el CP y el NA, puesto que son dos estructuras funcionalmente diferentes, emplean-
do el test t de Student o el U de Mann-Withney dependiendo de la homogeneidad 
de la varianza de las muestras. 

Análisis histológico  

Obtención del tejido 

Los ratones destinados al análisis histológico se anestesiaron por vía intra-
muscular con una mezcla (3:4) de hidrocloruro de ketamina (Ketolar; Parke-Davis, 

Barcelona) e hidrocloruro de tiacina (Rompún; Bayer, Leverkussen, Alemania, 1 l 
de la mezcla/g de peso corporal) y se sacrificaron mediante exanguinación por per-
fusión intracardiaca con una bomba peristáltica. Inicialmente se lavó la sangre con 
heparina sódica (7 U.I./ml) en solución salina isotónica (0,9 % p/v) y posteriormen-
te se pasó una mezcla de fijador que contenía 4% paraformaldehído y 0,2% ácido 
pícrico en TF 0.1 M, pH 7,4 durante 15 min (125 ml aproximadamente). Los cere-
bros se diseccionaron y se dividieron en dos bloques (parte rostral y parte caudal) a  
-4.00 mm del nivel Bregma usando una matriz cerebral de planos coronales (Elec-
tron Microscopy Sciences, Hatfield, Pensilvania, EEUU). Los bloques se postfijaron 
en la misma mezcla durante 2 h en agitación y a temperatura ambiente, y a continua-
ción se lavaron en TF durante otras 2 h en agitación. Posteriormente, se crioprote-
gieron en sacarosa al 30 % (p/v), se congelaron con N2 líquido, y se almacenaron a -
80 ºC hasta su utilización. 

Los bloques rostrales se cortaron en secciones coronales de 30 m de espe-
sor con un microtomo de congelación. Las secciones se recogieron en TF y se orde-
naron en 12 series consecutivas. A continuación, se lavaron en TF (3 x 10 min) para 
eliminar los restos de fijador y sacarosa y, por último, las secciones se almacenaron 
en mezcla congeladora (ver apéndice) a -30 ºC hasta su procesamiento histológico. 

Inmunofluorescencia indirecta 

Se empleó la técnica de la inmunofluorescencia indirecta triple para la locali-
zación de las 3 isoformas principales de la NOS, (NOS1, NOS2 y NOS3) en el CP y 
el NA. Además, se empleó un marcador de células neuronales (proteína asociada a 
microtúbulos2, MAP216) para determinar la naturaleza neuronal de las células que 
expresaban las diferentes isoformas de la NOS. Se realizaron las siguientes inmu-
nodetecciones múltiples con el objeto de determinar a) si los distintos elementos 

                                                 
16 Del inglés: microtubule-associated protein 2. 
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nitrérgicos eran de naturaleza neuronal, y b) si se co-expresaban en la misma célula 
distintas isoformas de la enzima: 

1) NOS1 – NOS2 – MAP2 

2) NOS1 – NOS3 – MAP2  

Para realizar cada técnica de inmunomarcaje se empleó una de las series. Las 
secciones correspondientes se lavaron con TF (6 x 10 min) y se incubaron con una 
solución de SDS-EDTA durante 30 min para permitir una mejor penetración de los 
anticuerpos en el tejido. A continuación, las secciones se incubaron en NaBH4 0,13 
M en TF 0,1 M, pH 7,4, durante 25 min para eliminar la autofluorescencia debida a 
los aldehídos (Weruaga-Prieto et al., 1996). 

Puesto que la localización de la NOS1 no se realiza correctamente cuando se 
incuba el anticuerpo para su detección conjuntamente con otros, se realizó primero 
la técnica simple para su inmunolocalización y, seguidamente, se realizó la inmuno-
fluorescencia para la visualización de los restantes antígenos. Para ello, las secciones 
se incubaron 30 min en agitación y a temperatura ambiente y a continuación se deja-
ron a 4 ºC y en agitación durante 12-18 h en un medio que contenía 5% de suero 
normal de asno (Sigma-Aldrich), 0,2% Triton X-100 y el antisuero primario diluido 
en tampón fosfato salino (TFS; Tabla 3). A continuación las secciones se incubaron 
a temperatura ambiente durante 25 min y, después de lavar con TFS (3 x 10 min), se 
les añadió el anticuerpo secundario anti-oveja unido al fluorocromo Cy5 durante 2 h 
(Jackson Immunoresearch, Suffolk, Reino Unido). Seguidamente, las secciones se 
incubaron con los restantes antisueros primarios diluidos en suero normal de asno al 
5% y TFS siguiendo los mismos patrones temporales que para la detección de 
NOS1. A continuación, el tejido se incubó durante 2 h con una mezcla de los anti-
cuerpos secundarios de asno para la detección de las isoformas NOS2 ó NOS3 (in-
munoglobulinas anti-ratón unidas a Cy2) y MAP2 (anticuerpos anti-conejo unidos a 
Cy3). Por último, las secciones se montaron en portaobjetos doblemente gelatiniza-
dos.  

Una vez que las secciones se secaron (entre 30 min y 2 h), los portaobjetos se 
sumergieron en etanol de 70º y a continuación se tiñeron con una solución de Ne-
gro Sudán B (Panreac, Barcelona) al 1% en etanol de 70º durante 4 min para elimi-
nar la fluorescencia inespecífica de origen lipídico presente en el tejido. Seguidamen-
te, se introdujeron en etanol de 70º para eliminar el exceso de colorante, se lavaron 
en TF y se montaron con medio de montaje acuoso Gel mount (Sigma-Aldrich). 
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Tabla 3. Sueros inmunológicos  

 

Controles de las técnicas de inmunofluorescencia indirecta 

En el caso de la detección de NOS2 se realizó un control positivo, dado que 
su expresión es muy baja en el tejido estudiado. Para ello se utilizaron secciones de 
cerebro de ratón obtenidas en experimentos de microinyección de un trazador reali-
zados en nuestro laboratorio (Recio et al., 2007). El periodo de supervivencia de es-
tos animales desde la inyección al sacrificio era de 7 días, lo que permitía la detec-
ción de una gran cantidad de glía reactiva que expresaba NOS2 en las áreas adyacen-
tes a la herida producida en el cerebro (Wada et al., 1998). Estas secciones se proce-
saron de manera pareja a las secciones de cerebro objeto de estudio en esta Tesis 
Doctoral. 

Además, se han utilizado los siguientes controles negativos para comprobar 
la especificidad de la técnica de inmunofluorescencia: 

1. Omisión de los anticuerpos primarios, para detectar uniones inespecí-
ficas de los secundarios. 

2. Omisión de los anticuerpos primarios y secundarios, para detectar 
emisión de fluorescencia inespecífica. 

3. Incubación con uno de los tres anticuerpos primarios y adición de ca-
da uno de los otros anticuerpos secundarios, para detectar uniones 
cruzadas. 

Tanto en el caso del anticuerpo de la NOS2 como el de la enzima NOS3 se 
observó una colocalización inespecífica con la NOS1. Cuando se omitió el anticuer-
po contra la NOS1 no se visualizó ninguna célula positiva para la NOS2, excepto en 
el control positivo. En el caso de la NOS3, al no añadir el anticuerpo contra la 
NOS1, sólo se observaron vasos sanguíneos (ver resultados). 

Antisuero primario Antisuero secundario 

Antígeno 
Especie de la que 
se obtiene la IgG 

Concentración Antígeno 
Fluorocromo unido        

al anticuerpo 
Concentración

NOS1 Oveja 1:10.000 IgG oveja Cy5 1:400 

NOS2 Ratón 1:150 IgG ratón Cy2 1:500 

NOS3 Ratón 1:150 IgG ratón Cy2 1:500 

MAP2 Conejo 1:150 IgG conejo Cy3 1:750 
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En el resto de los controles no se encontraron elementos marcados, aunque 
aparecía una ligera fluorescencia de fondo inespecífica. 

Análisis cuantitativo de las secciones procesadas histológicamente 

Según la literatura consultada (Burke y Karanas, 1990; Russell et al., 1992; 
Voorn et al., 2004; Hubert y Kuhar, 2005; Wickens et al., 2007), el ES no puede con-
siderarse una estructura homogénea. Por ello, hemos analizado distintas zonas de 
esta región encefálica lo suficientemente alejadas entre sí como para evitar solapa-
mientos anatómicos, y que tuvieran una correspondencia funcional en respuesta a 
drogas de abuso. 

La determinación de la densidad de neuronas inmunomarcadas se realizó 
mediante el análisis de dos niveles rostro-caudales en cada una de las regiones de 
estudio (nivel rostral, N1; y nivel caudal, N2). Para la elección de los niveles compa-
rables se empleó la fórmula s/2(0,5 + n), donde s es el número de secciones histo-
lógicas que contienen la región de interés en cada una de las series otenidas, y n el 
nivel de estudio elegido (de 0 a 1; Weruaga et al., 1999). El número entero resultante 
de la fórmula para cada nivel fue el orden que ocupaba la sección en el portaobjetos 
a partir de la primera considerada como válida; de esta manera, las diferentes seccio-
nes elegidas de cada animal fueron comparables rostro-caudalmente (Weruaga et al., 
1999). Para el NA, se consideró como la primera sección válida aquélla en la que 
empiezan a aparecer los ventrículos laterales y la última aquélla en la que la comisura 
anterior se localiza más medial que los ventrículos. En el CP, la primera sección 
también fue aquélla en la que aparecen los ventrículos laterales, mientras que se con-
sideró como la última válida aquélla en la que el hipocampo ocupa más de la mitad 
de la zona dorsal de la sección. Para la determinación de las densidades de las células 
inmunomarcadas se tomaron planos focales de 0,14 mm2 mediante un microscopio 
confocal (Leica Microsystems, Mannheim, Alemania). 

Dado el pequeño tamaño del NA, se analizó un único plano focal en el nivel 
más rostral y otro en el más caudal. Este plano estaba siempre adyacente a la comi-
sura anterior y ventrolateral a ella (Fig. 8); de esta manera nos asegurábamos de que 
no incluíamos otras regiones colindantes al NA, como la sustancia innominata y, 
especialmente las islas de Calleja, que contienen gran cantidad de neuronas produc-
toras de NO (Cha et al, 2000; Tong y Hamel, 2000; Gotti et al., 2005).  

En el caso del CP, se analizaron 3 planos focales en el nivel más rostral: ros-
tro-dorsal (RD), rostral-lateral (RL), rostro-medial (RM). Puesto que la cápsula in-
terna y el globo pálido ocupan gran parte de la zona medial en el nivel más caudal, 
allí sólo se tomaron 2 planos focales: caudo-dorsal (CD), caudo-lateral (CL; Fig. 8). 
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Para el análisis estadístico de las densidades neuronales en las distintas zonas 
del NA y CP se utilizó primeramente el test de Levene para determinar la homoge-
neidad de la varianza. Cuando las varianzas eran homogéneas se aplicaron análisis de 
la varianza univariante, ANOVA y test pos hoc de Tukey, o test t de Student para es-
tudios de parejas de datos, según el caso. Por el contrario, cuando las varianzas no 
eran homogéneas, se emplearon los análisis de Kruskal-Wallis y U de Mann-
Whitney para la determinación de las diferencias entre los grupos analizados en cada 
caso. 

Figura 8. Localización de las zonas analizadas (cuadrados morados) en los niveles rostrales (N1) y caudales (N2) 
del núcleo accumbens (NA) y del caudado-putamen (CP). ca: comisura anterior; cc: cuerpo calloso, CD: zona cau-
do-dorsal; CL: zona caudo-lateral; RD: zona rostro-dorsal; RL: zona rostro-lateral; RM: zona rostro-medial (modifi-
cado de Hof et al., 2000). 
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Las dos regiones del ES estudiadas (NA y CP) muestran una organización 
neurohistológica similar, como se ha comentado previamente (Mitchell et al., 1999), 
por lo que primero describiremos la inmunolocalización de la NOS1, la NOS2 y la 
NOS3 conjuntamente para ambas estructuras. A continuación, dentro de cada uno 
de los centros cerebrales estudiados, analizaremos la densidad de neuronas produc-
toras de NO –positivas a NOS1, puesto que es la única isoforma de la NOS que se 
localiza en el ES en dicho tipo celular (ver más adelante)– y la cantidad del neuro-
transmisor que se produce en cada una de las situaciones estudiadas.  

Inicialmente para el NA, estudiaremos tanto la cantidad de células NOS1+ 
como la de nitratos y nitritos en los animales silvestres sin ningún tipo de tratamien-
to, para comprobar si existen diferencias entre machos y hembras. Además, ya que 
existen diferencias rostro-caudales en diferentes sistemas de neurotransmisores en el 
NA (Burke y Karanas, 1990; Hubert y Kuhar, 2005), comprobaremos si las neuro-
nas productoras de NO siguen un patrón de distribución variable dependiendo de la 
localización anatómica de las mismas, así como sus posibles diferencias sexuales.  

A continuación comprobaremos la influencia del genotipo analizando úni-
camente la liberación de NO, puesto que los KO no muestran neuronas positivas a 
NOS1. En este estudio se analizará dicha producción de NO tanto en machos como 
en hembras silvestres y KO, ampliando la búsqueda de las posibles diferencias sexua-
les en los ratones que carecen de NOS1.  

Como objetivo principal de esta Tesis Doctoral, estudiaremos la influencia de 
los tratamientos con solución salina (s. salina) y nicotina en la densidad de células 
NOS1+ y en la producción de nitratos y nitritos presentes en el tejido. Para ello, 
realizaremos los mismos estudios que para los animales naives, tanto en los animales 
inyectados con s. salina como en los tratados con nicotina.  

Para comprobar los posibles efectos del estrés en el NA, se realizarán com-
paraciones de la densidad de células NOS1+ y de la cantidad de nitritos y nitratos 
entre los ratones silvestres sin tratar y los inyectados con s. salina, en cada uno de 
los sexos. También se analizará si hay diferencias en la densidad de neuronas positi-
vas a NOS1 entre los ratones naives y los tratados con s. salina en la zona rostral y en 
la caudal en cada uno de los sexos de los ratones silvestres. Del mismo modo, se 
estudiarán las posibles diferencias en la cantidad de nitratos y nitritos entre los ani-
males naives y los inyectados con s. salina en cada uno de los sexos en los animales 
KO. 

Con el fin de investigar el efecto de la droga, se realizarán los mismos estu-
dios que se establecieron para el análisis del estrés, pero comparando los grupos de 
ratones inyectados con s. salina con los animales tratados con nicotina. 

Por último, se analizarán los mismos parámetros en el CP, excepto en el caso 
de las diferencias entre zonas rostrales y caudales, puesto que en esta región está 
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ampliamente comprobado que también existen gradientes latero-mediales además de 
rostro-caudales (Burke y Karanas, 1990; Russell et al., 1992; Voorn et al., 2004, Wi-
ckens et al., 2007). Por ello, analizaremos las posibles diferencias en el contenido de 
células NOS1+ entre todas las áreas de estudio. 

Para realizar dichos análisis, se seguirá el siguiente esquema: 

1. En el NA: 

1.1. Animales sin tratamiento. 

1.1.1. Comparar la densidad de células NOS1+ y de la cantidad de nitratos y nitri-
tos entre los machos y las hembras silvestres. 

1.1.2. En los animales silvestres, cotejar la densidad de neuronas NOS1+ entre la 
zona rostral y caudal en cada uno de los sexos. 

1.1.3. Comprobar si existen diferencias en la densidad de células positivas a NOS1 
en la zona rostral y caudal de los animales silvestres entre ambos sexos. 

1.1.4. Contrastar la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales silvestres y KO 
en cada uno de los sexos. 

1.1.5. Comprobar si existe una diferencia sexual en la cantidad de nitratos y nitritos 
en los ratones KO. 

1.2. Realizar los análisis anteriores (del punto 1.2.1 al 1.2.5) en los animales inyec-
tados con s. salina y en los que fueron tratados con nicotina (del punto 1.3.1 al 
1.3.5). 

1.3. Efecto del estrés. 

1.3.1. Comparar la densidad de las neuronas NOS1+ y la cantidad de nitratos y 
nitritos entre los animales naives y los inyectados con s. salina en cada uno de 
los sexos en los animales silvestres. 

1.3.2. Estudiar si existen cambios en la densidad de neuronas NOS1+ en la zona 
rostral y en la caudal de los animales silvestres, entre los ratones sin trata-
miento y los inyectados con s. salina, en cada uno de los sexos. 

1.3.3. Comprobar si existen diferencias en la cantidad de nitratos y nitritos entre los 
animales naives y los inyectados con s. salina, en cada uno de los sexos en los 
animales KO. 

1.4. Efecto de la nicotina. 

1.4.1. En los animales silvestres, cotejar la densidad de las neuronas positivas a 
NOS1 y la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales inyectados con s. 
salina y los tratados con nicotina, en cada uno de los sexos. 
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1.4.2. Analizar si existen cambios en la densidad de neuronas NOS1+ en la zona 
rostral y en la caudal entre los ratones silvestres tratados con s. salina y los in-
yectados con nicotina, en cada uno de los sexos. 

1.4.3. Comprobar si existen diferencias en los ratones KO en la cantidad de nitratos 
y nitritos entre los animales tratados con s. salina y los inyectados con nicoti-
na, en cada uno de los sexos. 

2. En el CP: 

2.1. Animales sin tratamiento. 

2.1.1. Comparar la densidad de células NOS1+ y la cantidad de nitratos y nitritos 
entre los machos y las hembras silvestres. 

2.1.2. En los animales silvestres, cotejar la densidad de neuronas NOS1+ entre las 
distintas áreas en cada uno de los sexos. 

2.1.3. Comprobar si existen diferencias en la densidad de células positivas a NOS1 
en cada una de las áreas de los animales silvestres, entre ambos sexos. 

2.1.4. Contrastar la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales silvestres y KO, 
en cada uno de los sexos. 

2.1.5. Comprobar si existe una diferencia sexual en la cantidad de nitratos y nitritos 
en los ratones KO. 

2.2. Realizar los análisis anteriores (del punto 2.2.1 al 2.2.5) en los animales inyec-
tados con s. salina y en los que fueron tratados con nicotina (del punto 2.3.1 al 
2.3.5). 

2.3. Efecto del estrés. 

2.3.1. Comparar la densidad de las neuronas NOS1+ y la cantidad de nitratos y 
nitritos entre los animales naives y los inyectados con s. salina, en cada uno de 
los sexos en los animales silvestres. 

2.3.2. Estudiar si existen cambios en la densidad de neuronas NOS1+ en cada una 
de las áreas de los animales silvestres entre los ratones sin tratamiento y los 
inyectados con s. salina, en cada uno de los sexos. 

2.3.3. Comprobar si existen diferencias en la cantidad de nitratos y nitritos entre los 
animales naives y los inyectados con s. salina, en cada uno de los sexos en los 
animales KO. 

2.4. Efecto de la nicotina. 

2.4.1. En los animales silvestres, cotejar la densidad de las neuronas positivas a 
NOS1 y la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales inyectados con s. 
salina y los tratados con nicotina, en cada uno de los sexos. 
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2.4.2. Analizar si existen cambios en la densidad de neuronas NOS1+ en cada área 
estudiada entre los ratones silvestres tratados con s. salina y los inyectados 
con nicotina, en cada uno de los sexos. 

2.4.3. Comprobar si existen diferencias en los ratones KO en la cantidad de nitratos 
y nitritos entre los animales tratados con s. salina y los inyectados con nicoti-
na, en cada uno de los sexos. 

Expresión de las principales isoformas de la NOS en el es-
triado 

NOS1 

La inmunolocalización de NOS1 en el CP y en el NA de los animales silves-
tres se observa únicamente en células de fenotipo neuronal, como se comprueba 
mediante su coexpresión con la proteína MAP2, que marca típicamente neuronas 
maduras (Goedert et al., 1991; Harada et al., 2002; Fig.9). Dicha expresión neuronal 
se produce tanto en ausencia de tratamiento como en los animales sometidos a in-
yecciones de s. salina o nicotina. Las células positivas poseen la morfología típica de 
aquellas que contienen NOS1 en el ES; es decir, tienen un soma poligonal o fusi-
forme con 2-3 dendritas principales escasamente ramificadas (Fig. 10; Kawaguchi, 
1993; Kawaguchi et al., 1995). Por el contrario, en los animales KO no observamos 
ningún tipo de inmunomarcaje para la NOS1. 

 

 

 

 

 

Figura 9: Imágenes de estriado de ratón realizadas con microscopía confocal. Las imágenes corresponden a un 
mismo plano focal donde se marca la NOS1 en A, la MAP2 en B, y su mezcla en C. En ellas se observa que las 
células positivas a NOS1 (puntas de flecha amarilla), también expresan el marcador neuronal MAP2. Barra de esca-
la: 20 m.  
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NOS2 

La enzima NOS2 no se expresa en los ratones silvestres en ninguna de las 
condiciones analizadas; es decir, ni en los animales naives ni cuando se somete a los 
ratones a los tratamientos con s. salina o con nicotina. Tampoco se observa inmu-
nomarcaje para la NOS2 en los animales KO en ninguna de las condiciones estudia-
das (Fig. 11). Como hemos mencionado previamente, para comprobar que la falta 
de marcaje en las áreas estudiadas se debía a una ausencia de la enzima y no a un mal 
funcionamiento del anticuerpo contra la NOS2, siempre incluimos un control posi-
tivo, que consistía en secciones de encéfalo que tenían una herida causada por la 
introducción de una aguja capilar en el mismo. La zona que rodea a la herida mues-
tra una gran cantidad de inmunomarcaje para NOS2. Dicha expresión disminuye 
hasta desaparecer en áreas alejadas de la herida (Fig. 11).  

 

 

 

 

Figura 10: Imagen del estriado de ratón realizada con mi-
croscopía confocal. En una reconstrucción de varios planos 
focales se observa la morfología poligonal (flechas) o fusi-
forme (punta de flecha blanca) de los somas de las neuro-
nas que contienen NOS1, con 2 ó 3 dendritas principales 

Figura 11: Planos focales de secciones de encéfalo inmunoteñidas para NOS2. En el control positivo (A) se observa 
gran cantidad de marcaje para NOS2 en la zona cercana a la herida producida por la microinyección (*). No se ob-
serva marcaje en el estriado de los ratones silvestres (+/+; B) ni en el de los ratones knock-out para la NOS1 (KO; 
C). Barra de escala: 75 m. 
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NOS3 

El análisis de la expresión de la NOS3 en el ES de los ratones naives silvestres 
muestra localización en los vasos sanguíneos, como se había descrito previamente 
(Marsden et al., 1993; Fig. 12). Además, no se observa ninguna célula positiva para 
NOS3 y MAP2; es decir, que la NOS3 no se localiza en las neuronas maduras, ni en 
el NA ni en el CP. La localización en los vasos sanguíneos se produce tanto en los 
machos como en las hembras naives. Lo mismo ocurre tanto en los animales tratados 
con s. salina y nicotina. Tampoco hemos encontrado neuronas que expresen esta 
proteína en ninguna de las condiciones estudiadas en los ratones KO (Fig. 12). 
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Figura 12: Planos focales de secciones de estriado inmunoteñidas para NOS3. Las imágenes de la primera fila (A-
C) corresponden a machos silvestres y la segunda (D-F) a hembras silvestres (+/+), mientras que la tercera (G-I) y 
cuarta (J-L) pertenecen a machos y hembras knock-out (KO), respectivamente. La primera columna muestra imáge-
nes de ratones naives, la segunda de animales tratados con solución salina (s. salina) y la tercera de ratones inyec-
tados con nicotina. La NOS3 se expresa en todos los casos en los vasos sanguíneos y en ningún grupo estudiado 
se localiza en neuronas. Barra de escala: 75 m. 
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Tabla 4. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), y concentración de metabolitos estables 
del NO (mol/g de peso húmedo), en el núcleo accumbens de los ratones silvestres y la significación estadística de 
su comparación entre machos y hembras sin tratamiento (U de Mann-Whitney). 

1. Núcleo accumbens 

1.1. Animales sin tratamiento 

Como se ha mencionado previamente, la única isoforma de la NOS que he-
mos detectado en las neuronas es la NOS1. Además, puesto que en los KO tampoco 
hemos detectado esta proteína, los resultados de la cuantificación de las neuronas 
productoras de NO se centrarán en la cantidad de células NOS1+ en los animales 
silvestres.  

Para comparar el contenido de las neuronas que contienen la NOS1 en cada 
una de las zonas estudiadas, los datos siempre se referirán al área. Así, tanto para el 
NA como para el CP, cuando se aluda a los valores de la densidad siempre será de la 
siguiente manera: el valor medio de la cantidad de neuronas que contienen 
NOS1/mm2 ± el error estándar de la media (ESM).  

Para estudiar la producción de NO, tanto para el NA como para el CP se 
cuantificará la cantidad de metabolitos estables del gas presentes en el tejido, medi-

dos en mol de nitratos y nitritos/g de peso húmedo del tejido. En el texto se ex-
presará como el valor medio de dicha concentración ± ESM. 

1.1.1. Comparación de la densidad de células NOS1+ y de la cantidad de 
nitratos y nitritos entre los machos y las hembras silvestres 

En el NA de los animales silvestres, la densidad de neuronas que contienen 
NOS1 no exhibe diferencias significativas entre los machos y las hembras naives 
(Tabla 4; Fig. 13A). Al analizar las diferencias sexuales en la producción de NO en 
los ratones silvestres se comprueba que en los machos naives ésta es mayor que en 
las hembras (Tabla 4; Fig. 13B). 

 

 

 Machos Hembras valor p  

Densidad de células NOS1+ 19,56±1,78 20,15±2,78 0,86 

Concentración NO3
-+NO2

- 26,46±6,19 8,95±1,63 0,03 
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Tabla 5. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostral y caudal del núcleo 
accumbens de los ratones silvestres naives y la significación estadística de la comparación de ambas en cada sexo 
(t de Student). 

Tabla 6. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostral y caudal del núcleo 
accumbens de los ratones silvestres sin tratamiento y la significación estadística de la comparación de cada una de 
ellas entre ambos sexos (t de Student). 

 

 

 

 

 

1.1.2. Cotejo de la densidad de neuronas NOS1+ entre las zonas rostral y 
caudal, en cada uno de los sexos en los animales silvestres 

En ausencia de tratamiento, los ratones naives no exhiben diferencias signifi-
cativas en el contenido de neuronas NOS1+ entre las regiones rostrales y caudales 
del NA, ya sean machos o hembras (Tabla 5). 

 

 

 

1.1.3. Comparación de la densidad de células positivas a NOS1 en las zonas 
rostral y caudal de los animales silvestres, entre ambos sexos 

En el NA, cuando se contrasta la densidad de neuronas positivas a NOS1 en 
ausencia de tratamiento no se observan diferencias entre sexos ni en la zona rostral 
y ni en la caudal (Tabla 6). 

 

 

 Rostral Caudal valor p  

Machos 20,15±2,37 18,96±3,14 0,78 

Hembras 24,89±2,51 16,00±3,70 0,09 

Figura 13: Densidad de células que contienen NOS1 (A) y contenido de los metabolitos estables del NO (B), en el 
núcleo accumbens de los machos y las hembras silvestres en ausencia de tratamiento. Mientras que no hay dife-
rencias entre sexos en el contenido de células NOS1+, los machos contienen mayor cantidad de NO3- y NO2- que 
las hembras. * p < 0,05. 
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Tabla 7. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el núcleo accumbens de los 
ratones silvestres y knock-out (KO) naives y la significación de su comparación estadística en cada uno de los sexos 
(t de Student, U de Mann-Whitney). 

 

1.1.4. Análisis de la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales silves-
tres y KO, en cada uno de los sexos 

Cuando se estudia el efecto de la carencia de la enzima NOS1 en los machos, 
se comprueba que no hay diferencias en la liberación de NO en ausencia de trata-
miento entre los ratones silvestres y los KO (Tabla 7; Fig. 14A). Por el contrario, en 
condiciones naives, las hembras silvestres exhiben una menor liberación de NO con 
respecto a las KO de forma muy altamente significativa (Tabla 7; Fig. 14B). 

 

 

 

 

 

 

 Machos Hembras) valor p  

Rostral 20,15±2,37 24,89±2,51 0,24 

Caudal 18,96±3,14 16,00±3,70 0,59 

 Silvestres KO valor p  

Machos 26,46±6,19 16,10±2,45 0,15 (U) 

Hembras 8,95±1,63 22,67±2,56 <0,001 (t) 

Figura 14: Contenido de los metabolitos estables del NO en el núcleo accumbens de los ratones silvestres (+/+) y 
knock-out (KO) en ausencia de tratamiento. Los machos no muestran diferencias en la cantidad de metabolitos 
estables del NO entre ambos genotipos (A). Sin embargo, las hembras silvestres contienen menor cantidad de NO3- 
y NO2- que las KO (B). *** p < 0,001. 



 

 91

Tabla 8. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el núcleo accumbens de los 
ratones knock-out en ausencia de tratamiento y la significación estadística de su comparación entre machos y hem-
bras (t de Student). 

Tabla 9. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), y concentración de metabolitos estables 
del NO (mol/g de peso húmedo), en el núcleo accumbens de los ratones silvestres y la significación estadística de 
su comparación entre machos y hembras inyectados con solución salina (t de Student, U de Mann-Whitney). 

1.1.5. Comparación de la cantidad de nitratos y nitritos entre ambos sexos en 
los ratones KO 

No existen diferencias sexuales en la producción de NO en los ratones KO 
en ausencia de cualquier tratamiento (Tabla 8).  

 

 

1.2. Animales inyectados con solución salina 

1.2.1. Comparación de la densidad de células NOS1+ y de la cantidad de 
nitratos y nitritos, entre los machos y las hembras silvestres 

En los animales silvestres tratados con s. salina no hay diferencias sexuales en 
la densidad de las neuronas que contienen NOS1, al igual que ocurre en ausencia de 
tratamiento (Tabla 9; Fig. 15A). Sin embargo, la liberación de NO sí muestra dife-
rencias sexuales, pero en sentido contrario que en los animales naives: los machos 
contienen menos metabolitos estables del NO que las hembras (Tabla 9; Fig. 15B). 

 

 

 Machos Hembras valor p  

Concentración NO3
-+NO2

- 16,10±2,45 22,67±2,57 0,08 

 Machos Hembras valor p 

Densidad de células NOS1+ 24,00±3,29 25,48±3,14 0,76 (t) 

Concentración NO3
-+NO2

- 7,57±2,00 21,37±4,20 0,01 (U) 
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Tabla 10. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostral y caudal del núcleo 
accumbens de los ratones silvestres inyectados con solución salina y la significación estadística de la comparación 
de ambas en cada sexo (t de Student, U de Mann-Whitney). 

Tabla 11. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostral y caudal del núcleo 
accumbens de los ratones silvestres tratados con solución salina y la significación estadística de la comparación de 
cada una de ellas entre ambos sexos (t de Student, U de Mann-Whitney). 

 

 

 

 

 

1.2.2. Cotejo de la densidad de neuronas NOS1+ entre las zonas rostral y 
caudal, en cada uno de los sexos, en los animales silvestres 

Los ratones tratados con s. salina no muestran diferencias en la densidad de 
neuronas que expresan la NOS1 entre la zona rostral y la caudal del NA, ni en los 
machos ni en las hembras (Tabla 10). 

 

 

 

1.2.3. Comparación entre ambos sexos de la densidad de células positivas a 
NOS1 en las zonas rostral y caudal de los animales silvestres  

Los animales sometidos a las inyecciones con s. salina no muestran diferen-
cias sexuales en la densidad de neuronas NOS1+, ni en la zona rostral ni en la cau-
dal del NA (Tabla 11). 

 

 

 

 Rostral Caudal valor p  

Machos 22,22±2,67 25,78±5,87 0,61 (U) 

Hembras 24,89±5,43 26,07±1,19 0,84 (t) 

Figura 15: Densidad de las células que contienen NOS1 (A) y contenido de los metabolitos estables del NO (B) en 
el núcleo accumbens de los machos y las hembras silvestres en animales inyectados con solución salina. Mientras 
que no hay diferencias entre sexos en el contenido de células NOS1+, los machos contienen menor cantidad de 
NO3- y NO2- que las hembras. * p < 0,05. 
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Tabla 12. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el núcleo accumbens de los 
ratones silvestres y knock-out (KO) inyectados con solución salina y la significación de su comparación estadística 
en cada uno de los sexos (t de Student). 

 

1.2.4. Análisis de la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales silves-
tres y KO, en cada uno de los sexos 

El estudio del contenido de metabolitos estables del NO muestra que los ra-
tones machos KO contienen mayor concentración de aquéllos que los machos sil-
vestres cuando están sometidos a las inyecciones con s. salina (Tabla 12; Fig. 16A). 
Las hembras silvestres y KO, por el contrario, no muestran diferencias en dicha con-
centración de metabolitos de NO (Tabla 12; Fig. 16B). 

 

 

 

 

 

 

 

 Machos Hembras  valor p  

Rostral 22,22±2,67 24,89±5,43 0,65 (t) 

Caudal 25,78±5,87 26,07±1,19 0,98 (U) 

 Silvestres KO valor p  

Machos 7,67±2,00 17,56±2,88 0,03 

Hembras 21,37±4,20 22,85±3,83 0,84 

Figura 16: Contenido de metabolitos estables del NO en el núcleo accumbens de los ratones silvestres (+/+) y 
knock-out (KO) tratados con solución salina. Los machos silvestres contienen menor cantidad de NO3- y NO2- que 
los KO (A). Sin embargo, las hembras no muestran diferencias en la cantidad de metabolitos estables del NO entre 
ambos genotipos (B). * p < 0,05. 
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Tabla 13. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el núcleo accumbens de los 
ratones knock-out inyectados con solución salina y la significación estadística de su comparación entre machos y 
hembras (t de Student). 

Tabla 14. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), y concentración de metabolitos estables 
del NO (mol/g de peso húmedo), en el núcleo accumbens de los ratones silvestres y la significación estadística de 
su comparación entre machos y hembras inyectados con nicotina (t de Student, U de Mann-Whitney). 

1.2.5. Comparación de la cantidad de nitratos y nitritos entre ambos sexos, 
en los ratones KO 

Al igual que ocurre en los ratones naives, no se observan diferencias significa-
tivas en la producción de NO entre los machos y las hembras KO inyectados con s. 
salina (Tabla 13). 

 

 

 

1.3. Animales inyectados con nicotina 

1.3.1. Comparación de la densidad de células NOS1+ y de la cantidad de 
nitratos y nitritos, entre los machos y las hembras silvestres 

Los ratones silvestres tratados con nicotina no muestran diferencias sexuales 
en la cantidad de neuronas que contienen NOS1 (Tabla 14; Fig. 17A). Asimismo, 
tampoco muestran distinta concentración de los metabolitos del NO en relación 
con el sexo del animal (Tabla 14; Fig. 17B). 

 

 

 

 Machos Hembras valor p  

Concentración NO3
-+NO2

- 17,56±2,88 22,85±3,83 0,28 

 Machos Hembras valor p  

Densidad de células NOS1+ 17,78±1,78 19,56±2,05 0,56 (t) 

Concentración NO3
-+NO2

- 11,32±1,45 17,76±3,58 0,13 (U) 
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Tabla 15. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostral y caudal del núcleo 
accumbens de los ratones silvestres inyectados con nicotina y la significación estadística de la comparación de 
ambas en cada sexo (t de Student, U de Mann-Whitney). 

Tabla 16. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostral y caudal del núcleo 
accumbens de los ratones silvestres tratados con nicotina y la significación estadística de la comparación de cada 
una de ellas entre ambos sexos (t de Student, U de Mann-Whitney). 

 

 

 

1.3.2. Comparación entre ambos sexos de la densidad de células positivas a 
NOS1 en las zonas rostral y caudal de los animales silvestres  

Los animales sometidos al tratamiento con nicotina no exhiben diferencias 
rostro-caudales en la población neuronal NOS1+ del NA, ni en los machos ni en las 
hembras (Tabla 15). 

 

 

 

1.3.3. Comprobación entre ambos sexos de las posibles diferencias en la 
densidad de células positivas a NOS1 en las zonas rostral y caudal de 
los animales silvestres  

Los animales silvestres tratados con la droga no muestran diferencias en la 
densidad de células positivas a NOS1 entre los machos y las hembras, ni en la zona 
rostral ni en la caudal del NA (Tabla 16). 

 

 

 

 Rostral Caudal valor p  

Machos 20,15±1,19 15,41±3,14 0,23 (t) 

Hembras 24,89±6,49 14,22±2,90 0,21 (U) 

Figura 17: Densidad de células que contienen NOS1 (A) y contenido de los metabolitos estables del NO (B) en el 
núcleo accumbens de los machos y las hembras silvestres, en animales inyectados con nicotina. No hay diferencias 
significativas entre ambos sexos, ni en el contenido de células NOS1+ ni en la cantidad de NO3- y NO2-. 
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Tabla 17. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el núcleo accumbens de los 
ratones silvestres y knock-out (KO) inyectados con nicotina y la significación de su comparación estadística en cada 
uno de los sexos (t de Student). 

 

1.3.4. Análisis de la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales silves-
tres y KO, en cada uno de los sexos 

Los ratones machos tratados con nicotina muestran diferente concentración 
de los metabolitos del NO dependiendo del genotipo del animal: en los animales 
silvestres es menor que en los machos que carecen de la NOS1 (Tabla 17; Fig. 18A). 
Sin embargo, dichas diferencias no aparecen entre las hembras silvestres y las KO 
(Tabla 17; Fig. 18B). 

 

 

 

 

 

 Machos Hembras valor p  

Rostral 20,15±1,19 24,89±6,49 0,52 (U) 

Caudal 15,41±3,14 14,22±2,90 0,80 (t) 

 Silvestres KO valor p  

Machos 11,32±1,45 21,79±1,89 <0,001 

Hembras 17,76±3,58 25,05±3, 23 0,15 

Figura 18: Contenido de los metabolitos estables del NO en el núcleo accumbens de los ratones silvestres (+/+) y 
knock-out (KO) tratados con nicotina. Los machos silvestres contienen menor cantidad de NO3- y NO2- que los KO 
(A). Sin embargo, las hembras no muestran diferencias en la cantidad de metabolitos estables del NO entre ambos 
genotipos (B). *** p < 0,001. 
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Tabla 18. Concentración de metabolitos estables del NO en el núcleo accumbens de los ratones knock-out inyecta-
dos con solución nicotina y la significación estadística de su comparación entre machos y hembras (t de Student). 

Tabla 19. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), y concentración de metabolitos estables 
del NO (mol/g de peso húmedo), en el núcleo accumbens de los ratones silvestres machos y hembras y la signifi-
cación estadística de su comparación (t de Student, U de Mann-Whitney), entre los animales sin tratar (naives) y los 
inyectados con solución salina (s. salina). 

1.3.5. Comparación de la cantidad de nitratos y nitritos, entre ambos sexos, 
en los ratones KO 

El estudio de la producción de NO entre los machos y las hembras KO trata-
dos con la droga, no muestra diferencias en el contenido de los metabolitos del NO 
(Tabla 18). 

 

 

1.4. Efecto del estrés 

1.4.1. Comparación de la densidad de las neuronas NOS1+ y la cantidad de 
nitratos y nitritos entre los animales naives y los inyectados con s. sali-
na, en cada uno de los sexos, en los animales silvestres 

Cuando se analiza la cantidad de células NOS1+ se observa que no hay dife-
rencias significativas entre los ratones naives y los inyectados con s. salina, ni en los 
machos ni en las hembras (Tabla 19; Fig.19A,C). Sin embargo, al estudiar la produc-
ción de NO dependiendo del tratamiento aplicado, se comprueba que en los ma-
chos naives hay una cantidad de metabolitos estables del NO mayor que en los trata-
dos con s. salina (Tabla 19; Fig.19B). Al contrario de lo que ocurre en los machos, 
las hembras naives contienen una cantidad significativamente menor de metabolitos 
del NO que las inyectadas con s. salina (Tabla 19; Fig.19D). 

 

 

 

 Machos Hembras valor p  

Concentración NO3
-+NO2

- 21,79±1,89 25,05±3,32 0,41 

 Densidad de células NOS1+ Metabolitos estables del NO 

 Naives S. salina valor p  Naives S. salina valor p  

Machos 19,56±1,78 24,00±3,29 0,33 (t) 26,46±6,19 7,57±2,00 0,02 (U) 

Hembras 20,15±2,78 25,48±3,14 0,26 (t) 8,95±1,63 21,36±4,20 0,02 (U) 
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Tabla 20. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostral y caudal del núcleo 
accumbens de los ratones silvestres naives y los tratados con solución salina (s. salina) y la significación estadística 
de la comparación entre ambos tratamientos en cada sexo (t de Student, U de Mann-Whitney). 

 

 

 

 

 

 

1.4.2. Comparación de la densidad de neuronas NOS1+ en la zona rostral y 
en la caudal de los animales silvestres entre los ratones sin tratamiento 
y los inyectados con s. salina, en cada uno de los sexos 

Al analizar del efecto del el estrés de las inyecciones en la densidad de células 
que contienen NOS1 en el NA, se comprueba que los ratones sometidos a las inyec-
ciones con s. salina no alteran dicha densidad con respecto a los animales naives, ni 
en la zona rostral ni en la caudal. Esto sucede tanto en los machos como en las 
hembras (Tabla 20). 

 

 

Figura 19: Densidad de células que contienen NOS1 (A y C) y contenido de los metabolitos estables del NO (B y D) 
en el núcleo accumbens de los machos (A y B) y las hembras silvestres (C y D). No existen diferencias en el conte-
nido de células NOS1+entre los ratones naives y los inyectados con solución salina (s. salina,) ni en los machos ni 
en las hembras. Por el contrario, la cantidad de NO3- y NO2-, varía dependiendo de si los animales fueron tratados 
con inyecciones con s. salina. Además, dicha variación es diferente según el sexo del animal: el contenido de los 
metabolitos del NO disminuye en los machos, mientras que en las hembras aumenta. * p < 0,05. 
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Tabla 21. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), del núcleo accumbens de los 
ratones knock-out naives y los tratados con solución salina (s. salina) y la significación estadística de la compara-
ción entre ambos tratamientos en cada sexo (U de Mann-Whitney). 

 

1.4.3. Comparación de la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales 
naives y los inyectados con s. salina, en cada uno de los sexos, en los 
animales KO 

El análisis de la influencia del sexo en la producción de NO en los ratones 
KO, muestra que no hay alteraciones en dicha liberación entre los machos naives y los 
inyectados con s. salina. Igualmente, en las hembras KO el contenido de metabolitos 
del NO es igual en ambos casos (Tabla 21). 

 

 

 

1.5. Efecto de la nicotina 

1.5.1. Comparación de la densidad de neuronas NOS1+ y la cantidad de ni-
tratos y nitritos entre los animales inyectados con s. salina y los trata-
dos con nicotina, en cada uno de los sexos, en los animales silvestres 

El contraste de la densidad de células que contienen la NOS1 entre los rato-
nes silvestres tratados con s. salina y los inyectados con nicotina no muestra diferen-
cias significativas, ni en los machos ni en las hembras (Tabla 22). Por otro lado, 
tampoco se observan diferencias en la producción de NO debido al efecto de la 
droga, ya sea en machos o en hembras (Tabla 22). 

 

 Rostral  Caudal 

 Naives S. salina valor p  Naives S. salina valor p  

Machos 20,15±2,37 22,22±2,67 0,60 (t) 18,96±3,14 25,78±5,87 0,47 (U) 

Hembras 24,89±2,51 24,89±5,43 1 (t) 16,00±3,70 26,07±1,19 0,07 (t) 

 Naives S. salina valor p 

Machos 16,10±2,45 17,56±2,89 0,71 

Hembras 22,67±2,56 22,85±3,83 0,97 
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Tabla 22. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), y concentración de metabolitos estables 
del NO (mol/g de peso húmedo), en el núcleo accumbens de los ratones silvestres machos y hembras y la signifi-
cación estadística de su comparación entre los animales inyectados con solución salina (s. salina) y los tratados con 
nicotina (t de Student). 

Tabla 23. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostral y caudal del núcleo 
accumbens de los ratones silvestres tratados con solución salina (s. salina) y los inyectados con nicotina y la signifi-
cación estadística de la comparación entre ambos tratamientos en cada sexo (t de Student, U de Mann-Whitney). 

 

 

 

1.5.2. Comparación de la densidad de neuronas NOS1+ en la zona rostral y 
en la caudal entre los ratones silvestres tratados con s. salina y los in-
yectados con nicotina, en cada uno de los sexos 

En los ratones silvestres macho, la nicotina no altera la densidad de las neu-
ronas NOS1+ con respecto a sus controles tratados con s. salina, ni en la zona ros-
tral ni en la caudal del NA (Tabla 23; Fig. 20A,B). En las hembras, el tratamiento 
con nicotina tampoco modifica dicha densidad respecto a las tratadas con s. salina 
en la zona rostral (Tabla 23; Fig. 20C). Por el contrario, la zona caudal sí muestra 
una respuesta a la droga, disminuyendo significativamente el contenido las células 
que expresan la NOS1 (Tabla 23; Fig. 20D). 

 

 

 Densidad de células NOS1+ Metabolitos estables del NO 

 S. salina Nicotina valor p  S. salina Nicotina valor p  

Machos 24,00±3,29 17,78±1,78 0,20 7,57±2,00 11,32±1,45 0,14 

Hembras 25,48±3,14 19,56±2,05 0,16 21,36±4,20 17,76±3,58 0,52 

 Rostral  Caudal 

 S. salina Nicotina valor p  S. salina Nicotina valor p  

Machos 22,22±2,67 20,15±1,19 0,52 (U) 25,78±5,87 15,41±3,14 0,19 (U) 

Hembras 24,89±5,43 24,89±6,49 1 (t) 26,07±1,19 14,22±2,90 0,02 (t) 
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Tabla 24. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el núcleo accumbens de los 
ratones knock-out tratados con solución salina (s. salina) e inyectados con nicotina y la significación estadística de la 
comparación entre ambos tratamientos en cada sexo (t de Student). 

 

 

 

 

 

 

1.5.3. Comparación de la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales 
tratados con s. salina y los inyectados con nicotina, en cada uno de los 
sexos, en los ratones KO 

Al contrastar la concentración de metabolitos del NO en el NA, no se 
observan diferencias en ésta entre los machos KO sometidos a las inyecciones de s. 
salina y los tratados con nicotina (Tabla 24). Lo mismo ocurre entre las hembras que 
carecen de la NOS1 tratadas con s. salina y las inyectadas con la droga (Tabla 24). 

 

 

 

Figura 20: Densidad de las células que contienen NOS1 en las zonas rostral (A y C) y caudal (B y D) del núcleo 
accumbens de los machos (A y B) y las hembras silvestres (C y D). No hay diferencias en el contenido de células 
NOS1+entre los ratones inyectados con solución salina (s. salina) y los tratados con nicotina, ni en la zona rostral 
ni en la caudal de los machos. En las hembras, tampoco se observan cambios debidos a la droga en la zona 
rostral. Por el contrario, en la zona caudal la densidad de neuronas NOS1+ disminuye debido a la nicotina con 
respecto a las hembras tratadas con s. salina. * p < 0,05. 
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Resumen 

Animales sin tratamiento 

Los animales naives silvestres no muestran diferencias sexuales en la densidad 
de neuronas que contienen NOS1 en el NA. Asimismo, no hay diferencias rostro-
caudales en la distribución de éstas ni en los machos ni en las hembras; es más, tam-
poco hay diferencias sexuales en la zona rostral o la caudal del NA. Por el contrario, 
la producción de NO es mayor en los machos que en las hembras. Más aún, cuando 
se estudia cómo influye la carencia de la enzima NOS1 en la liberación de NO en 
los ratones naives, las hembras silvestres muestran una menor cantidad de metaboli-
tos estables del NO que las hembras KO. Sin embargo, no se observan diferencias 
en la cantidad de éstos entre los machos silvestres y KO. Además, al contrario de lo 
que ocurre en los ratones silvestres, no existen diferencias sexuales en la producción 
de NO entre los machos y las hembras KO. 

Animales inyectados con solución salina 

Al igual que ocurre en los ratones naives, los animales silvestres tratados con s. 
salina no exhiben diferencias entre sexos en la densidad de neuronas NOS1+ en el 
NA. Asimismo, tampoco muestran diferencias rostro-caudales en dicha densidad, ni 
en los machos ni en las hembras. Además, tampoco presentan diferencias sexuales 
ni en la zona rostral ni en la caudal del NA. Sin embargo, los animales silvestres tra-
tados con s. salina muestran diferencias sexuales en la cantidad de los metabolitos 
estables del NO en el NA, pero en sentido inverso de lo que sucede en los animales 
naives: los machos tienen una menor liberación de NO que las hembras. Asimismo, 
al comparar el contenido de metabolitos estables del NO entre los animales silves-
tres y los ratones que carecen de NOS1, se observa que en los ratones tratados con 
s. salina ocurre lo contrario que en los naives: Es decir, los machos silvestres poseen 
una menor concentración de NO2-/NO3- que los machos KO, mientras que no hay 
diferencias entre las hembras de ambos genotipos. Además, no existen diferencias 
sexuales en la producción de NO en los KO inyectados con s. salina. 

 S. salina Nicotina valor p  

Machos 17,56±2,89 21,79±1,89 0,25 

Hembras 22,85±3,83 25,05±3,23 0,68 
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Animales inyectados con nicotina 

En el NA, no existen diferencias sexuales en la densidad de células NOS1+ 
en los ratones tratados con nicotina. Asimismo, tampoco se observan diferencias en 
la densidad de neuronas nitrérgicas entre las zonas rostral y caudal del NA, ni en los 
machos ni en las hembras. Igualmente, no hay diferencias sexuales en dicha densi-
dad ni en la zona rostral ni en la caudal. Además, los ratones silvestres tratados con 
nicotina no exhiben diferencias en la concentración de los metabolitos estables del 
NO entre sexos, al contrario de lo que ocurría en los animales naives y en los que 
fueron sometidos a inyecciones con s. salina. Además, al igual que ocurre en los 
animales inyectados con s. salina, en los ratones tratados con nicotina la liberación 
de NO es menor en los machos silvestres que en los machos KO. De igual forma, 
no se aprecia cambios en el contenido de los metabolitos del NO entre las hembras 
de ambos genotipos, así como tampoco hay diferencias sexuales en los ratones KO. 

Efecto del estrés 

En el NA de los ratones silvestres, la densidad de neuronas que expresan 
NOS1 no se ve alterada por las inyecciones de s. salina con respecto a los ratones 
naives, ni en los machos ni en las hembras. Además, al estudiar la zona rostral y la 
caudal por separado, tampoco se observan cambios en dicha densidad. Por el con-
trario, el contenido de metabolitos del NO en los animales silvestres sí varía como 
consecuencia del estrés de las inyecciones con s. salina, disminuyendo en los machos 
y aumentando en las hembras. Por el contrario, en los ratones KO, la concentración 
de los metabolitos estables del NO no se ve alterada por las inyecciones de s. salina. 

Efecto de la nicotina 

La nicotina no modifica la densidad global de células NOS1+ en el NA de 
los ratones silvestres respecto a la de los animales tratados con s. salina, en ninguno 
de los dos sexos. Sin embargo, existen divergencias en la respuesta al tratamiento 
con la droga entre las zonas rostral y caudal, dependiendo del sexo del animal: mien-
tras que en los machos no hay un efecto significativo en ninguna de las dos zonas 
estudiadas, las hembras muestran un descenso significativo de las neuronas nitrérgi-
cas en el nivel caudal. Por otro lado, tanto en los animales silvestres como en los 
KO, la concentración de los metabolitos del NO no cambia con respecto a los ani-
males inyectados con s. salina ni en los machos ni en las hembras. 

Tabla 

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos del análisis del con-
tenido de las neuronas NOS1+ en el NA de los animales machos (♂) y hembras (♀) 
silvestres, tanto de la densidad media de todo el NA (total), como de las dos zonas 
estudiadas en cada una de las situaciones analizadas. Además, se resume el análisis 
de la concentración de los metabolitos estables del NO (NO2- / NO3-) tanto en los 
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ratones silvestres como en los KO machos (♂) y hembras (♀). También se muestran 
las diferencias sexuales en cada genotipo (♂ vs ♀), así como las diferencias por ge-
notipo entre los ratones silvestres y KO. C: zona caudal. N: naives. Nic: nicotina. R: 
zona rostral. SS: solución salina. =: no existen diferencias. 
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Tabla 25. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), y concentración de metabolitos estables 
del NO (mol/g de peso húmedo), en el caudado-putamen de los ratones silvestres y la significación estadística de 
su comparación entre machos y hembras sin tratamiento (t de Student y U de Mann-Whitney). 

2. En el CP: 

2.1. Animales sin tratamiento 

2.1.1. Comparación de la densidad de células NOS1+ y la cantidad de nitra-
tos y nitritos entre los machos y las hembras silvestres 

En los animales naives, la cantidad de neuronas que contienen la enzima 
NOS1 es significativamente menor en los machos que en las hembras (Tabla 25, 
Fig. 21A). Por el contrario, la liberación de NO en ausencia de tratamiento es similar 
en los machos y en las hembras silvestres (Tabla 25, Fig. 21B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Machos Hembras valor p  

Densidad de células NOS1+ 14,22±1,48 21,69±0,94 0,007 (t) 

Concentración NO3
-+NO2

- 4,04±1,19 2,81±0,51 0,37 (U) 

Figura 21: Densidad de células que contienen NOS1 (A) y contenido de los metabolitos estables del NO (B), en el 
caudado-putamen de los machos y las hembras silvestres en ausencia de cualquier tipo de tratamiento. Los machos 
muestran un menor contenido de células NOS1+ que las hembras (A), mientras que no hay diferencias sexuales en 
la cantidad de NO3- y NO2- (B). ** p < 0,01. 
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Tabla 26. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostro-dorsal, rostro-lateral, 
rostro-medial, caudo-dorsal y caudo-lateral del caudado-putamen de los ratones silvestres naives y la significación 
estadística de la comparación de dichas zonas en cada sexo (ANOVA; Kruskal-Wallis, K-W). 

Tabla 27. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostro-dorsal, rostro-lateral, 
rostro-medial, caudo-dorsal y caudo-lateral del caudado-putamen de los ratones silvestres sin tratamiento y la signi-
ficación estadística de la comparación de cada una de ellas entre ambos sexos (t de Student, U de Mann-Whitney). 

2.1.2. Cotejo de la densidad de neuronas NOS1+ entre las distintas áreas, en 
cada uno de los sexos en los animales silvestres 

En los animales naives, el contraste de las densidades de neuronas NOS1+ no 
refleja diferencias entre las cinco áreas estudiadas en el CP de los machos silvestres 
(Tabla 26). Además, tampoco existen diferencias significativas entre las áreas anali-
zadas en las hembras (Tabla 26). 

 

 

 

2.1.3. Comparación de la densidad de células positivas a NOS1 en cada una 
de las áreas de los animales silvestres, entre ambos sexos 

El análisis de la cantidad de células que expresan la NOS1 en las cinco áreas 
estudiadas en el CP de los ratones naives, muestra que las hembras tienen una mayor 
abundancia de dichas células que los machos en las áreas RD, RM y CD (Tabla 27; 
Fig. 22A,C,D). Sin embargo, esta diferencia no se observa en las áreas RL y CL (Ta-
bla 27; Fig. 22B,E). 

 

 

 Rostro-dorsal Rostro-lateral Rostro-medial Caudo-dorsal Caudo-lateral valor p 

Machos 16,59±3,14 14,22±3,56 13,04±1,19 11,85±1,19 15,41±4,27 0,80 
(ANOVA)

Hembras 28,44±1,45 20,44±7,17 24,00±3,67 20,44±2,67 15,11±3,94 
0,22  

(K-W) 

 Machos Hembras) valor p  

Rostro-dorsal 16,59±3,14 28,44±1,45 0,013 (t) 

Rostro-lateral 14,22±3,56 20,44±7,17 0,52 (t) 

Rostro-medial 13,04±1,19 24,00±3,67 0,03 (U) 

Caudo-dorsal 11,85±1,19 20,44±2,67 0,046 (U) 

Caudo-lateral 15,41±4,27 15,11±3,94 0,96 (t) 
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Tabla 28. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el caudado-putamen de los 
ratones silvestres y knock-out (KO) naives y la significación de su comparación estadística en cada uno de los sexos 
(t de Student, U de Mann-Whitney). 

 

 

2.1.4. Análisis de la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales silves-
tres y KO, en cada uno de los sexos 

El estudio de la influencia de la NOS1 en la liberación de NO en los machos, 
muestra que no hay diferencias significativas entre silvestres y KO en ausencia de 
tratamiento (Tabla 28). Asimismo, tampoco se aprecian divergencias en la cantidad 
de metabolitos del NO entre las hembras de ambos genotipos (Tabla 28). 

 

 

Figura 22: Densidad de células que contienen NOS1 
en el caudado-putamen de los machos y las hembras 
silvestres en ausencia de tratamiento. Los machos 
muestran un menor contenido de células NOS1+ que 
las hembras en las zonas rostro-dorsal (RD; A), rostro-
medial (RM; C) y caudo-dorsal (CD; D), mientras que 
no hay diferencias sexuales ni en la zona rostro-lateral 

(RL; B), ni en la caudo-lateral (CL; E). * p < 0,05. 
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Tabla 29. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el caudado-putamen de los 
ratones knock-out en ausencia de tratamiento y la significación estadística de su comparación entre machos y hem-
bras (t de Student). 

Tabla 30. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), y concentración de metabolitos estables 
del NO (mol/g de peso húmedo), en el caudado-putamen de los ratones silvestres y la significación estadística de 
su comparación entre machos y hembras tratados con solución salina (t de Student). 

 

2.1.5. Comparación de la cantidad de nitratos y nitritos entre ambos sexos en 
los ratones KO 

El estudio de la producción de NO en los ratones KO naives de ambos sexos, 
muestra que ésta es similar entre machos y hembras (Tabla 29). 

 

 

2.2. Animales inyectados con solución salina 

2.2.1. Comparación de la densidad de células NOS1+ y la cantidad de nitra-
tos y nitritos, entre los machos y las hembras silvestres 

Contrariamente a lo que sucede en los ratones naives, el CP de los animales 
silvestres tratados con s. salina no muestra diferencias sexuales en la cantidad de 
células NOS1+ (Tabla 30; Fig. 23A). Sin embargo, sí que existe un dimorfismo se-
xual en la producción de NO: en los machos, el CP contiene mayor concentración 
de metabolitos del NO que las hembras (Tabla 30; Fig. 23B). 

 

 

 Silvestres KO valor p  

Machos 4,04±1,19 1,95±0,54 0,15 (U) 

Hembras 2,81±0,51 1,86±0,48 0,22 (t) 

 Machos Hembras valor p  

Concentración NO3
-+NO2

- 1,95±0,54 1,89±0,48 0,89 

 Machos Hembras valor p  

Densidad de células NOS1 14,58±0,94 17,78±1,09 0,07 

Concentración NO3
-+NO2

- 6,28±0,98 3,49±0,70 0,03 
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Tabla 31. Densidad de células positivas a NOS1 en las zonas rostro-dorsal, rostro-lateral, rostro-medial, caudo-
dorsal y caudo-lateral del caudado-putamen de los ratones silvestres inyectados con solución salina y la significa-
ción estadística de la comparación de dichas zonas en cada sexo (ANOVA; Kruskal-Wallis, K-W). 

 

 

 

 

 

2.2.2. Cotejo de la densidad de neuronas NOS1+ entre las distintas áreas, en 
cada uno de los sexos, en los animales silvestres 

Los ratones macho sometidos a las inyecciones con s. salina contienen una 
densidad de células que expresan NOS1 similar en todas las áreas analizadas (Tabla 
31). Asimismo, las hembras sometidas a este tratamiento tampoco tienen diferencias 
significativas en la cantidad de neuronas NOS1+ entre las distintas áreas estudiadas 
en el CP (Tabla 31). 

 

 

 

 Rostro-dorsal Rostro-lateral Rostro-medial Caudo-dorsal Caudo-lateral valor p  

Machos 18,67±1,70 17,78±2,90 12,44±4,23 12,44±3,70 11,56±1,70 
0,34 

(ANOVA)

Hembras 23,70±1,19 10,67±2,05 23,70±3,14 21,33±7,40 9,48±1,19 
0,13 

(K-W) 

Figura 23: Densidad de células que contienen NOS1 (A) y contenido de los metabolitos estables del NO (B), en el 
caudado-putamen de los machos y las hembras silvestres tratados con s. salina. No hay diferencias sexuales en el 
contenido de células NOS1+ (A). Por el contrario, los machos muestran una concentración de NO3- y NO2- mayor 
que las hembras (B). * p < 0,05. 
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Tabla 32. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las áreas analizadas del caudado-
putamen de los ratones silvestres tratados con solución salina y la significación estadística de la comparación de 
cada una de ellas entre ambos sexos (t de Student). 

Tabla 33. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el caudado-putamen de los 
ratones silvestres y knock-out (KO) tratados con s. salina y la significación de su comparación estadística en cada 
uno de los sexos (t de Student, U de Mann-Whitney). 

2.2.3. Comparación entre ambos sexos de la densidad de células positivas a 
NOS1 en cada una de las áreas de los animales silvestres  

Los animales inyectados con s. salina no muestran diferencias sexuales en el 
contenido de neuronas NOS1+ en el CP en ninguna de las áreas estudiadas, al con-
trario de lo que sucedía en los ratones naives (Tabla 32).  

 

 

 

2.2.4. Análisis de la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales silves-
tres y KO, en cada uno de los sexos 

Los ratones inyectados con s. salina muestran una producción de NO dife-
rente dependiendo del genotipo y del sexo: en los machos silvestres ésta es mayor 
que en los KO (Tabla 33; Fig. 24A), mientras que no hay diferencias entre las hem-
bras de ambos genotipos (Tabla 33; Fig. 24B).  

 

 

 

 Machos Hembras  valor p  

Rostro-dorsal 18,67±1,70 23,70±1,19 0,08 

Rostro-lateral 17,78±2,90 10,67±2,05 0,12 

Rostro-medial 12,44±4,23 23,70±3,14 0,10 

Caudo-dorsal 12,44±3,70 21,33±7,40 0,30 

Caudo-lateral 11,56±1,70 9,48±1,19 0,40 

 Silvestres KO valor p  

Machos 6,28±0,98 2,02±0,37 0,002 (U) 

Hembras 3,49±0,70 2,08±0,55 0,18 (t) 
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Tabla 34. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el caudado-putamen de los 
ratones knock-out tratados con solución salina y la significación estadística de su comparación entre machos y 
hembras (t de Student). 

Tabla 35. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), y concentración de metabolitos estables 
del NO (mol/g de peso húmedo), en el caudado-putamen de los ratones silvestres y la significación estadística de 
su comparación entre machos y hembras tratados con nicotina (t de Student). 

 

 

 

 

 

2.2.5. Comparación de la cantidad de nitratos y nitritos entre ambos sexos, 
en los ratones KO 

El estudio de la producción de NO en los ratones KO de ambos sexos, mues-
tra que ésta es similar entre los machos y las hembras sometidos a las inyecciones de 
s. salina (Tabla 34). 

 

 

 

2.3. Animales inyectados con nicotina 

2.3.1. Comparación de la densidad de células NOS1+ y la cantidad de nitra-
tos y nitritos, entre los machos y las hembras silvestres 

El estudio del CP de los ratones silvestres tratados con nicotina no revela di-
ferencias sexuales, ni en la densidad de neuronas que expresan la NOS1, ni en la 
producción de metabolitos del NO en estos animales (Tabla 35). 

 

 

 Machos Hembras valor p  

Concentración NO3
-+NO2

- 2,02±0,37 2,08±0,55 0,93 

Figura 24: Contenido de metabolitos estables del NO en el caudado-putamen de los ratones silvestres (+/+) y 
knock-out (KO) tratados con solución salina. Los machos silvestres contienen mayor cantidad de NO3- y NO2- que 
los KO (A). Sin embargo, las hembras no muestran diferencias en la cantidad de metabolitos estables del NO entre 
ambos genotipos (B). ** p < 0,01. 
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Tabla 36. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostro-dorsal, rostro-lateral, 
rostro-medial, caudo-dorsal y caudo-lateral del caudado-putamen de los ratones silvestres tratados con nicotina y la 
significación estadística de la comparación de dichas zonas en cada sexo (ANOVA y test post hoc de Tukey).    
† p < 0,05 respecto a la zona caudo-dorsal. 

 

2.3.2. Cotejo de la densidad de neuronas NOS1+ entre las distintas áreas, en 
cada uno de los sexos, en los animales silvestres 

En los machos silvestres tratados con la droga hay diferencias significativas 
en el contenido de células NOS1+: la zona CD posee una menor densidad de éstas 
que las áreas RD, RL y RM (Tabla 36; Fig. 25A). No hay diferencias en dicha densi-
dad entre el resto de áreas en los machos (Tabla 36; Fig. 25A). En las hembras, no 
observamos diferencias significativas en el contenido de neuronas que expresan 
NOS1 entre las áreas analizadas (Tabla 36; Fig. 25B). 

 

 

 

 

 

 

 Machos Hembras valor p  

Densidad de células NOS1 14,22±0,89 19,91±1,84 0,06 

Concentración NO3
-+NO2

- 2,91±0,47 1,75±0,38 0,08 

 Rostro-dorsal Rostro-lateral Rostro-medial Caudo-dorsal Caudo-lateral valor p 

Machos 17,78±2,05† 18,96±1,86† 17,78±2,05† 7,11±3,56 9,48±1,19 0,008 

Hembras 25,78±6,22 12,44±3,08 27,56±5,50 14,22±3,84 19,56±4,23 0,14 
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Tabla 37. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las áreas rostro-dorsal, rostro-lateral, 
rostro-medial, caudo-dorsal y caudo-lateral del caudado-putamen de los ratones silvestres tratados con nicotina y la 
significación estadística de la comparación de cada una de ellas entre ambos sexos (t de Student, U de Mann-
Whitney). 

Tabla 38. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el caudado-putamen de los 
ratones silvestres y knock-out (KO) tratados con nicotina y la significación de su comparación estadística en cada 
uno de los sexos (t de Student). 

 

 

 

 

2.3.3. Comparación entre ambos sexos de la densidad de células positivas a 
NOS1 en cada una de las áreas de los animales silvestres  

Los animales tratados con nicotina no muestran diferencias entre sexos en el 
contenido de células NOS1+ en ninguna de las zonas del CP analizadas (Tabla 37).  

 

 

 

 

2.3.4. Análisis de la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales silves-
tres y KO, en cada uno de los sexos 

El estudio de la liberación de NO entre los animales silvestres y KO, no refle-
ja diferencias en la concentración de los metabolitos del gas, ni entre los machos ni 
entre las hembras de ambos genotipos (Tabla 38). 

 

 

 

 

 

 

 Machos Hembras  valor p  

Rostro-dorsal 17,78±2,05 25,78±6,22 0,34 (t) 

Rostro-lateral 18,96±1,86 12,44±3,08 0,15 (t) 

Rostro-medial 17,78±2,05 27,56±5,50 0,21 (t) 

Caudo-dorsal 7,11±3,56 14,22±3,84 0,25 (t) 

Caudo-lateral 9,48±1,19 19,56±4,23 0,09 (U) 

Figura 25: Densidad de células que contienen NOS1 en el caudado-putamen (CP) de los machos (A) y las hembras 
silvestres (B) tratados con nicotina. En los machos, las zonas rostro-dorsal (RD), rostro-lateral (RL) y rostro-medial 
(RM) muestran un contenido de células NOS1+ significativamente mayor que la zona caudo-dorsal (CD), mientras 
que no hay diferencias significativas entre el resto de las áreas del CP analizadas. Por el contrario, las hembras no 
muestran diferencias entre ninguna de las áreas del CP. * p < 0,05. 



 

115 
 

Tabla 39. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el caudado-putamen de los 
ratones knock-out en ausencia de tratamiento y la significación estadística de su comparación entre machos y hem-
bras (t de Student). 

Tabla 40. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), y concentración de metabolitos estables 
del NO (mol/g de peso húmedo), en el caudado-putamen de los ratones silvestres machos y hembras y la signifi-
cación estadística de la comparación (t de Student) entre los animales sin tratar (naives) y los inyectados con solu-
ción salina (s. salina). 

 

2.3.5. Comparación de la cantidad de nitratos y nitritos, entre ambos sexos, 
en los ratones KO 

El estudio de la producción de NO en los ratones KO de ambos sexos, mues-
tra que ésta es similar en los machos y las hembras tratados con la droga (Tabla 39). 

 

 

 

2.4. Efecto del estrés 

2.4.1. Comparación de la densidad de las neuronas NOS1+ y la cantidad de 
nitratos y nitritos entre los animales naives y los inyectados con s. sali-
na, en cada uno de los sexos, en los animales silvestres 

Los machos no muestran cambios en la densidad de neuronas NOS1+ entre 
los animales no sometidos a ningún tratamiento y los inyectados con s. salina (Tabla 
40; Fig.26A). Por el contrario, en las hembras sí observamos diferencias significati-
vas: la inyección de s. salina provoca un descenso en la densidad de células que con-
tienen NOS1, respecto a sus controles naives (Tabla 40; Fig.26C). 

El estudio del efecto del estrés en la liberación de NO en los ratones silves-
tres demuestra que, ni en los machos ni en las hembras, hay diferencias entre los 
naives y los tratados con s. salina (Tabla 40; Fig.26B,D). 

 

 

 

 Silvestres KO valor p  

Machos 2,91±0,47 3,06±0,52 0,83 

Hembras 1,75±0,38 1,86±0,44 0,85 

 Machos Hembras valor p 

Concentración NO3
-+NO2

- 3,06±0,52 1,86±0,44 0,10 



 

116 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Densidad de células NOS1 Metabolitos estables del NO 

 Naives S. salina valor p  Naives S. salina valor p  

Machos 14,22±1,49 14,58±0,94 0,84 4,04±1,90 6,28±2,91 0,17 

Hembras 21,67±0,93 17,78±1,09 0,04 2,81±0,51 3,49±0,70 0,44 

Figura 26: Densidad de células que contienen NOS1 (A y C) y contenido de los metabolitos estables del NO (B y 
D), en el caudado-putamen de los machos (A y B) y las hembras silvestres (C y D). En los machos no se aprecian 
diferencias en el contenido de células NOS1+ entre los ratones naives y los inyectados con solución salina (s. sali-
na). Sin embargo, en las hembras naives hay una mayor densidad de las neuronas positivas para NOS1 que en las 
tratadas con s. salina. Por el contrario, la cantidad de NO3- y NO2- no sufre alteraciones en los ratones inyectados 
con s. salina, con respecto a los naives, ni en los machos ni en las hembras. * p < 0,05. 
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Tabla 41. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostro-dorsal, rostro-lateral, 
rostro-medial, caudo-dorsal y caudo-lateral del caudado-putamen de los ratones silvestres naives y los tratados con 
solución salina (s. salina) y la significación estadística de la comparación entre ambos tratamientos en cada sexo (t 
de Student, U de Mann-Whitney). 

2.4.2. Comparación de la densidad de neuronas NOS1+ en cada una de las 
áreas de los animales silvestres entre los ratones sin tratamiento y los 
inyectados con s. salina, en cada uno de los sexos 

Al realizar el análisis de la influencia del estrés de las inyecciones en la densi-
dad de células NOS1+ en diversas regiones del CP, no se observan modificaciones 
con respecto a los ratones naives. Esto sucede tanto en los machos como en las 
hembras (Tabla 41). 

 

 

Rostro-dorsal  Naives S. salina valor p  

Machos 16,59±3,14 18,67±1,70 0,56 (t) 

Hembras 28,44±1,45 23,70±1,19 0,06 (t) 

Rostro-lateral  Naives S. salina valor p  

Machos 14,22±3,56 17,78±2,90 0,75 (t) 

Hembras 20,44±7,17 10,67±2,05 0,27 (U) 

Rostro-medial Naives S. salina valor p  

Machos 13,04±1,19 12,44±4,23 0,91 (U) 

Hembras 24,00±3,67 23,70±3,14 0,96 (t) 

Caudo-dorsal  Naives S. salina valor p  

Machos 11,85±1,19 12,44±3,70 0,90 (t) 

Hembras 20,44±2,67 21,33±7,40 0,90 (t) 

Caudo-lateral Naives S. salina valor p  

Machos 15,41±4,27 11,56±1,70 0,39 (t) 

Hembras 15,11±3,94 9,48±1,19 0,29 (t) 
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Tabla 43. Valores de la densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), y de la concentración de 
metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el caudado-putamen de los ratones silvestres machos y 
hembras y la significación estadística de su comparación entre los animales inyectados con solución salina (s. sali-
na) y los tratados con nicotina (t de Student, U de Mann-Whitney). 

Tabla 42. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), del caudado-putamen de los 
ratones knock-out naives y los tratados con solución salina (s. salina) y la significación estadística de la comparación 
entre ambos tratamientos en cada sexo (t de Student). 

2.4.3. Comparación de la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales 
naives y los inyectados con s. salina, en cada uno de los sexos, en los 
animales KO 

Al analizar la importancia del estrés de las inyecciones en el contenido de me-
tabolitos estables del NO del CP de los ratones KO, se observa que la producción de 
dichos metabolitos no se modifica por las inyecciones de s. salina respecto a los 
animales naives, ni en los machos ni en las hembras (Tabla 42). 

 

 

 

2.5. Efecto de la nicotina 

2.5.1. Comparación de la densidad de las neuronas NOS1+ y la cantidad de 
nitratos y nitritos entre los animales inyectados con s. salina y los tra-
tados con nicotina, en cada uno de los sexos, en los animales silvestres 

El estudio de la influencia de la nicotina en la densidad de neuronas que ex-
presan NOS1 muestra que la droga no modifica dicha densidad, con respecto a sus 
controles inyectados con s. salina, ni en los machos ni en las hembras (Tabla 43, Fig. 
27A,C). Sin embargo, al analizar la cantidad de metabolitos de NO producidos, se 
comprueba que los machos inyectados con nicotina producen menos cantidad que 
los tratados con s. salina (Tabla 43, Fig. 27B). Por el contrario, no hay diferencias 
entre las hembras sometidas a cada uno de los tratamientos (Tabla 43, Fig. 27D). 

 

 

 

 

 

 Naives S. salina valor p  

Machos 1,95±0,54 2,02±0,37 0,92 

Hembras 1,86±0,48 2,08±0,55 0,77 
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 Densidad de células NOS1 Metabolitos estables del NO 

 S. salina Nicotina valor p  S. salina Nicotina valor p  

Machos 14,58±0,94 14,22±0,82 0,80 (t) 6,28±0,98 2,91±0,47 0,01 (U) 

Hembras 17,78±1,09 19,91±1,84 0,41 (t) 3,49±0,70 1,75±0,38 0,07 (t) 

Figura 27: Densidad de células que contienen NOS1 (A y C) y contenido de los metabolitos estables del NO (B y 
D), en el caudado-putamen de los machos (A y B) y las hembras silvestres (C y D). No hay diferencias en el con-
tenido de células NOS1+ entre los ratones inyectados con solución salina (s. salina) y los tratados con nicotina, en 
ninguno de los dos sexos. Sin embargo, en los machos tratados con s. salina hay una mayor cantidad de NO3- y 
NO2- que en los inyectados con nicotina. Por el contrario, las hembras no sufren alteraciones en la liberación de 
NO debidas al tratamiento con la droga. * p < 0,05. 
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Tabla 44. Densidad de células positivas a NOS1 (nº células NOS1+/mm2), en las zonas rostro-dorsal, rostro-lateral, 
rostro-medial, caudo-dorsal y caudo-lateral del caudado-putamen de los ratones silvestres inyectados con solución 
salina (s. salina) y los tratados con nicotina y la significación estadística de la comparación entre ambos tratamientos 
en cada sexo (t de Student, U de Mann-Whitney). 

2.5.2. Comparación de la densidad de neuronas NOS1+ en cada área estu-
diada entre los ratones silvestres tratados con s. salina y los inyectados 
con nicotina, en cada uno de los sexos 

El análisis del efecto del tratamiento con la droga sobre la densidad de neu-
ronas NOS1+, no señala diferencias en ninguna de las cinco áreas analizadas entre 
los animales tratados con nicotina y los inyectados con s. salina, ya sean machos o 
hembras (Tabla 44).  

 

 

Rostro-dorsal  S. salina Nicotina valor p  

Machos 18,67±1,70 17,78±2,05 0,56 (t) 

Hembras 23,70±1,19 25,78±6,22 0,76 (U) 

Rostro-lateral  S. salina Nicotina valor p  

Machos 17,78±2,90 18,96±1,19 0,47 (t) 

Hembras 10,67±2,05 12,44±3,08 0,68 (U) 

Rostro-medial S. salina Nicotina valor p  

Machos 12,44±4,23 17,78±2,05 0,32(U) 

Hembras 23,70±3,14 27,56±5,50 0,61 (t) 

Caudo-dorsal  S. salina Nicotina valor p  

Machos 12,44±3,70 7,11±3,56 0,36 (t) 

Hembras 21,33±7,40 14,22±3,84 0,40 (t) 

Caudo-lateral S. salina Nicotina valor p  

Machos 11,56±1,70 9,48±1,19 0,40 (t) 

Hembras 9,48±1,19 19,56±4,23 0,09 (U) 
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Tabla 45. Concentración de metabolitos estables del NO (mol/g de peso húmedo), en el caudado-putamen de los 
ratones knock-out tratados con solución salina (s. salina) e inyectados con nicotina y la significación estadística de la 
comparación entre ambos tratamientos en cada sexo (t de Student). 

2.5.3. Comparación de la cantidad de nitratos y nitritos entre los animales 
tratados con s. salina y los inyectados con nicotina, en cada uno de los 
sexos, en los ratones KO 

Al contrario de lo que sucede en los machos silvestres, en los ratones macho 
KO no se modifica la cantidad de metabolitos estables del NO por efecto del trata-
miento con la droga, respecto a los animales inyectados con s. salina (Tabla 45). 
Asimismo, en las hembras KO tampoco se modifica la liberación de NO por efecto 
de las inyecciones con nicotina (Tabla 45), al igual que ocurre con las hembras sil-
vestres.  

 

 

 

Resumen 

Animales sin tratamiento 

En el CP, la densidad de neuronas que expresan NOS1 en los ratones naives 
silvestres es menor en los machos que en las hembras. Es más, cuando se analizan 
las áreas del CP elegidas en esta Tesis Doctoral, se comprueba que dichas diferen-
cias se producen en las áreas RD, la RM y la CD, mientras que no existen dimorfis-
mos ni en la zona RL ni en la CL. Sin embargo, ni en los machos ni en las hembras 
hay diferencias significativas en el contenido de las células NOS1+ entre las cinco 
áreas estudiadas. Además, no hay diferencias en la producción de NO2- / NO3- en-
tre machos y hembras silvestres. Más aún, la falta de la enzima NOS1 no afecta a la 
cantidad de metabolitos estables del NO, que se produce en el CP de los ratones 
naives KO respecto a los animales silvestres, en ninguno de los dos sexos. Del mismo 
modo, la liberación de NO es similar entre los machos y las hembras KO.  

Animales inyectados con solución salina 

Los animales silvestres tratados con s. salina no muestran diferencias sexuales 
en la densidad de neuronas NOS1+, ni cuando se valora el conjunto del CP ni 
cuando se analizan las diferentes áreas estudiadas en este Trabajo, al contrario de lo 
que sucede en los animales naives. Además, no hay diferencias en el contenido de las 

 S. salina Nicotina valor p  

Machos 2,02±0,37 3,06±0,52 0,12 

Hembras 2,08±0,54 1,86±0,44 0,76 
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neuronas que expresan la NOS1 entre las cinco áreas analizadas, ni en los machos ni 
en las hembras. Por el contrario, mientras que en los ratones silvestres sin tratar el 
sexo no parece influir la producción de NO, en los inyectados con s. salina sí es de-
terminante: en los machos es mayor que en las hembras. Es más, el estudio del efec-
to del genotipo en la producción de NO en los ratones demuestra que, mientras que 
en los machos silvestres ésta es mayor que en los KO, en las hembras no hay dife-
rencias entre ambos genotipos. Además, en los animales KO no existen diferencias 
sexuales en la concentración de los metabolitos del NO, al contrario que en los ra-
tones silvestres sometidos a este tratamiento. 

Animales inyectados con nicotina 

Los animales silvestres tratados con la droga no tienen diferencias sexuales 
significativas en la densidad de las neuronas NOS1+, ni analizando el CP total ni 
estudiando las diferentes áreas de CP por separado. Además, en las hembras no se 
observan diferencias en la distribución de dichas neuronas entre las distintas áreas 
del CP analizadas. Sin embargo, en los machos silvestres tratados con la nicotina sí 
se producen cambios: en la zona CD hay una menor densidad de las células que 
contienen NOS1 que en las áreas RD, RL y RM. Por el contrario, no hay diferencias 
sexuales significativas en la producción de los metabolitos del NO en estos animales 
silvestres. Es más, esta producción es similar entre los ratones silvestres y los KO 
que carecen de la enzima NOS1, tanto en los machos como en las hembras. Ade-
más, tampoco hay diferencias sexuales en la concentración de los metabolitos esta-
bles del NO en el CP de los ratones KO. 

Efecto del estrés 

El estrés de las inyecciones con s. salina no produce un cambio en la densi-
dad de neuronas NOS1+ respecto a los ratones naives en los machos silvestres, ni en 
el conjunto del CP ni cuando se analizan las diferentes áreas por separado. Por el 
contrario, el estrés de las inyecciones disminuye dicha densidad en las hembras de 
manera global, pero no específicamente en un área concreta del CP. Sin embargo, ni 
los machos ni las hembras silvestres muestran una alteración significativa en la con-
centración de los metabolitos estables del NO. Igualmente, en los ratones KO tam-
poco se observan alteraciones en la liberación de NO entre los animales tratados 
con s. salina y los naives, en ninguno de los dos sexos. 

Efecto de la nicotina 

En los ratones silvestres, no se observan cambios significativos en la densi-
dad de neuronas NOS1+ debidos a la influencia de la droga, ni en el conjunto del 
CP ni en ninguna de las áreas estudiadas en esta estructura encefálica, ya sean ma-
chos o hembras. Es más, en éstas tampoco hay una alteración de la cantidad de me-
tabolitos estables del NO entre las inyectadas con s. salina y las tratadas con la nico-
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tina. Por el contrario, en los machos la liberación de NO disminuye por efecto de la 
droga. Sin embargo, ni en los machos ni en las hembras KO se observan cambios en 
dicha liberación como consecuencia del tratamiento con la nicotina. 

Tabla 

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos del análisis del con-
tenido de las neuronas NOS1+ en el CP de los animales machos (♂) y hembras (♀) 
silvestres, tanto de la densidad media de todo el CP (total), como de las cinco zonas 
estudiadas en cada una de las situaciones analizadas. También se esquematiza el aná-
lisis de la concentración de los metabolitos estables del NO (NO2- / NO3-) tanto en 
los ratones silvestres como en los KO machos (♂) y hembras (♀). Además, se mues-
tran las diferencias sexuales en cada genotipo (♂ vs ♀), así como las diferencias por 
genotipo entre los ratones silvestres y KO. CD: zona caudo-dorsal. N: naives. Nic: 
nicotina. RD: zona rostro-dorsal. RL: zona rostro-lateral. RM: zona rostro-medial. 
SS: solución salina. =: no existen diferencias. 
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En este apartado discutiremos los resultados obtenidos en esta Tesis Docto-
ral. Para ello, comenzaremos por el estudio de la inmunolocalización de las isofor-
mas inducible y endotelial de la NOS en el ES. Seguidamente, analizaremos la den-
sidad de las células que contienen NOS1 y la producción de NO en el ES en ausen-
cia de tratamiento. Por último, examinaremos las consecuencias del estrés y del tra-
tamiento con nicotina en el ES, tanto en los ratones silvestres como en los KO y en 
ambos sexos.  

Localización de la NOS2 en el estriado de los ratones sil-
vestres y knock-out para la NOS1 

En nuestro Trabajo no hemos observado células inmunopositivas para la 
NOS2 ni en los ratones silvestres ni en los KO en ninguna de las situaciones estu-
diadas. Sin embargo, sí encontramos dichas células en las secciones empleadas como 
control positivo.  

En la rata se ha demostrado que, en condiciones normales, ni el ARNm de la 
NOS2 ni su proteína se localizan en el ES de los animales adultos (López-Figueroa 
et al., 1998b; La Porta y Comolli, 1999; Del Moral et al., 2004). Sin embargo, en los 
ratones sí se ha detectado su expresión mediante la técnica de western blot, tanto en 
los ratones silvestres como en los KO que carecen de la NOS1 (Martínez-Lazcano et 
al., 2007). Además, se ha demostrado que la NOS2 se expresa en los mismos niveles 
y tiene la misma actividad tanto en los animales silvestres como en los KO (Martí-
nez-Lazcano et al., 2007). 

En el encéfalo, la expresión de NOS2 se puede inducir fundamentalmente en 
los astrocitos y la microglía y, de manera mucho menos frecuente, en neuronas. Este 
cambio en la expresión de la NOS2 se produce como consecuencia de la actuación 
de agentes inflamatorios o de diversas patologías, como la esclerosis lateral amiotró-
fica o la enfermedad de Alzheimer (para una revisión, ver Heneka y Feinstein, 2001). 
La expresión de esta isoforma de la NOS también se puede inducir mediante lesio-
nes o traumas encefálicos (Heneka y Feinstein, 2001), como en el caso del control 
positivo de la inmunohistoquímica para la NOS2 que hemos empleado. 

La mayoría de los estudios sobre la influencia del estrés y de las hormonas 
sexuales en la expresión de NOS2 en el sistema nervioso de animales silvestres han 
sido realizados en cultivos de neuronas, astrocitos y microglía activados por lipopo-
lisacárido (LPS). En estos estudios se ha demostrado que la expresión de NOS2 es 
inhibida por noradrenalina (Feinstein et al., 1993; Madrigal et al., 2006), así como por 

las hormonas sexuales femeninas estriol, -estradiol y progesterona (Drew y Chavis, 
2000). Asimismo, en estudios in vivo se ha observado que un pre-tratamiento con 
nicotina disminuye la producción de NOS2 después de un daño en la médula espi-
nal (Lee et al., 2009).  
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No podemos descartar que la carencia de marcaje positivo contra la NOS2 
en los animales estudiados podría deberse a que la expresión de dicha proteína no es 
lo suficientemente elevada como para que pueda visualizarse con el protocolo se-
guido para su inmunolocalización.  

Localización de la NOS3 en el estriado de los ratones sil-
vestres y knock-out para la NOS1 

El análisis inmunohistoquímico de las células positivas a NOS3 muestra que 
esta enzima se localiza en los vasos sanguíneos, pero no en células neurales ni del 
NA ni del CP. Esta localización es la misma tanto en los ratones silvestres como en 
los KO en todos los grupos de animales analizados en este Trabajo. 

Los estudios de la expresión encefálica de la NOS3 en animales silvestres 
muestran que esta enzima se localiza esencialmente en los vasos sanguíneos, tanto 
en el encéfalo en desarrollo como en el de los adultos (Seidel et al., 1997; Töpel et al., 
1998; Blackshaw et al., 2003; Kaur et al., 2005; Lin et al., 2007), lo que coincide con 
los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral. Por el contrario, su expresión en 
neuronas y astrocitos es muy discutida (Dinerman et al., 1994; Doyle y Slater, 1997; 
Seidel et al., 1997; Töpel et al., 1998; Blackshaw et al., 2003; Kaur et al., 2005; Lin et 
al., 2007). Aunque algunos investigadores han visualizado la NOS3 en neuronas hi-
pocampales humanas y de rata en condiciones basales (Dinerman et al., 1994; Doyle 
y Slater, 1997), otros estudios no muestran una expresión neuronal de la NOS3 en 
condiciones normales, sino sólo como consecuencia de daños en el sistema nervioso 
(Seidel et al., 1997; Töpel et al., 1998; Leker et al., 2001; Blackshaw et al., 2003; Kaur et 
al., 2005; Lin et al., 2007). Por otro lado, la localización de la NOS3 en los astrocitos 
también es controvertida, debido probablemente a la diferente metodología emplea-
da para su visualización (Seidel et al., 1997; Töpel et al., 1998; Blackshaw et al., 2003; 
Kaur et al., 2005; Lin et al., 2007). 

La influencia del estrés en la expresión de la NOS3 se ha evaluado principal-
mente mediante la administración de hormonas glucocorticoides. Los estudios de-
muestran que estas hormonas disminuyen la cantidad de NO en el suero sanguíneo 
y la expresión de la NOS3 tanto en células endoteliales como en órganos como el 
corazón, el riñón y el hígado (Wallerath et al., 2004). Además, López-Figueroa y cols. 
(1998b) han observado que no hay expresión de la NOS3 en las neuronas hipocam-
pales de la rata, ni en condiciones normales ni después del tratamiento de animales 
adrenalectomizados con glucocorticoides. Asimismo, se ha comprobado que los 
tratamientos con extractos de tabaco o con nicotina disminuyen tanto la cantidad de 
NOS3 como su actividad en las células endoteliales (Su et al., 1998; Mayhan y Shar-
pe, 1999; Gerzanich et al., 2001). Sin embargo, no se han documentado datos sobre 
su influencia en la expresión de esta isoforma de la NOS en las neuronas.  
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El análisis de la influencia del 17-estradiol sobre la NOS3 ha demostrado 
que esta hormona incrementa la actividad y la expresión de la NOS3 en las células 
endoteliales, pero no se ha evidenciado que provoque una expresión neuronal de la 
misma (Marsden et al., 1993; Chen et al., 1999; Dimmeler et al., 1999; Wu, 2002; Du-
ckles y Krause, 2007; Uji et al., 2007).  

En el ratón KO para la NOS1, los estudios sobre la NOS3 en el encéfalo se 
basan fundamentalmente en el análisis de la expresión y actividad de la enzima. Di-
chas investigaciones muestran que la NOS3 se expresa sólo en las células endotelia-
les de los vasos sanguíneos, al igual que en los animales silvestres (Blackshaw et al., 
2003). Además, no hay cambios en la cantidad del ARNm ni de la proteína NOS3 
con respecto a los animales silvestres (Blackshaw et al., 2003; Martínez-Lazcano et 
al., 2007). Es más, se ha comprobado que estos ratones KO tienen un flujo sanguí-
neo cerebral similar al de los silvestres (Atochin et al., 2003). Estos datos indican que 
no hay alteraciones aparentes ni en la localización ni en la función de la NOS3 como 
consecuencia de la falta de la NOS1 en condiciones normales. Todo ello está de 
acuerdo con los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral para la expresión de la 
NOS3 en los vasos sanguíneos tanto en los animales silvestres como en los KO.  

Localización de la NOS1 en el estriado de los ratones sil-
vestres y knock-out para la NOS1 

El análisis de la expresión de NOS1 en el ES de los animales silvestres, mues-
tra que ésta se localiza en células de fenotipo neuronal, como se había descrito pre-
viamente (Kawaguchi, 1993; Kawaguchi et al., 1995). Por el contrario, no se observa 
inmunomarcaje para la NOS1 en el ES de animales KO.  

Diversos estudios muestran que la variante de la NOS1 que se expresa de 

forma predominante en el ES de los animales silvestres es la NOS1(Putzke et al., 

2000; Blackshaw et al., 2003; Langnaese et al., 2007) Además, la expresión de 

NOS1 es muy escasa e indetectable mediante técnicas inmunohistoquímicas, y la 

de NOS1 es prácticamente inexistente (Putzke et al., 2000; Blackshaw et al., 2003; 
Langnaese et al., 2007). Por su parte, los ratones KO no muestran expresión de la 

isoforma NOS1y la de NOS1está en los mismos niveles que en el ratón silves-

tre. Por el contrario, la isoforma NOS1 aumenta ligeramente su expresión, siendo 
detectables inmunohistoquímicamente somas celulares, débilmente marcados y en 
muy bajo número (Putzke et al., 2000; Blackshaw et al., 2003; Langnaese et al., 2007). 
Por lo tanto, a pesar de que el anticuerpo policlonal empleado detectaría todas las 
variantes de la NOS1, la ausencia de inmunomarcaje para dicha enzima en los rato-

nes KO probablemente se deba a que la expresión de NOS1 es tan baja que no es 
posible su visualización con la técnica empleada. Tampoco se puede descartar que se 
deba al método de fijación empleado, puesto que Langnaese y cols. (2007) compro-
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baron que la detección de la NOS1 varía dependiendo de la fijación y postfijación 
empleadas. Es más, dichos investigadores lograban una mejor visualización de los 

escasos somas positivos para la NOS1, mediante una perfusión con paraformal-
dehído al 4 % y una postfijación de 20 h, mientras que en este trabajo de Tesis Doc-
toral hemos empleado un tiempo de postfijación de 2 h. Por lo tanto, dado que la 
expresión de NOS2 también es muy baja en el ES de estos animales, aunque exista 

una pequeña liberación de NO a partir de la NOS1y la NOS2, la mayor parte de la 
producción de dicho neurotransmisor en los animales KO se debe a la NOS3. 

Cuantificación de las neuronas NOS1 y producción de óxi-
do nítrico en el estriado de los ratones naives  

El NA y el CP no son núcleos homogéneos ni en su función ni en sus cone-
xiones (para una revisión, ver Haber et al., 2000; Papa et al., 2002; Voorn et al.¸2004; 
Yin y Knowlton, 2004; Wickens et al., 2007; Yin et al., 2009; ver Introducción); por 
esa razón, en este Trabajo se han escogido distintas zonas de estudio en ambos nú-
cleos. De esta forma fue posible realizar un análisis más exhaustivo de la localización 
de las células nitrérgicas en las distintas situaciones seleccionadas. Sin embargo, en la 
valoración bioquímica de la producción de NO se emplearon los núcleos enteros: el 
pequeño tamaño de las zonas escogidas para el estudio inmunohistoquímico no 
permite una valoración correcta de los metabolitos del NO. 

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran que, en ausencia 
de tratamiento, en el NA de los animales silvestres de ambos sexos, tanto la densi-
dad de neuronas NOS1+ como su distribución rostro-caudal son similares. Ello no 
obstante, la producción de NO sí muestra diferencias sexuales, siendo mayor en los 
machos que en las hembras. Esta variación en la liberación de NO está influenciada 
por la presencia de la NOS1, puesto que entre los KO no apreciamos dimorfismo 
sexual.  

Al contrario de lo que sucede en el NA, en ausencia de tratamiento el CP de 
los ratones silvestres sí muestra un dimorfismo sexual en la densidad de neuronas 
NOS1+, siendo mayor en las hembras que en los machos. Además, dicha diferencia 
se localiza de manera específica en las zonas RD, RM y CD. Sin embargo, la canti-
dad de los metabolitos del NO es similar en machos y hembras silvestres, al igual 
que en los KO.  

El análisis de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral muestra que, en 
los ratones silvestres naives, el NA y el CP no son estructuras homogéneas ni en 
cuanto a las neuronas que contienen la NOS1 ni en la producción de NO. Es más, 
nosotros observamos modificaciones en el sistema nitrérgico de ambos núcleos de-
pendiendo del sexo del animal. Ello concuerda con las teorías más actuales que con-
sideran que, a pesar de que son dos núcleos homogéneos histológicamente, no lo 
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son en cuanto a su fisiología (Haber et al., 2000; Papa et al., 2002; Voorn et al.¸2004; 
Yin y Knowlton, 2004; Wickens et al., 2007; Yin et al., 2009, ver Introducción). Co-
mo hemos mencionado previamente en la Introducción, en la última década se ha 
propuesto que el ES estaría organizado funcionalmente en distintas zonas desde la 
región dorso-lateral a la ventro-medial, teniendo además una variación rostro-caudal 
(Haber et al., 2000; Papa et al., 2002; Voorn et al.¸2004; Wickens et al., 2007; Yin et al., 
2009). Concretamente, en el CP diversos estudios han mostrado que la zona lateral 
sería un área sensomotora relacionada con la formación de hábitos, que correspon-
dería al núcleo putamen en primates (Wickens et al., 2007). Por el contrario, a las 
zonas dorsal y medial, equivalentes al núcleo caudado en primates, se les considera 
áreas asociativas, implicadas en el aprendizaje y en la expresión de las acciones diri-
gidas hacia una recompensa (Wickens et al., 2007). Es más, el área más caudal de 
dichas zonas dorsal y medial estaría implicada en la integración de la información 
espacial del ambiente para poder alcanzar el objetivo deseado (Yin y Knowlton, 
2004; Wickens et al., 2007). Es precisamente en estas dos zonas del CP, la dorsal y la 
medial, donde se localizan las diferencias en el contenido de neuronas NOS1+ entre 
machos y hembras observadas en este Trabajo y que discutiremos en el siguiente 
apartado. 

Diferencias sexuales en el sistema nitrérgico de los ratones silves-
tres 

En el NA de los ratones naives silvestres no hay diferencias sexuales en el 
contenido de las neuronas NOS1+; sin embargo, las hembras liberan menos NO 
que los machos. Además, este dimorfismo sexual en cuanto al NO es dependiente 
de la presencia de la NOS1, puesto que en los KO no se observa. Por el contrario, 
en el CP de los ratones sin tratamiento la densidad de las células NOS1+ es mayor 
en las hembras que en los machos, de manera específica en las zonas RD, RM y CD, 
aunque no hay diferencias sexuales en la producción de NO. Dado que en los ani-
males KO tampoco hay diferencias sexuales en la liberación de este neurotransmisor 
en el CP, es posible que no sea la NOS1 sino la NOS3 la principal enzima producto-
ra de NO en este centro encefálico. 

Durante décadas se ha considerado que las únicas diferencias en el encéfalo 
entre machos y hembras se producían en el hipotálamo, la región que regula la pro-
ducción de las hormonas relacionadas con los comportamientos reproductivos en 
los mamíferos (Gillies y McArthur, 2010). Por otra parte, las primeras diferencias 
sexuales comprobadas en procesos de aprendizaje y cognición fueron atribuidas a 
factores ambientales y socioculturales (Carey, 1958). Sin embargo, en los últimos 
años se han demostrado numerosas diferencias entre sexos en el encéfalo tanto a 
nivel estructural como celular y molecular, que pueden ser explicadas como verda-
deros dimorfismos (para una revisión, ver Gillies y McArthur, 2010). Tanto en los 
humanos como en otros animales, se han descrito diferencias sexuales en zonas re-
lacionadas con la cognición, la memoria y las emociones, así como en los sistemas 
sensomotores y de recompensa (Becker, 1999; Cahill, 2006; Gillies y McArthur, 
2010). 
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Aunque algunos dimorfismos sexuales pueden desmbocar en diferencias en 
funciones cerebrales específicas, como aquellas reguladas por el hipotálamo, estu-
dios recientes apoyan la idea de que otras diferencias entre sexos serían resultado de 
un mecanismo para preservar comportamientos y funciones encefálicas básicas, me-
diante la compensación fisiológica de las diferencias sexuales primarias (De Vries, 
2004; Cahill, 2006). Esto es debido a que, en ambos sexos, el encéfalo trata de al-
canzar una función óptima en dichas funciones básicas, pero debe hacerlo en am-
bientes hormonales y genéticos muy diferentes, que son necesarios para asegurar la 
procreación y la supervivencia de la especie (Gillies y McArthur, 2010). Por lo tanto, 
los dimorfismos sexuales en funciones no reproductivas permitirían alcanzar los 
mismos objetivos, pero por mecanismos diferentes, en machos y hembras (De Vries 
y Boyle, 1998).  

En el encéfalo se han descrito dimorfismos sexuales en gran cantidad de sis-
temas de neurotransmisores, como el serotonérgico, el GABAérgico, el colinérgico, 
el opioide, el vasopresinérgico, el dopaminérgico y el nitrérgico (Madeira y Lieber-
man, 1995; Taskiran et al., 1997; Craft, 2003; Cahill, 2006). De hecho, se ha com-
probado que el sexo influye en el sistema nitrérgico modificando la expresión de la 
NOS1 y/o la producción de NO, de manera dependiente de la región encefálica y 
de la especie estudiada (Taskiran et al., 1997; Scordalakes et al., 2002). Por ejemplo, 
se ha observado que, en condiciones normales, las ratas macho producen más canti-
dad de NO que las hembras en el córtex y en el hipocampo (Taskiran et al., 1997). 
Además, en las ratas macho castradas, se produce un aumento de las células NOS1+ 
en el hipotálamo pero no en el área preóptica, que es revertido cuando se trata a los 
animales con testosterona (Singh et al., 2000). Por el contrario, el estradiol incremen-
ta la actividad de la NOS en el área preóptica en el conejillo de indias (Warembourg 
et al., 1999), así como el ARNm de la NOS1 en la subdivisión ventrolateral del nú-
cleo ventromedial del hipotálamo en ratas hembra (Ceccatelli et al., 1996). Es más, 
en cultivos de neuronas del área preóptica de la rata, se ha comprobado que los es-
trógenos estimulan la producción del NO promoviendo cambios en las interaccio-
nes proteína-proteína entre el NMDAR, la proteína PSD-95 y la NOS1 
(d’Anglemont de Tassigny et al., 2009). Así los estrógenos facilitarían la unión de 
dicho complejo proteico, permitiendo el acoplamiento entre la señal glutamatérgica 
y la producción de NO (d’Anglemont de Tassigny et al., 2009). 

Por otra parte, además del dimorfismo en el sistema nitrérgico, se sabe que 
en el ES la inervación dopaminérgica desde el ATV y la sustancia negra es sexual-
mente dimórfica (para una revisión ver, Becker, 2009). También, se ha comprobado 
que, en las hembras, el CP tienen una cantidad de transportadores de DA mayor que 
los machos (Rivest et al., 1995). Además, en la rata se ha observado que tanto en el 
CP como en el NA hay más de receptores de DA tipo D1/D5 en los machos que en 
las hembras (Becker, 2009). Por el contrario, los datos sobre el contenido de los re-
ceptores D2 en el ES son más controvertidos y no hay una uniformidad de criterios 
en cuanto a si existen diferencias sexuales en este tipo de receptores (Becker, 2009). 

En el ES, la liberación de DA basal es mayor en los machos que en las hem-
bras, pero en general los machos responden menos a ciertos estímulos, como a tra-
tamientos con drogas, que las hembras (Becker, 2009). Así, se ha sugerido que aun-
que la liberación tónica de DA en el ES es mayor en los machos, esta señal crónica 
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dopaminérgica elevada produce una disminución de la actividad de dicha zona ence-
fálica a través de una retroalimentación negativa, mediante un descenso de la activi-
dad de las MSN (Becker, 2009). Por lo tanto, cuando se estimula la liberación de 
DA, su incremento es proporcionalmente menor en los machos que en las hembras 
y, en consecuencia, su respuesta comportamental a tratamientos con drogas también 
es proporcionalmente menor (Becker, 2009). Se ha sugerido que estas diferencias 
entre machos y hembras en el sistema dopaminérgico pueden deberse a un control 
de los autorreceptores de DA diferente en cada sexo, pero el mecanismo exacto de 
dichas divergencias no se conoce con seguridad (Becker, 2009). Como hemos men-
cionado en la Introducción, en el ES los sistemas dopaminérgico y nitrérgico están 
muy relacionados. Así, la DA puede alterar la producción de NO, lo que modificaría 
la actividad de las MSN (Hoque et al., 2010).  

Los datos obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran que hay más células 
NOS1+ en el CP de las hembras que en el de los machos y, concretamente, en las 
zonas asociativas del CP relacionadas con en el aprendizaje y la recompensa. Este 
mayor contenido de neuronas que pueden producir NO en respuesta a un incre-
mento en la liberación de DA puede ser un factor que compense las diferencias en-
tre sexos en el sistema dopaminérgico; es decir, aunque la liberación de DA sea me-
nor en las hembras, ante un estímulo determinado este neurotransmisor puede dar 
lugar a una mayor producción de NO en éstas que en los machos en dichas zonas 
del CP. Por lo tanto, la actuación del NO sobre las MSN y, por consiguiente una 
respuesta comportamental, sería mayor en las hembras que en los machos. 

Al contrario que la densidad de neuronas NOS1+, no hay dimorfismo sexual 
en producción de NO en el CP. Como hemos mencionado previamente, una posi-
ble explicación es que dado que en el CP de los animales KO tampoco existen dife-
rencias sexuales en los metabolitos del NO, la producción de NO en este núcleo 
podría deberse fundamentalmente a la acción de la NOS3. Por último, tampoco es 
descartable el que sí exista un dimorfismo sexual en la producción de NO en deter-
minadas regiones del CP, pero que al ser un núcleo tan grande, las diferencias en el 
contenido de los metabolitos del NO entre las diferentes zonas se diluyan en el con-
junto.  

En el NA, por el contrario, no hemos apreciado diferencias sexuales en la 
cantidad de neuronas que contienen NOS1, pero es claro que las hembras producen 
una cantidad significativamente menor de NO que los machos. Puesto que en los 
animales KO no se observan diferencias en la producción de NO, el dimorfismo 
sexual en los animales silvestres debe achacarse a la acción de la NOS1. Dado que el 
CP y el NA no tienen las mismas conexiones, ni el sistema dopaminérgico es homo-
géneo en ambos núcleos (ver la sección “Organización morfo-funcional del estria-
do”), la diferencia en el sistema nitrérgico entre ellos puede ser un reflejo de dichas 
divergencias. El hecho de que las hembras contengan menos metabolitos del NO 
que los machos puede ser debido a que en éstos la principal enzima productora de 
NO sea la NOS3, puesto que no hay diferencias en dicha producción con los ma-
chos que carecen de la NOS1. Sin embargo, en las hembras silvestres, la producción 
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de los metabolitos del NO se debe fundamentalmente a la NOS1, puesto las hem-
bras silvestres liberan menos NO que las KO.  

Producción del NO en el estriado de los ratones knock-out para la 
NOS1 

En el NA de los ratones naives no hay diferencias en la producción de NO 
entre los machos silvestres y los KO. Sin embargo, las hembras silvestres contienen 
menos metabolitos del NO que las KO. En el CP, por el contrario, no hay diferen-
cias en la liberación de NO ni entre los machos de ambos genotipos ni entre las 
hembras silvestres y KO. 

Como se ha mencionado previamente, los ratones KO carecen de la isoforma 

NOS1mientras que la isoforma NOS1 aumenta ligeramente su expresión 
(Putzke et al., 2000; Blackshaw et al., 2003; Langnaese et al., 2007), aunque en nuestro 
estudio no hemos podido detectarla. Por lo tanto no podemos descartar que, en los 
ratones KO, una pequeña parte de la producción de NO en las zonas analizadas po-

dría deberse a la acción de esta isoforma NOS1  

Los ratones knock-out para la NOS1 no muestran anomalías evidentes en la 
estructura cerebral (Huang et al., 1993). Además, tampoco muestran alteraciones en 
la plasticidad sináptica en zonas como el hipocampo o el cerebelo (O’Dell et al., 
1994; Linden et al., 1995). También se ha comprobado que estos ratones KO no tie-
nen alteraciones en lós sistemas noradrenérgico, dopaminérgico, glutamatérgico o 
GABAérgico (Kano et al., 1998; Chiavegatto et al., 2001). Sin embargo, sí tienen el 
sistema serotonérgico modificado, especialmente en las zonas encefálicas que regu-
lan las emociones (Chiavegatto et al., 2001).  

Cuando se analiza el tejido nervioso de estos animales no se observan cam-
bios ni en el contenido ni en la distribución de la NOS3, con respecto a los animales 
silvestres (Blackshaw et al., 2003; Martínez-Lazcano et al., 2007). No obstante, se ha 
postulado que en los animales KO podrían existir mecanismos compensatorios por 
parte de la NOS3 para paliar la carencia de producción de NO debida a la NOS1 
(Son et al., 1996). Esto se ha demostrado en experimentos donde se valoraba la LTP 
en el hipocampo (Son et al., 1996). En dichos análisis, los animales knock-out para la 
NOS1 o para la NOS3 mostraban una LTP normal, mientras que los dobles knock-
out para ambas isoformas de la NOS, tenían una LTP alterada (Son et al., 1996). Por 
lo tanto, la ausencia de diferencias que dectamos en la liberación de NO en el CP 
entre los ratones KO y los silvestres podría deberse a un incremento en la actividad 
de la NOS3 debido a esta función compensatoria, para tratar de suplir la falta de 
NO producido por la NOS1 (Son et al., 1996, Huang, 1999). Tampoco puede des-
cartarse que la fuente principal de producción de los nitritos y nitratos en el CP en 
los animales silvestres naives sea debida a la NOS3.  
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En el NA de los machos silvestres podría ocurrir algo similar a lo que sucede 
en el CP. Sin embargo, en las hembras KO sí que se produce un incremento exacer-
bado de la producción de NO respecto a las silvestres, llegando a alcanzar los mis-
mos niveles que los machos. Por lo tanto, en el NA, la producción de NO está regu-
lada por la presencia de la NOS1 y por el sexo del animal. 

Efecto de las inyecciones con solución salina en la locali-
zación de la NOS1 y en la producción de NO en el estriado 
del ratón 

En los animales silvestres el estrés de las inyecciones con s. salina no altera ni 
la densidad ni la distribución de las neuronas que expresan NOS1 en el NA. Por el 
contrario, la producción de NO en el NA de los animales silvestres disminuye en los 
machos y aumenta en las hembras.  

El CP de los machos silvestres no muestra cambios en la densidad de las 
neuronas que contienen NOS1 en respuesta al estrés de las inyecciones con s. salina. 
Por el contrario, en las hembras silvestres sí se produce una disminución de dicha 
densidad. Sin embargo, no hay cambios significativos en la cantidad de metabolitos 
del NO entre los ratones naives y los inyectados con s. salina en ninguno de los dos 
sexos. No obstante, dicho tratamiento altera de manera sutil la producción de NO 
en los machos silvestres, aumentándola ligeramente respecto a los controles naives. 
Así, aunque el incremento en la liberación de NO no es significativo entre estos dos 
grupos experimentales, sí es lo suficiente elevado como para ser diferente entre los 
machos y las hembras silvestres. Además, también es superior a la de los KO inyec-
tados con s. salina.  

En los ratones KO, no se producen alteraciones debidas al estrés por las in-
yecciones de s. salina en la cantidad de metabolitos del NO en ninguna de las dos 
zonas del ES estudiadas con respecto a los controles KO naives. Igualmente, tampo-
co hay diferencias sexuales en la liberación de NO en los ratones inyectados con s. 
salina. Estos datos indican que tanto las alteraciones en la liberación de NO en res-
puesta al estrés, observadas en los animales silvestres, como las diferencias sexuales 
en dichos animales, se deben a la presencia de la enzima NOS1. 

Como se ha mencionado en la Introducción, el CRF y los glucocorticoides 
son dos de las sustancias liberadas por el eje hipotalámico-hipofisario-adrenal con 
gran influencia en la actividad de distintos centros encefálicos implicados en la adic-
ción (Wanat et al., 2008; Sinha, 2008; Corominas et al., 2010). De hecho, se han loca-
lizado receptores de CRF y de glucocorticoides en diversas áreas del sistema límbi-
co, como la corteza prefrontal, el NA, el CP y el ATV entre otras (Ahima y Harlan 
1990; Van Pett et al., 2000; Sauvage y Steckler, 2001; Ungless et al., 2003). De este 
modo, los cambios que se producen en el sistema nitrérgico del CP y del NA como 
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consecuencia del estrés de las inyecciones con s. salina pueden ser resultado de la 
acción directa de CRF y/o de los glucocorticoides en ambos centros encefálicos. 

En diversos estudios también se ha comprobado que tanto los tratamientos 
agudos con CRF como con glucocorticoides potencian la liberación de Glu en el 
ATV, lo que produce un aumento en la actividad de las neuronas del ATV (Overton 
et al., 1996; Ungless et al., 2003). Este aumento en su actividad modifica la liberación 
de DA en las zonas a las que proyecta pero no de una manera homogénea, alterando 
así su funcionamiento de manera específica en cada una de ellas (Wanat et al., 2008; 
Corominas et al., 2010). Así, se ha comprobado que, en las ratas macho, la exposi-
ción aguda a un estímulo estresante o un aumento de glucocorticoides aumentan la 
liberación de DA en el NA y en la corteza prefrontal, mientras que apenas tiene 
efectos en el CP (para una revisión, ver Finlay y Zigmond, 1997; Sinha, 2008). Sin 
embargo, los resultados de tratamientos a más largo plazo muestran una inhibición 
de la síntesis y el recambio de DA en el NA pero no en la corteza prefrontal (Pacak 
et al., 2002; Sinha, 2008). Estos datos indican que el estrés afecta a la liberación de 
dopamina de forma diferente en las distintas dianas del ATV, lo que explicaría las 
diferencias en los cambios del sistema nitrérgico en el NA y el CP ante un estrés 
prolongado que observamos en nuestros experimentos. De hecho, previamente 
nuestro grupo ha comprobado que, en la rata, el estrés debido a un tratamiento du-
rante 14 días con inyecciones de s. salina altera la expresión de la NOS1 y la canti-
dad de NO liberado, de distinta forma dependiendo de la zona encefálica estudiada 
y del sexo del animal (Weruaga et al., 2002). Es más, este tratamiento modifica la 
producción de NO de forma significativa en la corteza prefrontal de las hembras, 
pero sin alterar la densidad de neuronas que lo producen (Weruaga et al., 2002). Sin 
embargo, en el CP no se observan cambios en la liberación de NO pero sí disminu-
yen las células NOS1+ en las hembras de forma exclusiva (Weruaga et al., 2002); lo 
que concuerda con los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral.  

Al contrario de lo que ocurre con el CP y la corteza prefrontal, en el NA de 
la rata no se observan alteraciones ni en la liberación de NO ni en la cantidad de 
neuronas que lo producen (Weruaga et al., 2002). De hecho, ésta es la primera vez 
que se describen alteraciones debidas al estrés en el sistema nitrérgico en el NA. 
Como se ha mencionado previamente, aunque en la rata se diferencien claramente 
tanto el núcleo como la cubierta, no ocurre lo mismo en todas las estirpes de ratón, 
como en la empleada en este estudio (Hof et al., 2000). Por lo tanto, si existen dife-
rencias en la organización de este núcleo entre distintas estirpes de una misma espe-
cie, es más probable aún que las haya entre dos especies diferentes y, como conse-
cuencia, su respuesta ante diferentes estímulos puede variar entre ellas (ver más ade-
lante). 

Los ratones sometidos al tratamiento con s. salina también muestran diferen-
cias en la respuesta del sistema nitrérgico al estrés entre ambos sexos. Así, en el NA 
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aumenta la liberación de NO en las hembras y disminuye en los machos. Por otra 
parte, en el CP de las hembras se produce una disminución de la densidad de neu-
ronas NOS1+ hasta igualar a la densidad en los machos. Sin embargo, en los ma-
chos aumenta la producción de NO respecto a las hembras. Estas diferencias sexua-
les en la respuesta del sistema nitrérgico al estrés podrían estar reflejando la influen-
cia del sexo no sólo en el sistema dopaminérgico, como comentamos en el apartado 
anterior, sino también en el eje hipotalámico-hipofisario-adrenal. La influencia de las 
hormonas sexuales sobre este eje en los roedores está ampliamente estudiada, aun-
que los mecanismos por los que se produce no son muy conocidos (Rivier, 1999; 
Miller et al., 2004). Los datos obtenidos analizando el efecto de diferentes tipos de 
estrés en la rata, indican que la actividad de este eje es diferente en cada sexo, pero 
hay pocas evidencias consistentes del papel de las hormonas sexuales sobre él (Ri-
vier, 1999). Esto puede deberse a las diferencias en la elaboración de los distintos 
experimentos, las distintas zonas encefálicas analizadas, y especies o estirpes anima-
les empleadas (Rivier, 1999).  

Por lo tanto, además de la acción de las hormonas sexuales sobre el sistema 
nitrérgico en distintas zonas encefálicas (ver sección anterior, Taskiran et al., 1997; 
Scordalakes et al., 2002), el balance entre dichas hormonas y los glucocorticoides 
podría estar afectando a la expresión y/o a la actividad de la NOS1 en distinta forma 
en cada uno de los núcleos estudiados. Esta influencia podría ser directa en el NA y 
el CP o mediante la distinta modulación de los centros que conectan con estas zonas 
encefálicas, puesto que no sólo el eje hipotalámico-hipofisario-adrenal contiene re-
ceptores de CRF y de glucocorticoides, sino que éstos también están presentes en 
diversas núcleos de la “vía del placer” (Ahima y Harlan 1990; Van Pett et al., 2000; 
Sauvage y Steckler, 2001; Ungless et al., 2003). 

Efecto de las inyecciones con nicotina en la localización de 
la NOS1 y en la producción de NO en el estriado del ratón 

El tratamiento con nicotina no modifica de forma significativa la densidad de 
neuronas NOS1+ en el NA de los ratones macho silvestres. Por el contrario, en las 
hembras silvestres se produce un pequeño descenso en dicha densidad en la zona 
caudal respecto a la misma zona de las hembras inyectadas con s. salina. Ello no 
obstante, no apreciamos diferencias significativas en la liberación de NO entre los 
animales sometidos a las inyecciones con s. salina o con la droga, ya sean machos o 
hembras. El tratamiento con nicotina “elimina” las diferencias sexuales en la canti-
dad de los metabolitos del NO que se observan en los ratones inyectados con s. sa-
lina. 

En el CP de los animales silvestres, la densidad de células que contienen la 
NOS1 no cambia en los animales tratados con nicotina respecto a sus controles in-
yectados con s. salina, ni en los machos ni en las hembras. Por otra parte, los anima-
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les silvestres tratados con nicotina muestran un descenso en la liberación de NO en 
esta zona encefálica, con respecto a los que sólo recibieron inyecciones con s. salina. 
Si bien dicha disminución no llega a ser significativa en las hembras (p= 0,07), sí lo 
es en los machos. Además, de la misma forma que en el caso del NA, las inyeccio-
nes con nicotina eliminan las diferencias sexuales observadas en los animales que 
fueron tratados sólo con s. salina. 

En los ratones KO no hay cambios en la liberación de NO debidos al trata-
miento con nicotina respecto a los controles KO inyectados con s. salina, ni en el 
NA ni en el CP; ni hay diferencias sexuales. Es más, en el NA de los ratones trata-
dos con nicotina, la producción de NO es menor en los machos silvestres que en los 
KO, al igual que ocurría entre los machos inyectados con s. salina de ambos genoti-
pos. Por el contrario, en el CP, el tratamiento con nicotina elimina las diferencias en 
la liberación de NO entre los machos silvestres y KO, que se producían debido al 
estrés de las inyecciones con s. salina. Estos resultados sugieren que, en los animales 
silvestres, los cambios en la cantidad de metabolitos estables del NO en respuesta a 
las inyecciones de nicotina podrían deberse a la actividad de la enzima NOS1. 

Como se ha mencionado previamente, tanto la DA como el Glu y el NO son 
necesarios para inducir la sensibilización a la nicotina. Es más, en el ES estos tres 
neurotransmisores varían en el mismo sentido, es decir que cuando un animal está 
sensibilizado a la nicotina, una nueva dosis de la misma provoca un aumento transi-
torio de DA y Glu. A su vez el Glu provoca la liberación de NO, elevando la con-
centración extracelular de DA y Glu. La mayoría de estos estudios en los que se 
comprueba dicho incremento en los neurotransmisores se realizan en un periodo 
tiempo corto después de suministrar la última dosis de la droga (para una revisión 
ver Balfour, 2004; Ulusu et al., 2005; Jain et al., 2008a; Mao y MacGehee, 2010). Sin 
embargo, en estudios de sensibilización a nicotina en el mono Macaca mulatta, se ha 
comprobado que, después de un régimen de una dosis diaria de nicotina durante 9 
días, una noche de abstinencia previa a una nueva dosis de nicotina induce una libe-
ración de DA en el ES menor que en los monos control inyectados con s. salina 
(Domino y Tsukada, 2009; Domino et al., 2009). Ya que la la variación de la DA y 
del NO se produce en el mismo sentido, esta disminución de la DA en el mono 
concuerda con la menor de la liberación de NO en el CP que se advierte tras un día 
de abstinencia a la droga en los ratones silvestres empleados en el presente estudio.  

Contrariamente a lo que sucede en el NA, no observamos cambios en la can-
tidad de nitritos y nitratos debidos al tratamiento con nicotina. Ello no obstante, en 
la zona más caudal del NA, correspondiente al territorio del “núcleo”, se puede 
comprobar que hay una disminución de las células positivas a la NOS1, especial-
mente significativa en las hembras. Esto puede deberse a que, dado que el análisis 
del contenido de los metabolitos estables del NO se ha empleado todo el NA, se 
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podrían estar enmascarando alteraciones en la liberación del NO en dicha región en 
concreto.  

Al igual que lo observado en este Trabajo, un estudio realizado en la rata 
muestra que un tratamiento de inyecciones diarias de nicotina no induce variaciones 
en la densidad de células que contienen la NOS1 cuando se valoran en la totalidad 
del NA o del CP (Weruaga et al., 2002). Sin embargo, y a diferencia de lo observado 
en nuestro trabajo de Tesis Doctoral, ese régimen de inyecciones produce un au-
mento de la producción de NO en ambos núcleos encefálicos (Pögün et al., 2000; 
Weruaga et al., 2002). La diferencia en la producción de NO puede deberse tanto a la 
metodología empleada, como a la utilización de distintas especies de experimenta-
ción. De hecho, numerosos estudios muestran diferencias en los resultados obteni-
dos tras un régimen de administración de nicotina, que pueden achacarse a diversos 
factores, como la dosis de la droga, la ruta de administración de la nicotina, el tiem-
po de tratamiento, la metodología empleada, el sexo y/o la edad de los animales, la 
especie e incluso la estirpe de los animales utilizados (Balfour, 2004; Marttila et al., 
2006; Matta et al., 2007; Jain et al., 2008a). Es más, las enzimas responsables de la 
metabolización de la nicotina en las distintas especies son diferentes, aunque perte-
necen todas a la familia de las citocromo P450 (CYP; para una revisión ver Matta et 
al., 2007). En los ratones, la CYP2A5, es homóloga a la de humanos, la CYP2A6. 
Sin embargo, en la rata, la CYP2A6 es inactiva y el metabolismo de la nicotina se 
realiza a través de la CYP1B1/2 (Hammond et al., 1991; Nakayama et al., 1993). Es-
tas enzimas que metabolizan la nicotina no sólo difieren en la velocidad de la degra-
dación de la droga sino que los productos principales de dicha metabolización son 
diferentes (Matta et al., 2007). Resumiendo, algunas especies animales como los mo-
nos, el perro, el conejo y el ratón metabolizan la nicotina de forma similar a los hu-
manos (Matta et al., 2007). Por el contrario en otras especies como la cobaya y la rata 
la degradación es diferente (Matta et al., 2007). Así, aunque los tratamientos con la 
droga sean similares entre dos especies tan próximas como la rata y el ratón, e inclu-
so entre distintas estirpes de una misma especie, y los mecanismos básicos de actua-
ción de la nicotina sean similares, determinados cambios encefálicos inducidos por 
la droga pueden variar. Ello podría deberse al distinto metabolismo de la nicotina, 
así como a las diferencias innatas entre los diferentes animales y a variaciones en los 
efectos encefálicos producidos por la droga (Marttila et al., 2006; Matta et al., 2007).  

Efecto del sexo en la sensibilización a nicotina  

Los efectos de la nicotina, además de variar entre diferentes especies o estir-
pes, también pueden diferir entre sexos (Pögün et al., 2000; Weruaga et al., 2002; 
Andreasen y Redrobe, 2009; Torres et al., 2009). Así, en este Trabajo de Tesis Doc-
toral hemos comprobado que la nicotina afecta al sistema nitrérgico de manera dife-
rente dependiendo del sexo y de la zona encefálica analizada. Este efecto sexualmen-
te dimórfico de la nicotina se ha observado previamente en estudios de sensibiliza-
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ción con nicotina en la rata (Pögün et al., 2000; Weruaga et al., 2002). Asimismo, en 
diversos estudios en roedores se ha comprobado que la nicotina tiene diferentes 
efectos comportamentales dependiendo del sexo del animal. Entre estos comporta-
mientos se incluyen la ingesta de comida y la actividad física (Bowen et al., 1986); la 
anti-nocicepción inducida por la droga (Craft y Milholland, 1998; Damaj, 2001); y la 
actividad locomotora entre otros (Kanyt et al., 1999). Es más, en la rata, se ha com-
probado que las hembras adquieren antes el comportamiento de auto-administrarse 
la nicotina por vía intravenosa a dosis bajas de la droga que los machos (Donny et 
al., 2000). Además, esto se produce independientemente de la fase del ciclo ovárico 
de las hembras, lo que sugiere que los efectos de recompensa de la nicotina no se 
ven influenciados por las fluctuaciones hormonales durante el ciclo estral (Donny et 
al., 2000). Asimismo, se ha comprobado que las hembras son menos sensibles a los 
efectos aversivos de la nicotina y más susceptibles a los de recompensa que los ma-
chos, lo que favorecería su adicción a la droga (Torres et al., 2009). Se ha sugerido 
que las hormonas sexuales femeninas podrían modular la activación de los nAChR 

42 (Damaj, 2001). Sin embargo, los mecanismos que subyacen a las diferencias 
sexuales tras una exposición prolongada a nicotina, tanto en el comportamiento co-
mo en el sistema nitrérgico del ratón, no se conocen con exactitud (Weruaga et al., 
2002). En consecuencia, son necesarios nuevos estudios, tanto fisiológicos como 
farmacológicos, que permitan dilucidar más concretamente el papel de las hormonas 
sexuales en los cambios inducidos por la nicotina. 
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De acuerdo con los objetivos planteados en este Trabajo de Tesis Doctoral y 
como consecuencia de los resultados obtenidos, hemos llegado a las siguientes con-
clusiones:  

I. En el núcleo accumbens y en el caudado-putamen de los ratones silvestres, la 
NOS1 se expresa únicamente en neuronas. La NOS1 no se detecta por 
métodos inmunohistoquímicos en el estriado de los ratones knock-out. La 
NOS2 no se visualiza en ningún tipo celular, ni en los ratones silvestres ni 
en los knock-out para la NOS1. La NOS3 se expresa exclusivamente en los 
vasos sanguíneos en los ratones de ambos genotipos. No hay modifica-
ciones de la inmunolocalización de estas isoformas de la NOS en ninguna 
de las condiciones estudiadas. 

II. En el núcleo accumbens la producción de NO está influenciada por el sexo del 
animal y por la presencia de la NOS1, siendo ésta especialmente impor-
tante en las hembras. 

III. En el caudado-putamen, al contrario que en el núcleo accumbens, el sexo del 
animal y la presencia de la NOS1 no parecen ser tan determinantes para 
la liberación de NO, o bien la actividad de dicha enzima se ve compensa-
da por la actividad de la NOS3. 

IV. El estrés de las inyecciones con solución salina provoca un cambio de la pro-
ducción de NO en el núcleo accumbens, de manera dependiente del sexo 
del animal y de la enzima NOS1, sin que cambie la densidad de las neu-
ronas que la expresan. 

V.  En el caudado-putamen, el estrés de las inyecciones modifica el sistema nitrér-
gico de manera diferente dependiendo del sexo: en las hembras altera la 
cantidad de neuronas que contienen la NOS1 sin modificar la producción 
de NO; mientras que en los machos sucede lo contrario. Más aún, en los 
machos estresados por el tratamiento, la variación en la liberación de NO 
depende de la presencia de la NOS1, mientras que en las hembras no. 

VI.  En el núcleo accumbens, la sensibilización con nicotina provoca un cambio en 
la distribución de las neuronas productoras de NO, así como en la activi-
dad de la NOS1, de manera dependiente del sexo del animal. 

VII. En el caudado-putamen de los ratones silvestres, la sensibilización con nicotina 
afecta a la producción de NO especialmente en los machos, y con depen-
dencia de la presencia de la NOS1. 

Como conclusión final podemos afirmar que, en el modelo de ratón estu-
diado, el sistema nitrérgico está regulado de manera diferente en el núcleo accum-
bens y en caudado-putamen. Esta regulación es muy compleja y está influenciada de 
distinta forma tanto por el sexo del animal, como por los mecanismos de estrés. 
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Además, la sensibilización a la nicotina induce cambios en ambos núcleos estudia-
dos, reflejando modificaciones en los sistemas de neurotransmisores implicados en 
la adicción a la droga en dichas zonas. Por lo tanto, la prevención de alteraciones en 
el sistema nitrérgico puede ser el fundamento una terapia efectiva tanto para evitar el 
hábito tabáquico como para una deshabituación a la droga más eficiente. 
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Soluciones de uso común 
Fijador paraformaldehído al 4 % tamponado: está compuesto por un 4% 

(p/v) de paraformaldehído despolimerizado tamponado a pH 7,4 con TF 0,1 M. 

Mezcla congeladora: está formada por 30 % (v/v) de glicerol y 30 % (v/v) 
de etilenglicol en TF 0,2 M.  

Solución Griess I: es una disolución de 0,2 % (p/v) de N-(1-Naftil-) etilen-
diamina dihicrocloruro en H2O destilada. 

Solución Griess II: se obtiene mezclando 2 % (p/v) de sulfanilamida en 10 
% (v/v) de ácido ortofosfórico en H2Odestilada. 

Solución SDS-EDTA: Está formado por 0,2 % de SDS, 1,5 mM de EDTA, 
30 mM de NaCl y 20 mM de Trizma-base en H2O destilada, ajustando el pH a 7,4. 

Tampón fornace: está compuesto de un 8,56 % (p/v) de sacarosa, Tris 50 
mM pH 8,0, 25 mM KCl y 5 mM MgCl2. 

Tampón fosfato 0,1 M pH 7,4 (25ºC, TF): se prepara diluyendo 1:1 la so-
lución de tampón fosfato 0,2 M en H2O destilada. 

Tampón fosfato 0,1 M pH 7,5 (25ºC, TF pH 7,5) para estudios bioquí-
micos: se obtiene mezclando soluciones 0,1 M de Na2HPO4 y NaH2PO4 adecuadas 
para análisis bioquímicos hasta obtener un pH de 7,5. 

Tampón fosfato 0,2 M, pH 7,4 (25ºC): se obtiene mezclando soluciones 
0,2 M de Na2HPO4 y NaH2PO4 hasta alcanzar el pH deseado.  

Tampón fosfato salino 0,1 M, pH 7,4 (25ºC, TFS): este tampón está cons-
tituido por el 0,8 % de NaCl, el 0,02 % de KCl, el 0,144 % de Na2HPO4 y el 0,021 
% de KH2PO4 en H2O destilada. 

Tampón Tris-borato-EDTA 0,5 X, pH 8,3 (25 ºC, TBE): se obtiene 
mezclando Tris base 0,54 %, ácido bórico 0,275 % y EDTA 1mM a pH 8, en agua 
destilada. 

Tampón Tris-ácido acético-EDTA 1X, pH 7,6 (25 ºC, TAE): está com-
puesto por tris base 0,484 %, ácido acético glacial 0,1142 % y EDTA 1 mM a pH 8, 
en agua destilada. 

Sueros inmunológicos 
Anti-óxido nítrico sintasa neuronal (anti-NOS1). IgG de oveja anti-

NOS1. El antisuero policlonal K205 fue cedido por los Drs. Emson y Charles 
(Cambridge, Reino Unido). Está dirigido contra la NOS1 recombinante de rata ex-
presada en un sistema celular de insecto/baculovirus (Herbison et al., 1996). 
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Anti-óxido nítrico sintasa neuronal (anti-NOS2). IgG de ratón anti-
NOS2, BD Trasduction Laboratories, San José, California, EEUU. Está dirigida 
contra la zona carboxilo terminal de la NOS2 de ratón. Reconoce la NOS2 de hu-
mano, rata y ratón. 

Anti-óxido nítrico sintasa neuronal (anti-NOS3). IgG de ratón anti-
NOS3, BD Trasduction Laboratories, San José, California, EEUU. Está dirigida 
contra la zona carboxilo terminal de la NOS3 de humano. Reconoce la NOS3 de 
humano, rata y ratón.  

Anti-proteína asociada a microtúbulos 2 (anti-MAP2). IgG de conejo 
anti- MAP2, Chemicon, Temecula, California, EEUU. Está dirigido contra la pro-
teína asociada a microtúbulo purificada de cerebro de rata. Reconoce todas las iso-
formas de la MAP2 en humano, rata y ratón. En el encéfalo, esta proteína se expresa 
en las neuronas maduras, principalmente en sus dendritas y, en menor medida, en su 
soma (Goedert et al., 1991; Harada et al., 2002). 


