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1. Introducción 

La dopamina es uno de los principales neurotransmisores (NT) 

catecolaminérgicos del Sistema Nervioso Central (SNC) de los vertebrados. Está 

implicada en diversas funciones como control de la actividad motora, emoción, 

sistemas cognitivos, refuerzo positivo, ingesta de alimentos y regulación 

endocrina (Wise, 2004; Zhou y cols., 2011). La disfunción dopaminérgica se ha 

relacionado directa o indirectamente con diversas patologías como por ejemplo la 

enfermedad de Parkinson (Huang y cols., 2011), síndrome de Tourette, 

esquizofrenia, hiperprolactinemia, depresión y adicción a drogas como a la 

cocaína (Kelley y Berridge, 2002; Dailly y cols., 2004; Chao y Nestler, 2004; 

Prakash y cols., 2006; Wightman y cols., 2009; Zhou y cols., 2011). El aumento 

de la dopamina, en el espacio sináptico, por la inhibición del transportador de la 

dopamina (DAT) en las neuronas presinápticas, es un mecanismo importante de 

la acción de la cocaína (Adinoff, 2007; Zhou y cols., 2011; Gardner y cols., 2011), 

lo cual conlleva a una continua activación de los receptores dopaminérgicos y por 

lo tanto a una señalización intracelular diferente de lo habitual, alterando de este 

modo el sistema dopaminérgico (McClung y cols.,  2005). Por otro lado, durante el 

desarrollo embrionario cuando el DAT aún no tiene la función que presenta en el 

adulto, los niños expuestos de forma prenatal a cocaína presentan déficits 

neurológicos y cognitivos, incluso con anormalidades en el tono muscular y la 

postura (Hyman, 2008). Puesto que diversas funciones como control de la 

actividad motora, emoción, cognición están relacionadas con el sistema 

dopaminérgico (Wise, 2004; Zhou y cols., 2011), la alteración de los factores de 

transcripción implicados en la formación el sistema dopaminérgico pueden estar 

alterados por la acción de la cocaína. En mamíferos se han descrito diversos 
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factores de transcripción relacionados con el desarrollo de las neuronas del 

sistema dopaminérgico, tales como Lmx1b (Smidt y cols., 2000), Otp (Acampora y 

cols., 1999; Wang y Lufkin, 2000), Nurr1 (Martinat y cols., 2006) y Pitx3, incluso 

este último puede ser regulado por el microRNA 133b (Kim y cols., 2007), es decir 

que la cocaína puede modular también algunos reguladores de los factores de 

transcripción. Es muy importante poder determinar cómo la cocaína afecta estos 

factores de transcripción, así como uno de los reguladores (miR-133b) durante el 

desarrollo embrionario, para lo cual empleamos como modelo de estudio 

embriones de pez cebra, que simularían la exposición prenatal de cocaína en 

mamíferos.  

1.1. Adicción  

La adicción es considerada una enfermedad desde mediados de los años 

60 (Leshner, 2000; Clay y cols, 2008) y se define como la necesidad compulsiva a 

ciertas sustancias psicotrópicas (drogas) con alto potencial de abuso y 

dependencia sin prestarle atención a las consecuencias negativas que esto 

conlleva tanto para el individuo como para su entorno (Adinoff, 2004; Clay y cols, 

2008). Por otro lado, además de las drogas de abuso es necesario ciertos 

factores que puedan intervenir en el individuo para que se desarrolle la adicción 

(Kreek y  cols., 2005a; Kreek y cols., 2005b) con todas sus consecuencias, tales 

como el factor genético, la vulnerabilidad del individuo y la alteración fisiológica 

causado por la droga que puede ser a nivel molecular, bioquímico, neuroquímico 

o comportamental y que estos cambios sean persistentes o permanentes (Kreek, 

2001; Gardner, 2011). 

Durante las últimas décadas se han realizado grandes avances en el 

conocimiento de las bases neurobiológicas de la adicción, sin embargo existen 
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aspectos cruciales del proceso adictivo que permanecen todavía sin resolver, 

como los mecanismos neurobilógicos y psicopatológicos (Corominas-Roso y cols., 

2007) que desencadena el consumo crónico de la cocaína. 

1.2. La cocaína como droga de abuso  

 La cocaína es un alcaloide aislado a 

partir de las hojas de la planta ErythroxyIum 

coca (Fig. 1), originaria de Bolivia, Perú, 

Colombia, Ecuador, Indonesia y en estados 

africanos (Jaffe y Kimmel, 2006). La cocaína no 

es una droga nueva, pues los indios 

sudamericanos han masticado las hojas de la 

coca por cientos de años por sus efectos 

psicoactivos y su uso es propio de su cultura (Pascual, 2001). En los Estados 

Unidos, a finales del siglo XIX no existían reglas que restringiesen su consumo o 

venta, se podía encontrar en farmacias, tiendas de comestibles y en diferentes 

formas como cigarrillos, puros, jarabes, bebidas ligeras (Coca-Cola) y hasta en 

famosos vinos, pero en 1914 esto fue prohibido (Appelboom, 1991; Das, 1993). 

Posteriormente, el uso terapéutico legal quedó restringido como anestésico local 

en otorrinolaringología (Hashiasaki y Johns, 1987) y para la cirugía de ojos (Brick 

y Erickson, 1998). 

 La cocaína actualmente es mucho más potente y tiene gran potencial de 

abuso, adicción y toxicidad con respecto a las producidas en sus inicios, es un 

poderoso estimulante del SNC, pero de acción corta, siendo en nuestros días una 

de las drogas de uso recreativo más consumida, y la que más problemas de 

adicción ocasiona, por lo que es considerada droga de abuso (Adinoff, 2004). El 

Fig. 1.  Planta de ErythroxyIum coca 

cultivada en los andes sudamericanos. 
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Fórmula molecular: C17H21NO4  

Peso molecular      : 303.4 g/mol 

consumo prolongado de cocaína da lugar a graves efectos no sólo a nivel de SNC 

(alucinaciones y cambios celulares compensatorios), sino también en el sistema 

circulatorio (taquicardias, vasoconstricción) y respiratorio (fallo respiratorio global 

causado por una bronco constricción) (Lizasoaín y cols., 2002).  

La cocaína se presenta en dos formas básicamente, la forma ácida o 

clorhidrato de cocaína y cocaína base libre (Crack) (Jaffel y Kimmel, 2006). El 

clorhidrato de cocaína se obtiene por tratamiento de la pasta de coca con ácido 

clorhídrico, que resulta en un polvo blanco cristalino, con sabor amargo que 

puede inhalarse por vía intranasal (para esnifar), inyectarse vía intravenosa, 

ingerirse por vía oral, o aplicarse directamente en mucosas donde ejerce un 

efecto anestésico característico (Lizasoaín y cols., 2002; Jaffel y Kimmel, 2006). 

La cocaína es una base débil, con un pKa = 8,6, (Fig. 2) que atraviesa rápidamente 

y eficientemente todas las membranas corporales, como la membrana 

hematoencefálica y placentaria e incluso llegar a excretarse en la leche materna 

(Arbeille y cols., 1997; Ursitti y cols., 2001; Lizasoaín y cols., 2002). Asimismo, 

ante el continuo consumo de cocaína por la embarazada la placenta se convierte 

en depósito de la cocaína (Ursitti y cols, 2001), lo que afectará el adecuado 

desarrollo del embrión o feto. 

 

 

 

 

 

 
Fig.2  Estructura química de la cocaína, benzoilmetilecgonina, la cual es obtenida  a partir de las 

hojas de coca después de muchos procesos químicos. 
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El metabolismo de la cocaína tiene lugar a nivel hepático, donde se 

producen metabolitos inactivos como la benzoilecgonina (45%), 

metilesterecgonina (45%) (Ambre y cols., 1988) y ecgonina que tienen poco 

significado clínico en humanos. También, como producto del metabolismo se 

encuentra norcocaína, que presenta acciones clínicas poco relevantes. Entre 1 a 

5 % de la cocaína es excretado por la orina sin cambios (Ambre y cols., 1988). 

Por otro lado, el consumo habitual de cocaína incrementa el riesgo de 

padecer enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (Rivera 

y cols., 2009), glomerulonefritis, aterogénesis, hipertensión arterial (Jaffel y 

Kimmel, 2006). Tanto la nicotina como el alcohol potencian los efectos excitatorios 

de la cocaína sobre el Sistema Nervioso Central, lo que provoca un mayor 

número de ingresos hospitalarios a causa de una intoxicación aguda por cocaína, 

que puede provocar incluso la parálisis cerebral, coma y/o muerte del individuo. A 

pesar de los esfuerzos que la comunidad científica ha hecho en este sentido, aún 

no se conoce un antídoto eficaz para tratar la intoxicación por la cocaína ni la 

adicción que su consumo produce. 

En los últimos años el consumo de cocaína en EEUU ha disminuido, pero 

se ha incrementado en Europa, especialmente en España, Italia y Reino Unido. 

España es el punto de mayor entrada de la cocaína en Europa, y por lo menos 

donde el 3% de la población la ha consumido (Anual Report of United Nations 

Office on Drugs and Crime, 2008). Este consumo parece estar incrementándose 

(Observatorio Español sobre España, OED, 2009), lo que hace necesario políticas 

adecuadas para frenar este aumento y lo más importante seguir con las  

investigaciones biomédicas que en futuro, nos brinde la posibilidad de controlar el 

problema de la adicción que el consumo de la cocaína produce. 
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1.3. Mecanismos de acción de la cocaína 

La cocaína actúa fundamentalmente a nivel del SNC inhibiendo el 

transportador de neurotransmisores (NTs) como la serotonina, noradrenalina y 

dopamina (Kreek y cols., 2002; Gainetdinov y cols., 2002; Chen y cols., 2006; 

Tilley y cols. 2007; Huang y cols., 2009) (Fig. 3), lo que genera un aumento de 

noradrenalina, serotonina y dopamina en el espacio sináptico, produciéndose por 

lo tanto una sobre activación de los receptores adrenérgicos, serotonérgicos y 

dopaminérgicos respectivamente (Kreek y cols., 2005; Callahan y cols., 1997; 

Hyman, 1996), incluso la cocaína tiene afinidad por los receptores de serotonina, 

receptores muscarínicos M1 y M2 y el receptor sigma. Asimismo, el exceso de 

dopamina que resulta, por el bloqueo del transportador de dopamina por la 

cocaína (Kreek y cols., 2005; Dackis y Gold, 1985), activaría un receptor 

dopaminérgico asociado a proteína Gq que aumenta la concentración de calcio 

intracelular, lo cual puede inducir la disociación del  complejo Sigma 1–Ankirina 

del receptor de IP3 (inositol trifosfato). Este complejo disociado produce cambios 

en el citoesqueleto  y puede afectar la expresión de genes (Su y Hayashi, 2001). 

Además, la cocaína bloquea los canales de sodio, alterando la propagación de los 

potenciales de acción, de manera que durante un tiempo, se utilizó como 

anestésico local (Ruetsch y cols., 2001), pero al aparecer signos de toxicidad por 

el empleo de la cocaína pusieron en debate su uso clínico y posteriormente la 

síntesis de nuevos anestésicos locales más seguros y efectivos como la lidocaína, 

articaína y bupivacaína relegaron casi por completo su uso (Ruetsch y cols., 

2001).  
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1.4. Exposición prenatal a cocaína 

El consumo de cocaína durante el embarazo puede afectar tanto a la 

placenta como al feto, debido a que la cocaína, por su pequeño tamaño (PM 

303,4 g/mol), puede atravesar fácilmente la barrera placentaria y entrar a la 

circulación fetal (Schenker y cols., 1993), produciendo un riesgo elevado de 

aborto, muerte fetal intrauterina, partos prematuros, abrupción placentaria, bebes 

con bajo peso al nacer, anormalidades en el hígado, pulmones, genitales, sistema 

cardiaco (Plessinger y Woods, 1998; Feng, 2005; Messiah y cols., 2011) y 

neurológico (Delaney-Black y cols., 1996; Eyler y cols., 2009). En modelos 

animales han documentado una variedad de anormalidades morfológicas del 

cerebro (Lidow y Song, 2001; Stanwood y cols., 2001; Salvatore y cols., 2004) y 

alterando el mecanismo de señalización dopaminérgica en el cerebro del feto 

Fig. 3. Aumento de la dopamina en el espacio sináptico, por bloqueo del transportador de dopamina por 

acción de la cocaína en la neurona presináptica. Este hecho induce que la dopamina, que se encuentra 

aumentada en el espacio extracelular, active los receptores dopaminérgicos postsinápticos e induzcan la 

activación e inhibición de la adenilil ciclasa. Asimismo, el incremento de dopamina puede activar a los 

autoreceptores  y producir la disminución de la síntesis de TH y de dopamina. Tomado de Kreek y cols., 

2002. 
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(Choi y cols., 1998; Jones y cols., 2000; Stanwood y Levitt, 2007; kubrusly y 

Bhide, 2010). Estudios detallados han mostrado que la exposición prenatal con 

cocaína puede tener efectos negativos de larga duración sobre el sistema de 

atención y cognitivo lo cual es mediado por la corteza prefrontal y otras áreas 

corticales los cuales expresan receptores dopaminérgicos y reciben diversas 

proyecciones dopaminérgicas desde el mesencéfalo (Mayes y cols., 2003; Singer 

y cols., 2004). Diferentes estudios en humanos y en modelos animales, confirman  

que la exposición prenatal a cocaína resulta en cambios permanentes específicos 

como comportamental, celular y molecular (Ursitti y cols., 2001; Harvey, 2004; 

Stanwood y Levitt, 2003). Sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares, 

responsables de las anormalidades durante el desarrollo del feto, inducidos por la 

cocaína aún no están muy claros. 

1.5. Sistema dopaminérgico endógeno 

El sistema dopaminérgico mesencefálico está formado por dos 

proyecciones principales: el sistema nigroestriatal, que se proyecta desde la zona 

compacta de la sustancia negra al cuerpo del estriado, y el sistema 

mesocorticolímbico (Wise, 2004)  el cual se origina en el área tegmental ventral 

(VTA) y se prolonga al núcleo accumbes, tubérculo olfatorio, amígdala y a la 

corteza prefrontal (Nestler, 2001; Koob, 1996; Schmidt, 2000). El sistema 

mesocorticolímbico (Fig. 4) está relacionada con el comportamiento emocional y 

el mecanismo de recompensa, por lo que cumple un rol esencial en el desarrollo a 

la dependencia de drogas como la cocaína, nicotina y opioides (Koob, 1996; 

Schmidt, 2000; Nestler, 2001; Volkow y Li, 2004; Nestler, 2005; Sulzer, 2011). Un 

mecanismo que comparte la cocaína con otras sustancias adictivas es que 

incrementa la dopamina, en el espacio sináptico en el área del núcleo accumbens 

(Fig.5), lo cual induce procesos neurobiológicos y de plasticidad neuronal que 
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hace que el sujeto siga consumiendo las sustancias adictivas a pesar de conocer 

los daños que está produce (Gardner, 2011; Sulzer, 2011).   

 

 

 

 

 

A pesar de que las neuronas dopaminérgicas conforman menos del 1% del 

total de neuronas del cerebro (Chinta y cols., 2005), desempeñan un rol 

importante en la regulación de  funciones básicas del cerebro, como en el sistema 

de recompensa, que controla el aprendizaje y muchos comportamientos 

específicos (Zhou y cols., 2011; Schultz, 1997). La dopamina es uno de los NTs 

catecolaminérgicos del SNC de los mamíferos que  participa en la regulación de 

diversas funciones como la conducta motora, la emotividad y la afectividad así 

como en la comunicación neuroendocrina (Zhou y cols, 2004; Wise, 2004; Balldin 

y cols., 1993).  

 

 

 

 

 

 

Figura 4. En naranja la vía mesolímbicocortical. Las neuronas dopaminérgicas procedentes del área 

tegmental ventral (VTA) se proyectan al núcleo accumbens (NAc), amígdala, tubérculo olfatorio, área  

ventral del caudado-putamen (C-P) y a la corteza pre frontal  entre otros. Tomado de Nestler, 2001. 

 

Fig. 5. Retroalimentación entre el NAC y VTA a través de la activación de CREB. La cocaína activa la 

expresión génica de la prodinorfina en el núcleo accumbens (NAC) y el estriado dorsal a través de la 

estimulación de los receptores D1 de dopamina, la vía del cAMP y la fosforilación de CREB. La 

dinorfina resultante se transporta a las terminales presinápticas y sobre las neuronas 

dopaminérgicas. La  dinorfina es agonista de los receptores opiáceos kappa, que al ser activados 

disminuyen la liberación de dopamina. Tomado de McClung  y Nestler, 2006. 
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1.6. Síntesis de la dopamina. 

La síntesis de la dopamina tiene lugar en las terminales nerviosas 

dopaminérgicas donde se encuentran en alta concentración las enzimas 

responsables de la síntesis de dopamina, la tirosina hidroxilasa (TH) y la 

descarboxilasa de aminoácidos aromáticos o DOPA descarboxilasa (DDC) (Best y 

cols., 2009; Kreek y cols., 2010). La hidroxilación del aminoácido L-tirosina es el 

punto de regulación de la síntesis de catecolaminas en el SNC (Nagatsu y cols., 

1964; Best y cols., 2009) y en consecuencia la TH es la enzima limitante de la 

síntesis de la dopamina, la noradrenalina y la adrenalina (Levitt y cols., 1965; 

Jakowec y cols., 2004; Best y cols., 2009). La TH es un péptido de 498 

aminoácidos (56 KDa) presente de manera predominante en la fracción citosólica 

de las terminales catecolaminérgicas. La enzima es una oxidasa que utiliza L-

tirosina y oxígeno como sustratos, además de la tetrahidrobiopterina (BH4) como 

cofactor para adicionar un grupo hidroxilo al aminoácido y formar L-DOPA, luego 

por acción de la DDC se descarboxila la L-DOPA y se forma la dopamina (Best y 

cols., 2009) (Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Síntesis de dopamina a partir de la L-tirosina en las neuronas dopaminérgicas. TH: Tirosina 

hidroxilasa; DDC: Descarboxilasa de amino ácidos arómaticos; MAOA: monoamino oxidasa. 
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1.7. Receptores de dopamina. 

Las técnicas de clonación molecular han permitido la identificación de 5 

tipos de receptores dopaminérgicos, divididos en dos familias farmacológicas 

denominadas D1 y D2, miembros de los receptores acoplados a la proteína G con 

siete dominios transmembrana (Probst y cols., 1992). Los receptores de la familia 

D1, subtipos D1 y D5, están acoplados a proteínas Gαs/ Gαolf (clases de la 

proteína G) y estimulan la formación de cAMP (Adenosina monofosfato cíclico) 

como principal mecanismo de transducción de señales de segundos mensajeros 

(Zhuang y cols., 2000; Jin y cols.,2001) (Fig. 7)  

 

 

 

 

 

 

 

Los subtipos pertenecientes a la familia D2 (D2, D3 y D4) inhiben la 

formación de cAMP, activan canales de K+ y reducen la entrada de iones de Ca2+ 

a través de canales dependientes de voltaje, efectos mediados por las proteínas 

Gi y Go (Missale y cols., 1993; 1998). Los receptores dopaminérgicos están 

conformados por un terminal amino, el cual tiene similar número de aminoácidos 

para todos los subtipos de receptores, un terminal carboxilo , el cual es 7 veces 

Figura 7. Receptores dopaminérgicos de la familia D1 y D2. El recetor D1 activa la síntesis de cAMP, y 

este luego  activa a la PKA y este último induce la activación de CREB. El receptor D2 inhibe la síntesis 

de cAMP. AC: adenilato ciclasa; PKA: Proteina kinasa A; CREB: Elemento de respuesta al cAMP. 
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más largo  para la familia de receptores D1 que para la familia D2, es rico en 

residuos de serina y treonina, contiene residuos de cisteína  que es conservado 

en todas los receptores acoplados a la proteína G, la familia de receptores D2 

tiene el  tercer lazo intracelular  largo lo cual es característico en receptores que 

interactúan con la proteína Gαi mientras la familia D1 se caracterizan por tener el 

tercer lazo más corto como muchos receptores acoplados a la proteína Gs 

(Sibley y cols., 1992; Sibley y Monsma, 1992; Sibley y cols., 1992; Civelli y cols., 

1993; Namkung y cols., 2009; Beaulieu y cols., 2011) (Fig. 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los receptores dopaminérgicos se encuentran ampliamente distribuidos en 

diversas áreas del SNC (aunque de manera diferencial de acuerdo al subtipo) 

donde son responsables de las diversas acciones fisiológicas de la dopamina. Los 

receptores D1 y D2 se encuentran en el núcleo accumbes, D1, D2 y D3 en la 

Fig. 8. Estructura del receptor D2 de rata. Existen dos tipos de D2 en ratas, una forma larga y otra corta que 

se denominan D2L y D2S, respectivamente.  Los receptores dopaminérgicos son receptores de 7 dominios 

transmembrana acoplados a proteína G. Los aminoácidos negros representan la secuencia ausente en la 

forma D2s. Los aminoácidos marcados de rojo son sitios de fosforilación de PKC y los marcados de azul 

lugares de fosforilación de GRK (Kinasas acopladas a proteína G). Tomado de Namkung y cols., 2009. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Beaulieu%20JM%22%5BAuthor%5D
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D1 Postsináptico
D2 Presináptico
D3 Presináptico

D2 Presináptico

Área tegmental ventral

Dopamina

Glutamato

GABA

D1 Postsináptico
D2 Pre y postsináptico
D3 ?

Núcleo accumbens
estriado ventral

Corteza pre frontal

corteza prefrontal y D2 presináptico en el VTA como lo explica la figura 9 (Berke y 

Hyman; 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.8. Sistema dopaminérgico en el pez cebra  

 A diferencia de los mamíferos donde las neuronas dopaminérgicas se 

desarrollan tanto en el cerebro anterior como en el cerebro medio (Chinta y 

Andersen, 2005), en los teleósteos, incluido el pez cebra, el sistema 

dopaminérgico se localiza en el cerebro anterior (telencéfalo y diencéfalo) 

(Holzschuh y cols., 2001; Smeets y González, 2000). Sin embargo, diversos 

trabajos de investigación sugieren que algunas de estas neuronas funcionan 

análogamente o que representan una extensión de las neuronas de la sustancia 

negra y del área tegmental ventral del mesencéfalo en mamíferos (Reiner y 

Northcutt, 1992; Puelles y Verney, 1998; Wullimann y Knipp, 2000, Kaslin y 

Panula, 2001; Rink y Wullimann, 2002), además de identificarse  el sistema 

Fig. 9. Distribución de los diferentes tipos de receptores dopaminérgicos en las áreas del SNC implicadas en la 

adicción y la recompensa. En el núcleo accumbens se pueden encontrar los receptores D1 y D2, mientras en la 

corteza prefrontal están D1, D2 y D3, mientras que en el VTA se distribuyen los autoreceptores D2. 
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dopaminérgico ascendente en teleósteos que va del tubérculo posterior al estriado 

(Rink y Wulliman, 2001). Los receptores dopaminérgicos en el pez cebra fueron 

clonados empleando la secuencia de los receptores de dopamina en humanos y 

se denominan como: Drd1; Drd2a, Drd2b, Drd2l, Drd3, Drd4a, Drd4b y Drd4rs 

(Boehmler y cols., 2004; Li y cols., 2007; Boehmler y cols., 2007) (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En general,  la identidad de las proteínas del pez cebra con respecto a las 

del humano es menor del 70% (Langheinrich, 2003), pero la conservación de los 

dominios funcionales, así como las regiones de unión a los substratos o ligandos 

es muy alto en el pez cebra, cercano al 100% de identidad con la del ser humano, 

lo que le otorga al pez cebra, ser un modelo muy valioso, para el estudio del 

descubrimiento de nuevos fármacos, sitios de unión de los fármacos, validación 

de fármacos y estrategias para el estudio de toxicidad (Langheinrich, 2003). En el 

Tabla1. Correspondencia de los receptores de dopamina del humano con el pez cebra. La nomenclatura 

está basada en la clasificación del ZFIN (www.zfin.org).  El pez cebra presenta cuatro receptores 

dopaminérgicos a diferencia de los mamíferos que presentan 5 tipos. 

 

Humano Pez cebra 

D1 Drd1 

Drd2a 

Drd2b 

Drd2l 

D3 Drd3 

Drd4a 

Drd4b 

Drd4rs 

D5 

D2 

D4 

en el pez cebra 
Receptores dopaminérgicos 
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caso específico de los receptores dopaminérgicos del pez cebra, estos presentan 

una identidad de hasta un 71% entre el receptor Drd1 y el receptor D1 de 

humano, siendo menores las identidades del resto de receptores dopaminérgicos 

(Drd2a, Drd2b, Drd2c, Drd3, Drd4a, Drd4b, Drd4rs) del pez cebra con sus 

equivalentes en humanos, alrededor del 47 a 68 % (Tabla 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La tirosina hidroxilasa (TH)  es indispensable para la síntesis de dopamina 

en las neuronas dopaminérgicas en los mamíferos, siendo la primera enzima y la 

limitante de la síntesis de dopamina (Wallen y Perlmann, 2003; Martinat y cols., 

2006). En el pez cebra existen dos duplicados del gen de la TH, Th1 y Th2, que 

muestran una expresión complementaria (Fig. 10). La Th1 es el que se expresa 

en mayor proporción en el cerebro, además que su distribución se asemeja a 

DAT, mientras que Th2 juega un rol menor en la síntesis de dopamina durante el 

desarrollo temprano (Filippi y cols 2010) y actúa preferentemente en la periferia 

(Chen y cols., 2009). Por el contrario en estadios más avanzados del pez cebra 

como en alevines y peces adultos, la Th2 parece contribuir de una manera 

predominante en el diencéfalo (Filippi y cols., 2010; Yamamoto y cols., 2010). 

Tabla 2. Homología  en porcentaje de los aminos ácidos de los receptores dopaminérgicos del pez 

cebra con diferentes mamíferos (rata, ratón y humano). En la fila superior se aprecia los receptores 

dopaminérgicos del pez cebra, mientras que en la parte inferior se disponen los receptores 

dopaminérgicos de mamíferos. La mayor homología esta entre el receptor Drd1 de pez cebra con el D1 

de mamíferos con un 69-71%, seguido de Drd2b (69%) 

Pez cebra Drd1 Drd2a Drd2b Drd2l Drd3 Drd4a Drd4b drd4rs 

Humano 71 67 69 56 59 49 53 48 

Rata 69 66 69 56 56 50 52 50 

Ratón 69 69 69 56 54 50 53 51 

Mamíferos* D1 D3 

* Mamíferos: humano, rata y ratón 

D2 D4 
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1.9. Factores de transcripción relacionados con el desarrollo de las 

neuronas dopaminérgicas y la señalización Nodal    

Los factores de transcripción son proteínas que regulan la transcripción de 

genes al unirse a secuencias específicas del DNA o a otros factores de 

transcripción (Jankovic et al., 2005). En mamíferos existen diversos factores de 

transcripción intracelulares, relacionados con el desarrollo de las neuronas 

dopaminérgicas y entre ellos tenemos: Lmx1b (Smidt MP y cols., 2000), Otp 

(Acampora y cols., 1999; Wang y Lufkin, 2000), Nurr1 (Martinat y cols., 2006) y 

Pitx3 (Kim y cols., 2007). Estos factores están involucrados en la adquisición del 

fenotipo dopamonérgico, diferenciación maduración y supervivencia de las 

neuronas dopaminérgicas. Lmx1b (Bergman y cols., 2010; Yan y cols., 2011) y 

Otp (Wang y Lufkin, 2000) están relacionados con la especificación de los 

precursores tempranos, mientras que el receptor nuclear huérfano Nurr1 y Pixt3 

parecen contribuir posteriormente a la diferenciación de las neuronas 

dopaminérgicas en mesencéfalo y diencéfalo (Smits y Smidt, 2006; Martinat y 

cols., 2006, Shimada y cols., 2009). Esto indica que la transmisión dopaminérgica 

requiere la expresión coordinada de genes específicos para sintetizar y reciclar  al 

TH 

Th1 

Th2 

Mamíferos 

Pez cebra 

Fig. 10 La tirosina hidroxilasa en el pez cebra se encuentra duplicada, los cuales se denominan Th1 y 

Th2. La Th1 es la que mayor homología presenta con la TH de mamíferos y la que tiene mayor 

distribución en estadios tempranos del pez cebra.  
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transmisor, recibir y controlar las señales químicas y para traducir esta 

información en respuestas celulares relevantes.  

1.9.1. El receptor hormonal nuclear huérfano Nurr1. Este receptor fue 

descubierto en 1992 por Law y cols. (1992), pertenece a la superfamilia de 

factores de transcripción de  dedos de zinc (Ramsden y cols., 2001). Se 

encuentra expresado en las neuronas mesencefálicas y diencefálicas de la 

sustancia negra y el área tegmental ventral durante el desarrollo y la adultez 

(Zetterström y cols., 1996). Las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo y 

diencéfalo están involucradas en el control voluntario de los movimientos, en la 

regulación del comportamiento relacionado a las emociones y también son 

afectados por muchos desórdenes psiquiátricos como la enfermedad de 

Parkinson, depresión y la esquizofrenia (Nunes y cols., 2003; Smidt y Burbach, 

2007) 

El rol crítico de Nurr1 en el desarrollo de las neuronas dopaminérgicas 

mesencefálicas (mDA) fue observado por la ausencia completa de la TH en 

embriones de ratones sin la presencia de Nurr1 (Zetterström y cols., 1997; 

Saucedo-Cardenas y cols., 1998). El mecanismo por el cual Nurr1 induce  la TH 

aún no se ha dilucidado. Interesantemente, otros reguladores del desarrollo de 

estas neuronas, como los genes En1/2, FoxA2, Lmx1b y Pitx3 se expresaban en 

los ratones carentes de Nurr1, sugiriendo la existencia de múltiples vías paralelas 

que actúan en conjunto para el adecuado desarrollo de las neuronas 

dopaminérgicas (Saucedo-Cárdenasy cols., 1998; Smidt y cols., 2000; Wallen y 

cols., 1999; Smits y cols., 2003). Además, otras investigaciones han mostrado que 

Nurr1 es requerido para el mantenimiento de las neuronas de mDA (Saucedo-

Cadenas y cols., 1998; Zhang y cols., 2011) y necesario, además de la TH, para 

la expresión del transportador vesicular monoaminérgico 2 (VMAT2), 
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transportador de dopamina (DAT) (Smits y cols., 2003) y el receptor 

dopaminérgico D2 (Jacobs y cols., 2009). Estas acciones las realiza en conjunto 

con otro factor de transcripción, el Pitx3. Asimismo, estos factores están 

relacionados en la diferenciación, crecimiento axonal, patrón neuronal y 

supervivencia neuronal (Jacobs y cols., 2009a; Jacobs y cols., 2009b) (Fig. 11). 

Se ha sugerido que la inducción de las neuronas dopaminérgicas por Nurr1 no es 

suficiente para determinar la diferenciación fenotípica (Kim y cols., 2003). Nurr1 

es regulado también por otros factores como el Lmx1a en las neuronas 

mesencefálicas, puesto que el empleo de RNA de interferencia contra Lmx1a 

resultó en una disminución drástica de Nurr1 en la parte ventral del mesencéfalo 

de pollo (Andersson y cols., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.9.2. Factor de transcripción Pitx3. Es un factor que fue inicialmente 

caracterizado como un gen bicoide (gen materno), que esta exclusivamente 

expresado en poblaciones neuronales dopaminérgicas del mesencéfalo (Smidt y 

cols., 1997, Smidt y cols., 2004; Prakash y Wurst, 2006). Pitx3 pertenece a la 

Fig. 11 Nurr1 y Pitx3 regulan la expresión de genes involucrados en el metabolismo de la dopamina, 

diferenciación terminal, crecimiento axonal y patrón neuronal. La leyenda muestra que Nurr1+pitx3 

(plomo), actuando en conjunto participan en la formación del sistema dopaminérgico, además Nurr1 

(Negro) y Pitx 3 (Blanco) independientemente tienen otras acciones. Tomado de Jacobs y cols.,  2009. 
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familia de genes homebox y es homólogo de Pixt1 y Pitx2 que fueron clonados 

previo a Pitx3 (Smidt y cols., 2004). Inicialmente fueron llamados como Ptx por los 

genes homeobox de la pitutitaria, pero como anteriormente se había utilizado Ptx 

para nombrar a las pentraxinas, se les cambió a Pitx. La expresión del gen de 

Pitx3 se ha encontrado en todas las neuronas mDA del SNC (Smidt, 1997; Smidt 

y Burbach, 2007). Pitx3 es requerido para la expresión de Th en un subgrupo de 

neuronas mDA (Maxwell y cols., 2005). En ausencia de Pitx3, las neuronas 

dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta (SNpc) y aproximadamente 

el 50% de las neuromas del VTA se pierden durante el desarrollo (Hwang y cols., 

2003; Smidt y cols., 2004; Maxwell y cols., 2005; Prakash y Wurst, 2006).  Por lo 

tanto, Pitx3 es un factor de transcripción importante para el desarrollo y 

supervivencia de las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas (Nunes y cols., 

2003; Van den Munckhof y cols., 2003; Smits y Smidt, 2006). Asimismo, Pitx3 es 

esencial para el desarrollo de las neuronas dopaminérgicas de la SN (Nunes y 

cols., 2003). Pitx3 está regulado por el factor de transcripción Lmx1b en las 

neuronas mDA (Smidt y cols., 2000; Prakash y Wurst, 2006), puesto que hay una 

disminución del mRNA de Pitx3 en ratones knock-out del factor de transcripción 

Lmx1b. Asimismo, Pitx3 potencia al factor de transcripción Nurr1, induciendo la 

liberación de un receptor nuclear co-represor SMRT del complejo transcripcional, 

activando de esta manera los genes diana de Nurr1 (Jacobs y cols., 2009) (Fig. 

12). Comprendiendo los mecanismos moleculares que describen la actividad de 

Pitx3, podremos mejorar la comprensión y el tratamiento de enfermedades 

degenerativas como la enfermedad de Parkinson (Smidt y Burbach, 2007), ya que 

el 75 % de neuronas dopaminérgicas están localizadas en el mesencéfalo y los 

dos mayores grupos de neuronas son de la SNpc y VTA, que están relacionadas 

al movimiento voluntario (Li y cols., 2009) y a las adicciones, respectivamente.  
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1.9.3. El factor de transcripción Lmx1b. es un miembro de la familia de 

homeodominio LIM, junto con Lmx1a cumplen un rol importante en el desarrollo 

del cerebro. Lmx1b fue reconocido por tener un rol en el patrón de expresión 

dorso ventral de los miembros (Ramsden y cols, 2001). Su expresión anterior a 

células positivas a Nurr1 y Pixt3 sugieren que Lmx1b pueda actuar genéticamente 

como un activador de estos genes y estar asociado con la preparación  del lugar  

para el origen y diferenciación del sistema  dopaminérgico mesencefálico (Smidt y 

cols., 2000). Es uno de los factores involucrados en la generación de neuronal de 

mDA y es esencial para la generación de la adecuada diferenciación de neuronas 

mDA (Smidt y Burbach, 2007). También se ha descrito la importancia de Lmx1a 

en la especificación del fenotipo de las neuronas mDA (Smidt y Burbach, 2007). 

Este efecto muy temprano en la diferenciación de las mDNA por estos factores de 

transcripción (Lmx1a y Lmx1b) ofrece nuevas posibilidades para el tratamiento de 

enfermedades neurodegenerativas. 

Aunque la expresión de Nurr1 es esencial para la diferenciación de las 

Fig. 12  Pitx3 activa a Nurr1 produciendo la liberación de los co-represores SMRT-HDAC, induciendo de esta 

manera la activación de los genes diana de Nurr1. SMRT: mediador del silenciamiento del ácido retinoico y 

del receptor de la hormona tiroidea;  HDAC. Histona deacetilasa. Tomado de Jacobs y cols., 2009. 

Nurr1 
Target genes 

Nurr1 
Target genes 
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células madre en neuronas dopaminérgicas, este factor no puede iniciar y 

completar este proceso por sí mismo. El desarrollo y diferenciación neuronal 

ocurre como consecuencia de las acciones sucesivas de factores de 

transcripción. En las etapas tempranas de trasformación de células madres, Sonic 

hedgehog (Shh) y el factor de crecimiento de fibroblastos 8 (FGF-8) parecen ser 

los principales mediadores de la formación de las neuronas dopaminérgicas, ya 

que inducen la expresión de Lmx1b en etapas tempranas y este a su vez estimula 

otros factores de transcripción como Nurr1 y Pitx3  (Ramsden y cols, 2001; 

Goridis y Rohrer, 2002; Smidt y Burbach, 2007) (Fig. 13 A y B). 

En el pez cebra se ha visto que para la formación de las neuronas 

dopaminérgicas se requiere de Lmx1b.1 y Lmx1b.2, dos ortólogos de Lmx1b de 

mamíferos, ambos son necesarios para la mantención del límite mesencéfalo 

rombencéfalo (MHB) (O´Hara y cols., 2005). Lmx1b, no se expresa en neuronas 

maduras mesencefálicas lo que revela un rol en las poblaciones de los 

precursores del diencéfalo ventral contribuyendo con las neuronas 

dopaminérgicas de esa región (Filippi y cols., 2007). 
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Fig. 13 A) Los factores de transcripción Lmx1a y Lmx1b se expresan más temprano que Nurr1 y Pitx3, 

durante el desarrollo embrionario de ratones del día 12.5. Se muestra el desarrollo inicial de la 

diferenciación en la zona ventricular y en las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo. Tomado de 

Smidt y Burbach 2007. B) El factor de transcripción Lmx1b junto con Aldh1 son importantes en las 

neuronas progenitoras  de dopamina que posteriormente darán origen a los precursores y neuronas 

diferenciadas de dopamina. Aldh1 (Aldehido deshidrogenasa envuelta en la síntesis de ácido retinoico). 

Tomado de Goridis y Rohrer, 2002. 
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1.9.4. La proteína Ortopedia (Otp) es un factor de transcripción que tiene un rol  

importante en la proliferación, supervivencia, así como en la migración y 

diferenciación celular para el  establecimiento  del  hipotálamo neuroendocrino 

(Acampora y cols., 1999). Por lo que Otp es un determinante clave que controla la 

especificación de las neuronas hipotalámicas (Acampora y cols., 1999; Wang y 

Lufkin, 2000). El desarrollo de neuronas específicas de dopamina en el tubérculo 

posterior del hipotálamo  es dependiente de la función de Otp (Blechman et al., 

2007; Del Giacco et al., 2006; Ryu et al., 2007). Asimismo, Otp es esencial para el 

desarrollo de subgrupos específicos de neuronas dopaminérgicas en el diencéfalo 

(Ryu y cols., 2007). Otp se expresa en precursores postmitóticos tempranos así 

como en neuronas maduras dopaminérgicas especificadas y parece tener una 

mayor función en la diferenciación de neuronas dopaminérgicas del diencéfalo 

ventral. En el pez cebra se encuentran dos duplicados de la proteína Otp: Otpa  y 

Otpb con un homología con la proteína de ratón de 81% para Otpa y de 78% para 

otpb (Del Giacco y cols., 2006), ambos son requeridos coordinadamente para el 

desarrollo de la mayor parte de las neruronas dopaminérgicas hipotalámicas, así 

mismo la sobreexpresión de Otp puede inducir expresión ectópica de la tirosina 

hidroxilasa y del transportador de dopamina, indicando que Otp puede especificar 

aspectos de la identidad de las neuronas dopaminérgicas (Ryu y cols., 2007). Por 

otro lado, Otp junto con Arnt2 y Sim1 son importantes en la especificación y 

diferenciación de las neuronas dopaminérgicas del tubérculo posterior del 

hipotálamo (Ryu y cols., 2007; Löhr y cols., 2009) (Fig. 14). En ratones mutantes 

de Otp, se ha observado una deficiencia de neuronas dopaminérgicas en el 

pretectum e hipotálamo, lo que revela una relación en la evolución de los 

mamíferos y los teleósteos (Ryu y cols., 2007).   
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Factor de                                   
Transcripción

Smidt y cols., 2000

Löhr y cols., 2009

Zetterstrom y cols., 2005; Wallen y cols., 2001

Saucedo-Cardenas y cols., 1997

Wallen y cols., 1999, Smits y cols., 2003

Hwang y cols., 2003; Nunes y cols., 2003

van den Munckhof y cols., 2003; 

Smidt y cols., 2004; maxwell y cos., 2005

Referencias

Requerido para el mantenimiento 

Expresión en 
neuronas dopmainérgicas

Función en 
células mesencefálicas 

de neuronas mDA

de neuronas mDA y la expresión

de marcadores de la diferenciación tardío

neuronas maduras mDA y la supervivencia de 

neuronas maduras primarias del la SNpc y VTA

en el tuberculo posterior del hipotálamo

desarrollo de neuronas dopaminérgicas 

Requerido para el mantenimiento 

requerido para la expresión de Th en 
Pitx3 Neuronas maduras 

Progenitores, 

neuronas inmaduras y maduras
Lmx1b

Otp Neuronas inmaduras y maduras

Nurr1 Neuronas inmaduras y maduras

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.9.5. Factores de transcripción Lmx1b, Otp, Nurr1 y Pitx3 y su función en el 

desarrollo de las neuronas dopaminérgicas 

Por lo tanto, para la formación del sistema dopaminérgico se requiere la 

expresión coordinada de genes específicos para el correcto desarrollo de las 

neuronas dopaminérgicas, la  supervivencia y dar las características fenotípicas 

de las neuronas dopaminérgicas (Tabla 3). 

 

 

 

Fig. 14 Otp es importante en la especificación y diferenciación de las neuronas dopaminérgicas del 

tubérculo posterior del hipotálamo, asimismo intervienen otros factores como Arnt2 y Sim1 en la acción de 

Otp. Tomado de Löhr y cols., 2009. 

Tabla 3 Resumen de la acción de los factores de transcripción en el desarrollo y función de las neuronas 

dopaminérgicas. Modificado de Ang, 2006. 

 



Introducción 

25 
 

1.9.6. La señalización Nodal 

La señalización nodal es una importante vía de señalización durante el 

desarrollo embrionario (Fig. 15) (Agathon y cols., 2003), es una vía de 

transducción, requerido para el establecimiento y desarrollo del hipotálamo y el 

telencéfalo ventral (Rohr y cols., 2001). Las proteínas relacionadas a nodal 

pertenecen a un subgrupo de ligandos del factor de crecimiento transformante 

Beta (TFGβ). El número de moléculas relacionadas con Nodal varían entre 

vertebrados por ejemplo en ratones encontramos un solo gen que codifica para 

Nodal, en Xenopus laevis tiene al menos 6 genes relacionados y en el pez cebra 

encontramos  tres: Ndr1 (nodal related 1 ó squint), Ndr2 (nodal related 2 ó cyclop) 

y southpaw (previamente denominado como Ndr3) (Rebagliati y cols., 1998a; 

Weng y Stemple, 2003; Tian, 2008). Ndr1 y Ndr2 son esenciales para el desarrollo 

de la región del organizador del istmo  y también para la formación del 

mesodermo y endodermo (Feldman y cols., 1998). La carencia de la señal Nodal 

Ndr2), tiene como resultado una ausencia completa del cerebro anterior, una 

severa disminución de las células de la placa basal, conllevando a una 

malformación de los derivados del cerebro anterior, fusión de los ojos, eje del 

cuerpo curvado, y alteración en la extensión axonal dentro de la médula espinal 

(Tongiorgi, 1998; Aquilina-Beck y cols., 2007). El Ndr1 es requerido para la 

formación del mesodermo y estructuras dorsales (Tian y cols., 2008).  
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El silenciamiento de la función de Southpaw por morfolinos sugiere  que es 

importante para el mantenimiento de la asimetría de derecha-izquierda (Long y 

cols., 2003). Ndr2, también llamado Cyclops, a diferencia de Ndr1  se expresa 

mayormente durante la gastrulación, pero también en estadios tardíos. Con lo que 

tendría funciones tempranas y tardías en el embrión, a diferencia de Ndr1, que 

tiene una expresión muy temprana y está relacionada con la inducción temprana 

del mesodermo en estadio de blástula, mientras, Ndr2 tiene poca actividad 

inductora del mesodermo con respecto a ndr1 pero una mayor actividad inductora 

neuronal (Rebagliati y cols.,1998b). 

En embriones mutantes del gen ndr2 se observaron, además de la 

alteración del desarrollo de estructuras de SNC ventral, que el factor de 

transcripción otpb dejaba de expresarse en el tubérculo posterior y que una 

sobreexpresión de ndr2 producía una moderada expansión de otpb en la misma 

zona, además determinaron que para la especificación de Otpb en el diencéfalo 

posterior, en el pez ceba, no eran necesarios SHH ni el FGF8. Esto indica que la 

señalización Nodal es un regulador positivo de la expresión de otpb y de las 

Fig. 15 El patrón de expresión del pez cebra por la combinación de la actividad de BMP, Nodal y Wnt. La 

formación de la cabeza resulta de la triple inhibición de BMP, Nodal y Wnt. En la formación del eje (la placa 

precordal, mesodermos cordal, y la parte ventral del tubo neural) resulta de la inhibición de BMP y Wnt y la 

estimulación de Nodal. La formación de la cola depende de una triple estimulación de BMP, Nodal y Wnt8. 

Tomado de Agathon y cols., 2003 
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funciones en la determinación de las neuronas dopaminérgicas en la placa basal 

posterior del hipotálamo (Del Giacco y cols, 2006) (Fig. 16). Se ha determinado 

que el FGF8 no es estrictamente requerido para la formación de neuronas 

dopaminérgicas en el cerebro anterior pero si para el desarrollo de neuronas 

catecolaminérgicas en el locus coeruleus, y que la señalización Nodal es 

importante tanto para el establecimiento temprano del hipotálamo y también para 

la formación de neuronas dopaminérgicas  en el resto de zonas del cerebro 

anterior, ya que los mutantes de la señalización nodal  carecían de las neuronas 

dopaminérgicas diencefálicas en la placa basal  (tubérculo posterior e hipotálamo) 

así como en la placa alar (tálamo y grupos pretectales) ( Holzschuh y cols., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nodal propaga su señal uniéndose a complejos receptores heterodiméricos 

tipo I (activin-like-kinases,ALKs, 4 y 7) y tipo II ALK (ACTRIIB). Esto produce la 

fosforilación de SMAD2/3 y unido a SMAD4 y se translocan al núcleo, donde 

regulan la expresión de genes a través de FOXH1. Nodal promueve la expresión 

de genes como LEFTY1 Y LEFTY2 y goosecoid (GSC). Además, nodal regula su 

Fig. 16 La señalización nodal regula positivamente al factor de transcripción (sin la intervención de SHH y 

FGF8) a Otp1 (actualmente denominado Otpb) y este a su vez a la TH de las neuronas dopaminérgicas del 

tubérculo posterior del hipotálamo. En el caso del área preóptica la señalización nodal regula Otp1  por 

intermedio de SHH y FGF8. PO: área preóptica del hipotálamo; PT: tubérculo posterior del hipotálamo. 

Tomado de Del Giacco y cols., 2006. 
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propia expresión  por una retroalimentación positiva (Hendrix y col., 2007) (Fig.17) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.10. Regulación transcripcional por los micro RNAs. 

Los microRNAs (miRNA) son pequeños RNAs no codificantes, conformado 

aproximadamente  por 22 nucleótidos, se expresa en todos los organismos 

multicelulares y está ausente en organismos unicelulares. Estas moléculas de 

RNA se unen a lugares complementarios del 3´UTR de decenas dianas de RNA 

mensajeros (mRNA) para perturbar su expresión, degradándolos  y /o  inhibiendo 

su translación, de esta manera regulan procesos como proliferación y 

diferenciación celular, organogénesis y el mantenimiento de células progenitoras 

(Kloosterman y Plasterk, 2006; Kloosterman y cols., 2006; Yin y Poss, 2008; 

Shomron, 2010a; Shomron, 2010b). 

Fig. 17 La proteína Nodal propaga su señal uniéndose a complejos receptores heterodiméricos tipo I 

(activin-like-kinases (ALKs) 4 y 7) y tipo II ALK (ACTRIIB), resultando en la fosforilación y activación de 

ALK4/7 por ACTRIIB, seguido por ALK 4 y 7, que median la fosforilación de SMAD2 y posiblemente de 

SMAD3. Estos últimos fosforilados se unen a SMAD4 y se translocan al núcleo, donde regulan la 

expresión de genes a través de su asociación con factores de transcripción como FOXH1. La señalización 

Nodal es promovido por el factor de crecimiento epidermal - factor correceptor (EGF-CFC) cripto. Nodal 

promueve la expresión de genes como LEFTY1 Y LEFTY2 (Señales extracelulares inhibitorios de Nodal) y 

goosecoid, además, también regula su propia expresión  a través de una retroalimentación positiva. 

Tomado de Hendrix y cols., 2007. 
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La biogénesis del miRNA maduro se inicia a partir de la transcripción del 

miRNA primario (pri-miRNA) a través de la enzima RNA polimerasa II, este es 

procesado en el núcleo celular por la enzima RNasa III, Drosha, que forma el 

precursor del miRNA (pre-miRNA), el cual consta de entre 70 a 80 nucleótidos y le 

da la forma de “pinza”. Luego el pre-miRNA es trasladado del núcleo al 

citoplasma, a través de la exportina 5, donde es procesado por la enzima RNasa 

III, Dicer, en dos moléculas de miRNA de 22 nucleótidos aproximadamente, en 

forma de dúplex. Posteriormente las dos moléculas se separan, la hebra que será 

el futuro miRNA maduro (RNA guía) se une al RISC (del inglés RNA-induced 

silencing complex) a través del cual  media la  actividad de sus genes diana de 

dos modos: por inhibición translacional o degradación del mRNA diana 

(Wienholds and Plasterk, 2005). La otra hebra conocida como hebra pasajera o 

hebra estrella (miRNA*) es desestabilizada y removida de la célula (Dueck y 

Meister, 2010) (Fig. 18). 

La mayoría de los  genes de miRNA  se localizan en los intrones de los 

genes huéspedes y en algunos de ellos, esta localización se mantiene  

conservada durante la evolución. También se ha localizado al miRNA   en zonas 

genómicas relacionadas con cáncer, sugiriendo que el miRNA estaría implicado 

en la formación de tumores (Calin y cols., 2004a; Calin y cols., 2004b). Como 

cualquier otro tejido  y células,  el sistema nervioso  y líneas celulares neuronales 

también expresan miRNAs, algunas de ellas son enriquecidas o únicas en el 

tejido y células neuronales. La cantidad de genes de miRNA en el sistema 

nervioso parece ser mayor que en otros órganos debido, posiblemente, a que el 

sistema nervioso  contiene muchos tipos y subtipos de células (Zeng, 2009).  
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El caso concreto del miR-133b, es que reprime la diferenciación de las 

neuronas dopaminérgicas del cerebro medio de células madres embrionarias y en 

cultivos celulares del cerebro medio (Kim y cols., 2007), siendo el factor de 

transcripción Pitx3 un gen diana del miR-133b. Este factor de transcripción es 

importante en la activación de la expresión de genes en neuronas 

dopaminérgicas, pero cuando el miR-133b se une a su secuencia  3´UTR (Kim y 

cols., 2007), este factor se degrada por lo tanto de esta manera el miR-133b 

inhibe la diferenciación de la neuronas dopaminérgicas (Fig. 19). 

Fig.  18 Biogénesis del micro RNA, en el núcleo se forman primeramente los pri-miRNAs, que luego son 

procesados por Drosha y exportados al exterior, donde el DICR los procesa y se forma los pre-miRNA y 

posteriormente  el miRNA maduro que  luego se  une al complejo RISC. Estos últimos en conjunto se 

unen a los mRNA e inhiben la traslación o degradan los mRNA. Esquema tomado de  Wienholds y 

Plasterk, 2005). 
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1.11. Modelos animales empleados en la investigación de la biomedicina 

En la investigación en el campo de la biomedicina los modelos animales se 

han utilizado ampliamente como consecuencia de la complejidad y problemas 

éticos que supone el estudio en el ser humano. Un buen modelo animal debe 

reproducir situaciones clínicas o fisiopatológicas que permitan estudiar un 

determinado fenómeno con fines de mejorar las alternativas en el tratamiento o 

mejorar nuestros conocimientos en determinadas áreas. Los modelos animales 

deben cumplir una serie de características que permitan extrapolar los resultados 

encontrados a situaciones clínicas, puedan ser cuantificables y sean fácilmente 

reproducibles. El modelo animal debe tener una correlación entre los aspectos 

comportamentales, bioquímicos, fisiológicos y estructurales, lo que en muchos 

casos implica estudiar en primer lugar el propio modelo experimental en sí mismo 

para su validación. Culaquier modelo animal que se emplee debe cumplir 

determinados requerimientos éticos, tales como la justificación de su uso, el 

empleo de procedimientos no lesivos e intentar utilizar un número mínimo de 

animales. Además de todo esto se debe considerar abordar estudios en 

organismos vertebrados que nos permitan en cierta manera poder extrapolar los 

Fig. 19.  El factor de transcripción Pitx3 es importante en la formación de las neuronas 

dopaminérgicas. Asimismo, es diana del miR-133b, el cual inhibiendo la translación o degradación de 

mRNA de Pitx3 inhibe la acción de Pitx3. Tomado de Li y cols., 2009. 
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Fig. 20 Pez cebra adulto macho, que presenta el 

patrón característico de bandas. 

 

resultados en  humanos. Los modelos clásicos empleados hasta la fecha, como 

rata, ratón, sapo o pollo, aportan información valiosa para mejorar nuestros 

conocimientos y ofrecer alternativas terapéuticas, sin embargo su estudio implica 

una serie de dificultades como son, su largo tiempo de desarrollo, necesidad de 

espacio para su cría y cuidado, en mamíferos se añaden las dificultades de su 

desarrollo intrauterino, y el pequeño número de camadas.  

 

1.12. Pez cebra como herramienta de estudio  

El pez cebra (Danio rerio) es un pequeño pez actinopterigio, del 

Superorden Teleostei, Orden Cypriniformes y Familia Cyprinidae. Este organismo 

mide  entre 3 y 5 cm de largo en su edad adulta y con un característico patrón de 

bandas al que debe su nombre (Fig. 20), es originario de aguas dulces del sureste 

asiático (cuencas de los ríos Ganges y Brahmaputra) (Spence y cols., 2006). Por 

otro lado, además de ser un típico habitante de acuarios domésticos, el pez cebra 

se ha incorporado recientemente al repertorio de organismos modelo para el 

estudio del desarrollo, junto con el ratón 

(Mus musculus), el pollo (Gallus gallus), 

el sapo Xenopus laevis, la mosca del 

vinagre (Drosophila melanogaster) y el 

nematodo Caenorhabditis elegans. Este 

teleósteo ha sido utilizado como modelo 

para llevar a cabo los estudios de mutagénesis hasta la saturación porque reúne 

varias ventajas (Streisinger y cols., 1981) entre ellas, su pequeño tamaño hace 

viable mantener en un espacio razonable la cantidad suficiente de líneas 

necesarias para realizar los cruces y los mutantes resultantes; su corto tiempo de 

generación, alrededor de tres meses, determina que transcurra menos de un año 

Figura 19. Pez cebra adulto perteneciente a la cepa AB, presenta el patrón de bandas 

característico. Pueden alcanzar 3 a 5 cm de longitud en su vida adulta. La figura 

muestra un pez cebra macho que a diferencia de la hembra es más estilizado 
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entre el proceso de mutagénesis y la obtención del mutante homozigoto; las 

puestas constan de cientos de huevos, lo que facilita el análisis genético. 

Además, otros modelos de vertebrados que también son adecuados para llevar a 

cabo estos estudios, presentan unos requerimientos mayores de espacio, 

mantenimiento y cría que encarecen los costes y los sitúan en desventaja frente al 

pez cebra (Dooley y Zon, 2000; Delvecchio y cols., 2011). Una de las 

características más destacables de los embriones es que éstos se desarrollan en 

huevos completamente transparentes, a las 24 horas tras la fertilización se 

pueden distinguir fácilmente estructuras como notocorda, cerebro, corazón, ojos, 

y a los cinco días ya se pueden observar la mayoría de los órganos internos (Fig. 

21).  

Los estudios de mutagénesis a gran escala en el pez cebra han sido 

llevados a cabo por dos grupos de investigadores en Tübingen y Boston (Haffter y 

cols., 1996; Driever y cols., 1996). Como resultado han obtenido una colección de 

más de 6000 organismos mutantes, caracterizando casi 2000 de ellos, que se han 

asignado a cerca de 500 genes. Estas mutaciones afectan a casi todos los 

aspectos del desarrollo embrionario del pez cebra. El pez cebra, utilizado en este 

trabajo, es un buen modelo experimental para estudiar los factores que regulan el 

desarrollo y la especificidad de neuronas catecolaminérgicas (Guo y cols., 1999a; 

Guo y cols., 1999b;  Holzschuh y cols., 2001, Rink y Wulliman, 2002; Schweitzer y 

cols., 2011) e ideal para el estudio de numerosas enfermedades humanas y del 

análisis genético de los efectos biológicos de muchas drogas (Kimmel y cols., 

1995; Ninkovic y Bally-Cuif, 2006; Rojas-Muñoz y cols., 2007; Webb y cols., 

2009). 
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Debido a su capacidad para incorporar moléculas disueltas en agua, el pez 

cebra puede emplearse para estudiar las interacciones entre el genoma y el 

medio ambiente; este screening químico podría emplearse como ensayo 

preclínico frente a tóxicos y, puesto que el pez cebra modifica su comportamiento 

tras la ingesta de alcohol o cocaína, el pez cebra podría ser utilizado como 

modelo para el estudio de la adicción (Dooley y Zon, 2000; Fishman, 2001). Así, 

en los últimos años, el pez cebra está siendo utilizado como organismo modelo 

para el descubrimiento de nuevas dianas para drogas, validación de estas nuevas 

dianas, estrategias en la búsqueda de nuevas drogas y estudios toxicológicos 

(Goldsmith, 2004). Además, la industria farmacéutica está empezando a explotar 

las semejanzas en regiones de unión a determinados fármacos y drogas entre las 

proteínas del ser humano y el pez cebra para el desarrollo de nuevas y mejores 

Fig. 21. A) Pez cebra adulto hembra, se distingue del macho por tener una mayor prominencia abdominal. 

B) Diferentes estadios de desarrollo embrionario del pez cebra en las cuales se puede apreciar que su 

desarrollo es transparente hasta las 72 hpf. Una hembra puede  tener en un puesta 100 a 300 huevos, lo 

cual es una ventaja para la replicación de los experimentos y el análisis estadístico. 

 

A 

B 
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Especies Genes Proteína Base de Datos

Pez cebra th Th ZFIN*

Rata-Ratón Th TH MGI**

Humano TH TH HGNC***

* ZFIN (https://wiki.zfin.org/display/general/ZFIN+Zebrafish+Nomenclature+Guidelines)

**Mouse Genome Informatics (http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/gene.shtml)

***HUGO Gene Nomenclature Committee (http://www.genenames.org/)

estrategias terapéuticas (Guo, 2004). Varios autores ya han propuesto al pez 

cebra como un organismo modelo para el análisis de los efectos de diversas 

drogas como el alcohol (Gerlai y cols., 2000; Dlugos y Rabin, 2003; Dlugos y 

cols., 2011) y la cocaína (Darland y Dowling, 2001; López-Patiño y cols., 2008a; 

López-Patiño y cols., 2008b).  

1.13. Nomenclatura de los genes y proteínas en humanos, rata-ratón y el pez 

cebra 

Cada especie presenta un cierto tipo de nomenclatura para referirse a sus 

genes y proteínas, por ello para evitar confusión y uniformizar criterios en el 

trabajo de tesis doctoral presentamos un cuadro representativo de la reglas de 

nomenclatura para cada especie, como ejemplo se señala el gen y la proteína de 

la tirosina hidroxilasa (Tabla 4) y esto se puede extrapolar a todos los genes que 

describimos durante el desarrollo del trabajo. 

 

 

Tabla 4. Los genes del pez cebra se denotan en minúscula y cursiva, mientras que la proteína se 

denota la primera letra en mayúscula seguido de minúsculas y en redonda. En el caso de Rata-Ratón, 

los genes se dotan en cursiva y con la primera letra en mayúscula y el resto en minúscula, mientras la 

proteína se denota en mayúscula y en redonda. Finalmente en el caso del humano, los genes se 

denotan en mayúscula y en cursiva y la proteína en mayúscula y redonda 
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2. Hipótesis y Objetivos 

La adicción a la cocaína puede considerarse como una enfermedad (Clay y 

cols., 2008) que sigue latente en nuestros días y no sólo es un problema para la 

persona afectada sino también para su entorno más cercano y para la sociedad. 

El empleo de la cocaína sigue incrementándose cada año y crea muchos 

problemas psicológicos y biológicos en quienes la consumen, pero además es 

más grave en las mujeres embarazadas ya que no sólo afecta a la mujer 

gestante, sino también al embrión o feto. Los efectos que tiene la cocaína se debe 

a que esta droga tiene un bajo peso molecular y puede atravesar la barrera 

placentaria (Falcon y cols., 2011; Spiehler y Reed 1985; Ursitti y cols., 2001). Se 

han llevado a cabo diversos estudios de investigación en animales e incluso 

humanos, para determinar las consecuencias que puede tener el consumo 

prenatal de la cocaína en los embriones, fetos y neonatos, todos estos esfuerzos 

nos han permitido comprender mejor las acciones de la cocaína, pero aún no se 

ha dilucidado el mecanísmo de acción de la droga. Para ello empleando el modelo 

animal del pez cebra nos propusimos estudiar el efecto de la cocaína en el 

desarrollo embrionario. El pez cebra presenta la ventaja de que durante su 

desarrollo embrionario es transparente y podemos observar los efectos de los 

fármacos o drogas en tiempo real y hacer investigaciones en la expresión de 

ciertos genes. Asimismo, por su capacidad para incorporar moléculas disueltas en 

agua, puede emplearse para estudiar las interacciones entre el genoma y los 

externos como fármacos o drogas. Además, una hembra puede desovar entre 

100 a 300 huevos lo que hace que tengamos muestras considerables para el 

tratamiento estadístico. 
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2.1. Hipótesis general 

Teniendo en consideración los antecedentes expuestos en la introducción 

de esta tesis doctoral, nos planteamos la siguiente hipótesis “La cocaína afecta el 

desarrollo del sistema dopaminérgico, alterando la expresión de los factores de 

transcripción, así como de sus moduladores (miR-133b y proteína Nodal), en 

diferentes estadios de desarrollo embrionario del pez cebra”. 

2.2. Objetivo general 

Nuestro objetivo general es estudiar el efecto de la cocaína sobre la 

expresión de los factores de transcripción, así como de sus moduladores (miR-

133b y proteína Nodal), relacionados al desarrollo del sistema dopaminérgico en 

diferentes estadios de desarrollo embrionario del pez cebra. 

2.3. Objetivos específicos 

1. Determinar el efecto  que produce la cocaína en la expresión temporal de los 

receptores dopaminérgicos, drd1, drd2a, drd2b y drd3 durante el desarrollo 

embrionario del pez cebra. 

2. Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión temporal de la 

tirosina hidroxilasa (th) y del transportador de dopamina (dat) en embriones, de 24 

y 48 hpf, de pez cebra. 

3. Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión temporal de los 

factores de transcripción relacionados con el desarrollo de las neuronas 

dopaminérgicas y del gen relacionado a nodal ndr2, en embriones, de 24 y 48 hpf, 

de pez cebra. 
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3.1. Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión temporal 

de los factores de transcripción pitx3 y nurr1. 

3.2. Estudiar el efecto de la cocaína en la expresión temporal y espacial de 

los factores de trascripción lmx1b.1, lmx1b.2.  

3.3. Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión temporal 

del factor de transcripción otpa y otpb así como de ndr2.  

3.4. Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión temporal 

de ndr2.  

4. Determinar los efectos del silenciamiento del miR-133b sobre la expresión del 

factor de transcripción pitx3 y los receptores dopamiérgicos drd2a y drd2b en el 

pez cebra. 

5. Determinar la expresión temporal y espacial del miR-133b y observar los 

efectos de la cocaína en embriones de 24 y 48 hpf de pez cebra. 

6. Determinar los efectos de la cocaína sobre la distribución de la TH, en 

embriones, de 24 y 48 hpf, de pez cebra. 

7. Inhibir la expresión de los factores de transcripción lmx1b.1-lmx1b.2 y estudiar 

el efecto que esto produce en la expresión de nurr1 y la th en embriones de 24 y 

48 hpf de pez cebra expuestos a cocaína.  

8. Inhibir la expresión de los factores de transcripción otpa-otpb y estudiar el 

efecto que esto produce en la expresión de la th en embriones de 24 y 48 hpf de 

pez cebra expuestos a cocaína. 
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3. Material y métodos 

3.1. Mantenimiento y cría de embriones 

Utilizamos peces cebra adultos de la estirpe AB, que inicialmente fueron 

procedentes de la Universidad de Oregón, Estados Unidos (The Zebrafish 

International Resource Center), luego fueron criados y reproducidos en nuestro 

laboratorio para su posterior uso. La estirpe AB es la más utilizada en la mayoría de 

laboratorios que  trabajan con el pez cebra, por  estar esta cepa libre de 

mutaciones letales. Los peces adultos fueron mantenidos en peceras de 25 L 

diseñadas por Zebrafish Biolabs, Madrid, en las instalaciones del Instituto de 

Neurociencias de Castilla y León-INCYL (Universidad de Salamanca) (Fig. 22). El 

fotoperiodo en el mantenimiento de los peces fue de 12h:12h de luz-oscuridad. Las 

larvas, alevines y los juveniles se mantuvieron en peceras de menor tamaño (6 L) 

con una bomba de aire y un calentador (25-26ºC). Los peces se alimentaron  tres 

veces al día: una con comida seca de escamas para peces de acuario (JBL Flakes 

Gala) y dos veces con alimento vivo (Artemia franciscana). La calidad del agua se 

mantuvo por evaluaciones periódicas de pH (valor óptimo: 6,5), nitritos, nitratos, 

amonio y cloro (valor óptimo cercano a 0 g/L). Los embriones fueron obtenidos de 

la cría natural en parideras de una hembra y un macho de pez cebra, las parideras 

fueron condicionadas con canicas para producir un mayor reflejo de la luz y 

potenciar la liberación de huevos de la hembra (Rocha y cols., 2002) (Fig. 23). Los 

embriones fertilizados, fueron seleccionados mediante un microscopio 

estereoscópico (Leica Z2000, Nussloch, Alemania), luego se pasaron en placas 

petri y placas multipocillos en un medio E3 estéril (5 mM NaCl, 0,17 mM KCl, 0,33 

mM CaCl, 0,33 mM de MgSO4 en agua destilada; Sigma, Madrid, España), y 

mantenidos en una incubadora a 28,5 º C (incubadora Memmert) (Fig. 24 A y B).  
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Fig. 22. Instalaciones de las peceras con peces cebra adultos de la cepa AB, en nuestro laboratorio. Los embriones 

obtenidos a partir de una hembra y un macho fueron empleados para los experimentos de este trabajo de 

investigación. Los peces están distribuidos según el sexo y fecha de nacimiento. 

Fig. 23. Parideras empleadas para las puestas de huevos. Se escoge una hembra y un macho, los cuales se 

colocan dentro de las parideras la noche anterior.  Al día siguiente, después de 12 horas de oscuridad la 

incidencia de la primera luz (al encenderse las luces de las instalaciones de los acuarios) estimula la puesta de 

huevos en las hembras. Las canicas que se aprecian reflejan la incidencia de la luz en mayor grado  y esto ayuda a 

estimular sexualmente a las hembras. 
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Las etapas de desarrollo de los embriones se determinaron como las horas 

posteriores a la fecundación o fertilización (hpf).  

 

 

 

 

Todos los procedimientos y protocolos experimentales realizados en la 

presente investigación estuvieron de acuerdo con las directrices aprobadas en la 

European Communities Council Directiva del 24 de noviembre de 1986 

(86/609/CEE), la legislación española vigente (BOE 67/8509-12, 1998) y siguiendo 

la Guía para el Cuidado y el uso de animales de laboratorio con las adaptaciones y 

promulgada por los EE.UU. Instituto Nacional de Salud (INH), así como según lo 

suscrito en la Declaración de Helsinki.  

 

3.2. Exposición de los embriones de peces cebra a clorhidrato de cocaína  

Las muestras se dividieron en dos grupos uno control (sin exposición a 

cocaína) y el grupo expuesto a cocaína, para lo cual empleamos placas 

multipocillos, en las tres primeras filas pusimos los embriones del grupo control y 

en las tres últimas los embriones expuestos a cocaína (Fig. 25). Con el objetivo de 

observar si la cocaína tiene efectos en la expresión de diversos genes relacionados 

Fig. 24. A) Una vez que se recogen y seleccionan los embriones fertilizados, estos se mantienen en una 

incubadora (Memmert) a una temperatura de 28,5ºC, hasta el estadio de desarrollo apropiado para 

realizar los experimentos. B) Se aprecia las placas Petri contendiendo los embriones de pez cebra en 

medio E3 

A B 
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con el sistema dopaminérgico, sin producir malformaciones importantes, ni la 

muerte de los embriones, expusimos clorhidrato de cocaína a las 5hpf (transición 

midblástula) cuando el periodo crítico de desarrollo ha finalizado, a una 

concentración de 1,5 µM (concentración óptima determinada en ensayos piloto, de 

entre 5 µM y 0,5 µM) que fueron empleados también en otras investigaciones 

(López Patiño et al., 2008). El clorhidrato de cocaína empleado en el presente 

trabajo fue proporcionado por el Dr. Luis Fernando Alguacil de la  Universidad CEU 

San Pablo, Madrid-España. Los embriones fueron recolectados en cinco estadios 

(8, 16, 24, 48 y 72 hpf) para observar la expresión de los receptores 

dopaminérgicos. Para el resto de genes por estudiar decidimos tomar solo dos 

estadios importantes en el desarrollo  embrionario, a las 24hpf en el cual el sistema 

nervioso central ya se está desarrollando y a las 48 hpf cuando el proceso de 

organogénesis se está dando. Para cada estadio de trabajo se recolectaron entre 

250 a 300 embriones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo control 

Grupo cocaína 

Fig. 25. Exposición de clorhidrato de cocaína a los embriones de pez cebra en el estadio de 5 hpf en cada pocillo se 

pusieron aproximadamente 80-100 embriones, por lo tanto por cada grupo (control y cocaína) hubo en total 

aproximadamente  250 embriones por grupo. 
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3.3. La extracción de RNA total de embriones de pez cebra  

Para la extracción de RNA total de tejido se empleó una modificación del 

método de Chomczynski y Sacchi. (1987), utilizando el reactivo Trizol™ 

(Invitrogen Corp. Carlsbad, CA, EE.UU.) como reactivo para aislar el RNA total. 

El RNA total, se extrajo utilizando el reactivo Trizol siguiendo el protocolo 

recomendado por los fabricantes y adaptado para los peces y embriones de 

peces cebra. Se utilizó 1 ml de Trizol por cada 100 mg de tejido, y se procedió a 

la homogeneización del mismo mediante pistilos y por pipeteo. Tras incubar el 

preparado durante 5 minutos a temperatura ambiente, se realizó una extracción 

selectiva del RNA por separación de fases mediante la adición de 200 µl de 

cloroformo por cada ml de Trizol inicial y centrifugación a 12000 x g durante 15 

minutos a 4 ºC. El RNA obtenido en la fase acuosa se precipitó con un volumen 

de isopropanol igual a la mitad del Trizol utilizado en el primer paso y se 

centrifugó a 12000 x g durante 10 minutos a 4 ºC. A continuación tras retirar el 

isopropanol, el pellet obtenido se lavó con un volumen de etanol 70 % igual al de 

Trizol utilizado en el primer paso y se centrifugó a 7000 x g durante 5 minutos a 4 

ºC. Finalmente, después de eliminar el sobrenadante y secar el RNA para 

eliminar cualquier resto de etanol, se resuspendió en agua tratada con DEPC 

(dietilpirocarbonato 0,1 %, Sigma), incubando a 60ºC durante 10 minutos para 

favorecer la disolución del mismo.  

3.4. Tratamiento de RNA total con DNasa I 

El RNA obtenido de las muestras, de los grupos control y cocaína, en todos 

los casos fueron tratados con DNasa I (Roche Científico, Madrid, España) 

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Aproximadamente 10-15 µg 

de RNA total en un volumen de 20.5 µl libre de RNasas, se trató con 1 µl de DNasa 
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I 10 U/μl (10 x 103 units)  y 2.5 µl de buffer de DNasa I 10X (400 mM Tris-HCl, 100 

mM NaCl, 60 mM MgCl2, 10 mM CaCl2; pH 7.9). Esta reacción se incubó a 37ºC 

durante 15 minutos. La DNasa I requiere de cationes divalentes para su máxima 

actividad (lo cual es activado por iones de magnesio y estimulado por los iones de 

calcio).  Luego con el fin de disminuir la actividad de la endonucleasa se añadió 1µl 

de EDTA 0.2M (agente quelante que inhibe la actividad enzimática) y para inactivar 

completamente la actividad de la endonucleasa se incubó la reacción durante 10 

minutos a 75ºC en el termociclador. 

3.5. Cuantificación de las muestras de RNA 

La concentración del RNA, obtenido de las muestras del grupo control y 

cocaína, se determina utilizando la tecnología NanoDrop (NanoDrop 2000C 

espectrofotómetro, Thermo Scientific), espectrofotometría a 260 nm. Para la 

cuantificación del RNA se toma 1µl de cada muestra, se repite por triplicado y el 

promedio obtenido de estas cuantificaciones se toma como valor de trabajo para 

continuar con los experimentos posteriores. En todas las mediciones realizadas 

se comprueba que la relación A260/280 se encuentre cerca de 2 

(correspondiente a muestras puras de RNA). Asimismo, tuvimos en cuenta la 

relación 260/230, que nos permite determinar la cantidad de contaminación 

orgánica presente en nuestras muestras. 

3.6. Obtención de cDNA 

Para la obtención del cDNA (DNA copia) se utiliza el kit ImProm-IITM 

Reverse Transcripción System (Promega) siguiendo las especificaciones del 

fabricante. Inicialmente se desnaturaliza por calor una mezcla de 2 µg de RNA 

total y 0.5 µg del oligonucleótido oligo-dT a 70 °C durante 5 min (el volumen de 
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RNA y oligonucleótido dT debe alcanzar como máximo 5 µl), tras lo cual se enfría 

rápidamente en hielo. Este paso evita las posibles estructuras secundarias que 

puedan aparecer en los RNAs. Posteriormente a esta reacción se añade una 

mezcla preparada previamente que contenía 1 µl de transcriptasa inversa 

ImProm-IITM, 4 μl de buffer 5X ImProm-IITM, MgCl2 5 mM, una mezcla de dNTP 

(desoxinucleósidos trifosfato) 0.67 mM, 20U del inhibidor de ribonucleasas 

Recombinant RNasin® y agua libre de RNasas (ddH2O tratada con DEPC) hasta 

un volumen final de 15 ul. La reacción se somete durante 5 min. a 25 ºC, lo que 

permite que el cebador anille con el RNA molde; posteriormente se incuba a 42 

ºC durante 1 h, para que la retrotranscriptasa sintetice el cDNA. Finalmente la 

enzima se inactiva incubando 15 min. a 70 ºC las mezclas de la reacción. 

Para comprobar que la síntesis de cDNA se ha realizado con éxito, se 

utilizaron controles positivos de la técnica, es decir, genes que se expresan de 

forma constitutiva y nos permitan confirmar que el proceso de síntesis de cDNA 

se ha llevado acabo de forma adecuada. En el caso del cDNA procedente de 

RNA de tejido de pez cebra se utiliza la amplificación del factor de elongación 1 

alfa (EF1α), b-actina y la subunidad ribosomal 13. (rbp13). En el caso de cDNA 

sintetizado a partir del RNA de las células HEK-293 se amplificó la GAPDH 

humana (Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa). También se llevaron a cabo 

controles negativos de la síntesis de cDNA para ello sustituimos el RNA por agua 

libre de RNAsas; de esta forma nos aseguramos que la síntesis de cDNA 

únicamente se lleva a cabo por el RNA de interés.  
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3.7. Síntesis de cDNA de microRNAs 

La síntesis de cDNA fue realizada empleando el kit de NCodeTM miRNA 

First-Strand cDNA Synthesis (Invitrogen) siguiendo el protocolo recomendado por 

el fabricante. En primer lugar se incuba durante 15 minutos a 37ºC una mezcla 

formada por 3 ul de RNA total, 5 ul de tampón de síntesis, 2,5ul de cloruro de 

magnesio, 1ul de ATP, 0,5 ul de de polimerasa A y 13 ul de agua libre de RNAasa 

(DEPC), hasta completar un volumen 25 ul. Siguiendo el protocolo, se añaden 4 ul 

de la reacción anterior a 3 ul del oligonucleótido universal y 1ul de tampón de 

hibridación, esta reacción se deja incubar por 5 minutos a 65ºC. Finalizada esta 

reacción, se añaden 10 ul de tampón de extensión y 2 ul de retrotranscriptasa y se 

incuba durante 50 minutos a 50ºC. Para concluir, se incrementa la temperatura de 

la reacción a 80ºC durante 5 minutos con el fin de inactivar las enzimas que 

puedan inhibir los procesos posteriores en la realización de la PCR a tiempo real 

(qPCR).  

3.8. Tratamiento de cDNA con RNasa A 

Las muestras de cDNA obtenidas fueron tratadas con RNasa A (20 ng / L 

para 15-20 ug de cDNA) durante 20 minutos a 37°C con el fin de eliminar los 

diferentes tipos de RNA (mensajero, ribosomal, de interferencia que pudiese 

encontrarse). Como el cDNA es un híbrido de doble cadena (DNA-RNA), la RNasa 

A no actúa sobre estas moléculas. Con el fin de eliminar la RNasa A, la reacción 

que se incubó previamente fueron purificados por columnas de sílice (QIAquick kit 

de purificación de PCR, QIAGEN). Para la purificación de cDNA se agrega 5 veces 

el volumen de tampón de unión (PB, Binding Buffer) y 1 volumen de isopropanol. 

La reacción formada se traslada a las columnas de sílice y se centrifuga durante 1 

min a 13000 rpm (el resto de centrifugaciones se llevó acabo a esta misma 
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velocidad). Luego se añade 750ul del tampón PE y se centrifuga dos veces 

(descartando el volumen filtrado entre centrifugada), con el objeto de eliminar 

restos del tampón PE. Finalmente, se añade entre 30-35ul de agua libre de 

nucleasas. La concentración del cDNA se determina utilizando la tecnología 

NanoDrop (NanoDrop 2000C espectrofotómetro, Thermo Scientific), 

espectrofotometría a 260 nm, realizándose tres cuantificaciones y tomándose el 

promedio como valor de trabajo para los experimentos posteriores. En todas las 

mediciones se comprueba que la relación A260/280 se encuentre cerca de 1.8 y 

la relación 260/230 (para determinar contaminación orgánica presente).  

3.9 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La amplificación de DNA mediante la reacción en cadena de la polimerasa se 

realizó utilizando dos kits de PCR de acuerdo a las necesidades requeridas:  

 Master Mix (Promega). Para ello, se mezclaron la mitad del volumen de la 

solución Master Mix 2X (buffer de la polimerasa pH 8.5, MgCl2 3 mM, 

dNTPs 400 μM, Taq DNA polimerasa 50 U/ml), 100 ng de DNA y 0.1-1 μM 

de cada oligonucleótido. La reacción se lleva a cabo en un volumen final 

de 25 o 50 μl. Este kit se utiliza para poner a punto las PCR de los 

oligonucleótidos de los genes empleados. 

 Amplitaq gold, Gene Amp (que presentan una mejor eficiencia con 

respecto al kit Master mix de Promega). 

Los oligonucleótidos fueron suministrados por Invitrogen de forma liofilizada 

siendo reconstituidos con agua estéril libre de RNAasas (Promega). Primero se 

obtuvo un stock a una concentración 100 μM y posteriormente se hicieron 

alícuotas de trabajo de 10 μM que se conservaron a -20 ºC. En todos los casos 

se realizó una reacción sin DNA molde como control negativo y otra utilizando el 
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control negativo de la síntesis de cDNA. La reacción de amplificación se lleva a 

cabo en los termocicladores Geneamp® PCR system 9700 y Veriti (Applied 

Biosystem®). 

El programa utilizado para la amplificación fue el siguiente: un paso inicial 

de 94 ºC durante 5 minutos (min) para permitir una desnaturalización completa 

de todas las hebras de cDNA. Este paso va seguido de 30 ciclos con la siguiente 

secuencia: 94º C durante 30 segundos (s) para permitir la desnaturalización de 

las hebras de DNA, 55-60 ºC durante 30s para permitir el anillamiento de los 

oligonucleótidos a las cadenas molde y 72 ºC durante otros 30s para permitir la 

síntesis por parte de la polimerasa. Una vez finalizados los 30 ciclos se añade un 

paso más de 72ºC durante 10 min. Para garantizar que la polimerasa haya 

añadido una adenina terminal a todas las copias sintetizadas. Este hecho es de 

gran utilidad en el momento de clonar los productos de PCR (reacción en cadena 

de la polimerasa) en vectores, como se explicará posteriormente. De forma 

esquemática el programa utilizado se puede representar como: 94 ºC, 5 min.; 30 

ciclos (94 ºC, 30 s; 55-60 ºC*, 30 s; 72 ºC, 30 s; 72 ºC, 10 min. Los cebadores u 

oligonucleótidos utilizados durante el presente trabajo de la tesis doctoral, así 

como las temperaturas de anillamiento de cada cebador se detallan en la tabla 5. 

El diseño de oligos se realizó empleando el PCR primer Stats, parte del 

programa bioinformático Sequence Manipulation Suite (SMS) 

(http://www.bioinformatics.org/sms2/index.html). Uno de los oligos forward y 

reverse se diseñaron en la secuencia interexónica para asegurarnos que 

reconociera una secuencia específica del mRNA de interés y además realizamos 

un BLAST (http://www.ensembl.org/Danio_rerio/Info/Index) para verificar que 

reconociera una sólo secuencia y evitar los posibles múltiples anillamientos que 

pueden originar una amplificación inespecífica. 
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Gen Secuencia RC* Ta(°C)

ef1a 55

Rbpl13a AGACGCACAATCTTGAGAGCAG 55

B-actin ATACCCAGGAAGGAAGGCTG 55

drd1 60

drd2a 59

drd2b 60

drd3 56

dat 60

th1 57

nurr1 57

pitx3 57

lmx1b.1 61

lmx1b.2 64

otpa 59

otpb 59

ndr2 57

miR-133b 57

3´UTR Pitx3 57

* Secuencia F  y RC significan Forward y Reverse Complementary  (en terminología anglosajona)

** Universal qPCR Primer  NCodeTM miRNA First-Strand cDNA Synthesis and qRT-PCR Kits (Invitrogen)

AGACAAAGCAGGCTACACCAGGACGGTATGAAAGCGATGCGTCTA
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TGGAGGACTGTAAGAGGTATGCTT

ACCACGGCCGAAAGAGAA

TGTCCGATTAAGGCTGGAG

ATCGGGATGGGTGCATTTC

TTGGATACTCGCCTCGGGAT TTTGGCGTTGACCTGCTGC

ACGCTGTCCATCCTTATCTC

TGGTACTCCGGAAAAGACG

GATGAAGAAGTTGGCGCGGAGA CCGTTCTCCAGTGCAACCATTT

CAGACCTCTCCGACTCCGACAAA TGCACGGTTTGGACGAGACCTC

GACAACAGTGACACAGAGAAGT GAGAAACCGTTATCCCGACA

TTTGAAGAGAAGTGCAGAGGAT GGATCACCCAGGATTTACTGA

ACAACTTAAAGGGTCGTCGAG ACTACACCAGATTCCAAGCCA

ATCAGTATCGACAGGTATACAGC CCAAACAGTAGAGGGCAGG

AGACATCTGGGAAGGTGGTG ACCTGAGCATCATACAGGCG

AATGTGCTCAACAATGACAACC GGCAAAAGGCCCAGAGACT

GTACTTCTCAGGCTGACTGTG ACGATCAGCTGTTTCACTCC

AAATAACACAGCTACACGGGAT GAACCACGTAAATCTGCACG

Secuencia F*

TTTGGTCCCCTTCAACCAGCTA Oligo Universal **

GGAATCACGCGTGCAGGTT CGTTCGCGTGGAAAGAGCA

Tabla 5.  Oligonucleótidos empleados en la presente investigación para realizar los experimentos de PCR y PCR 

cuantitativa (qPCR). Fueron suministrados por la casa comercial ISOGEN. Ta: Temperatura de anillamiento. 
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3.10. PCR a Tiempo real (qPCR) 

Para estudiar la expresión temporal de los genes durante el desarrollo 

embrionario y la alteración que produce la administración crónica de clorhidrato de 

cocaína hemos empleado la técnica de PCR cuantitativa o PCR a tiempo real que 

ofrece mayores ventajas a la PCR básica o tradicional como: detección de 

concentraciones menores  de producto de PCR, el resultado no se ve afectado por 

las bajas resoluciones que presentan los geles de agarosa, necesarios para 

visualizar la PCR básica y la característica esencial de la qPCR es la cuantificación 

absoluta en número de copias del transcrito del gen en estudio. 

 Para realizar la qPCR primero, se procede a realizar la amplificación de los 

genes a estudiar por PCR standard (descrito en párrafos anteriores), para ello fue 

necesario obtener el producto por PCR para luego purificarlos por columnas 

(Qiagen). Se amplificaron y purificaron los amplicones de los receptores 

dopaminérgicos (drd1, drd2a, drd2b y drd3), factores de transcripción (nurr1, pitx3, 

lmx1b.1, lmx1b.2, otpa y otpb), ndr2, th, dat, miR-133b y del gen de referencia ef1α  

que hemos utilizado como control positivo en su calidad de gen constitutivo, que se 

expresa igual en todas las células y se ha demostrado que muestra pocas 

variaciones tras las exposiciones de sustancias químicas o fármacos durante el 

desarrollo. Luego, es necesario poner a punto una recta patrón (standard curve) 

para cada uno de los genes de estudio descritos anteriormente.   

Para poner a punto la recta patrón se realizaron PCRs básicas con el 

termociclador GeneAmp PCR System 9700 y Veriti (Applied Biosystem) y se 

somete el producto final de la reacción a electroforésis en un gel con 2% 

(amplicones de 100-300 nucleótidos) y de 0.5% (amplicones de 800 a 1500 

nucleótidos) de agarosa (BIORAD) y 5 ul de Red Safe TM , un agente intercalante 
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que permite visualizar el producto de reacción en el transiluminador (BIORAD), y 

recortamos dicho producto, que es purificado con el kit de extracción de PCR de 

geles (Gel Extraction de QUIAGEN). Posteriormente, se cuantificó la concentración 

de cada producto, por triplicado y tomándose como valor el promedio de las 

lecturas, de los DNA obtenidas por PCR. Hacemos 10 diluciones 1/10 desde 1x10-1 

ng/ml hasta 1x10-10 ng/ml. De los cuáles utilizamos 4 diluciones (1x10-2 ng/ml,  

1x10-3 ng/ml, 1x10-4 ng/ml y  1x10-5 ng/ml). Según los resultados obtenidos de la 

qPCR diseñamos una recta patrón óptima para cada receptor, utilizando las 

diluciones seguidas con las que mejor pendiente se obtenga, (pendiente ideal de -

3.3). Este número representa los ciclos de amplificación de diferencia en cruzar el 

umbral de fluorescencia propuesto por el programa automáticamente que se 

supone debe haber entre muestras cuyas concentraciones varían entre 1x10-1. Una 

vez puesta a punto la recta patrón para cada receptor, se amplifica dicho receptor 

sobre 5 ng de cDNA de cada estadio embrionario de pez cebra.  

Para realizar las qPCR a tiempo real empleamos un agente intercalante, el 

SYBR-Green, que emite fluorescencia cuando se une a DNA de doble cadena (Fig. 

26). El SYBR-Green Power Master Mix® de Applied Biosystems (utilizando la 

detección del fluocromo ROX como detector de fondo) contiene la DNA polimerasa 

AmpliTaq Gold, nucleótidos, Buffer, MgCl2 y agua, todo en una concentración 2X, 

de manera que a cada reacción se añaden 10 ul de SYBR-Green Power Master 

Mix®, 1 µl de cDNA de concentración de 50 ng/µl, 1 µl de oligonucleótido forward, 1 

µl de oligonucleótido reverse y 7 µl de agua libre de nucleasas. El programa que se 

empleó en el termociclador fue el siguiente: 50° C 2 minutos, 95° C 10 minutos y 36 

ciclos de 95° C 15 segundos y 55° C 1 minuto. Todas las qPCR fueron realizadas 

por triplicado para cada muestra, y consideramos un mínimo de tres muestras y un 

máximo de 6 (cuando necesitábamos estar seguro de la tendencia de la expresión 
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de un gen por acción de la cocaína). Los experimentos de qPCR se realizaron 

empleando equipo de PCR a tiempo real, modelo 7300 Real Time PCR System, 

(Applied Biosystem®). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26. A) El SYBR-Green es empleado en los experimentos de PCR a tiempo real para monitorizar la 

síntesis de DNA. El SYBR-Green tiene la capacidad de unirse a la molécula de DNA de doble cadena y 

no a la cadena simple. B) Se aprecia la síntesis de DNA de diferentes muestras, cuando se alcanza un  

gran cantidad de DNA sintetizado, el SYBR-Green unido a las cadenas de doble cadena produce una 

fluorescencia el cual puede ser detectado por el equipo de PCR a tiempo real y se aprecian en las 

diferentes curvas de expresión logarítmica de colores. La línea naranja representa el umbral a partir del 

cual se detecta la fluorescencia emitida durante la amplificación. El ciclo en el cual la reacción cruza dicho 

umbral (Ct) está relacionado con la cantidad inicial de DNA. 
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3.11 Análisis de la expresión génica por qPCR 

El paquete informático (software) que hemos utilizado para analizar los 

resultados establece una línea umbral a partir de la cual la cantidad de producto 

amplificado es suficiente alta como para que el termociclador detecte fluorescencia 

producida por el SYBR-Green al unirse al DNA de doble cadena. El ciclo en el cual 

la reacción cruza este umbral se denomina valor Ct. El valor Ct de las diluciones 

1:10 a partir de las cuales se diseña la recta patrón para cada receptor debe 

diferenciarse en 3.3 ciclos, y por ello se considera este número como pendiente 

perfecta. Otro parámetro importante en el análisis de la cuantificación es el 

coeficiente de correlación (R2). Este valor indica la proximidad de las 

concentraciones resultantes entre sí en cada una de las reacciones que han tenido 

lugar considerándolas por triplicado. Mientras más se aproxime a 1, más fiable será 

el resultado final. A partir de la concentración que calcula el programa para cada 

muestra se puede hallar  el número de copias de producto final de PCR (DNA) que 

hay en cada reacción mediante la fórmula siguiente:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La fórmula se explica de la siguiente manera: 

1. Número de bases de la amplificación × 330 Da / base x 2 bases / par de bases (el producto purificado 

es de doble cadena de ADN) = X g / mol (peso de la amplificación). 

2. Peso del amplicón / 6.023 × 1023 = Y g / amplicón molécula. 

3. Concentración de la dilución / Y g / amplicón molécula = Z moléculas / l. 
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3.12. Hibridación in situ (ISH) en embriones enteros 

Los embriones de peces cebra de las 24 y 48 hpf se decorionan, para luego 

ser fijados con 4% de PFA en PBS durante una noche a 4°C. Al día siguiente, se 

lavan dos veces en PBS (5 minutos cada uno), a temperatura ambiente. 

Finalmente, se mantienen las muestras en metanol absoluto a -20ºC hasta su uso 

experimental. Cuando se continua con los experimentos de ISH los embriones se 

sacan de -20ºC a temperatura ambiente por 10 minutos. Se rehidratan los 

embriones en diluciones sucesivas de metanol / PBS (75, 50 y 25%), de 5 minutos 

con cada dilución, y finalmente un lavado de 5 min repetido cuatro veces en el 

100% PBT. Para permeabilizar los embriones, se utilizó la proteinasa K (10μg/ml) a 

temperatura ambiente (TA) durante 2 minutos (10 hpf) 20 min (24 hpf) y 40 min (48 

hpf). Se detuvo la digestión de proteinasa K mediante el lavado con PBST y luego 

se postfijó los embriones con 4% de PFA durante 30 minutos. Para eliminar el PFA 

residual se hicieron lavados de 5 minutos cuatro veces en 1x PBT. Después de 2 

horas de prehibridación, las ribosondas del factor de transcripción lmx1b.1 y 

lmx1b.2  se hibridaron durante toda la noche a 65ºC. Al día siguiente, se realizaron 

lavados con la solución de prehibridación y TBS (50% / 50%) por 20 minutos 

durante 2 horas. A continuación, los embriones fueron bloqueadas con tampón de 

bloqueo (suero de cabra + TBST) durante 2 horas y se incubaron durante toda la 

noche con el anticuerpo contra antidigoxigenina conjugado a la fosfatasa alcalina 

(1:3000; Roche) a 4ºC. El siguiente día, los embriones fueron lavados con la 

solución Xpho (1M Tris-HCl pH 9,5, MgCl2 1M, NaCl 4M y el 20% de Tween-20) 

durante 3 horas y, finalmente, la hibridación se revela con NBT / BCIP (Roche). La 

hibridación in situ del miR-133b (Exiqon) se realizó según el protocolo del 

fabricante (miRCURY LNA ™ sondas de detección microRNA para hibridación in 
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situ, Exiqon). Las ribosondas de Lmx1b.1 y Lmx1b.2 que empleamos en el 

presente trabajo fueron gentilmente proporcionadas por el Dr. Daniel S. Kessler, del 

Departamento de Biología Celular y Desarrollo de la Universidad de Pennsylvania, 

Escuela de Medicina.  

3.13 Inmunohistoquímica (IHC) 

Embriones de 24 y 48 hpf se fijaron  en  4% PFA (Sigma) en tampón fosfato 

salino (PBS) durante la noche a 4°C y se almacenaron en metanol (Sigma) a -20 

°C. Luego para realizar los experimentos los embriones se sacan a temperatura 

ambiente (TA) por 10 min. Se rehidratan en diluciones sucesivas de metanol / PBS 

(75, 50 y 25%), de 5 min con cada dilución, y finalmente un lavado de 5 min 

repetido cuatro veces en el 100% PBT. Para permeabilizar los embriones, se utiliza 

la proteinasa K (10μg/ml) a TA durante 20 min. (24 hpf) y 40 min. (48 hpf). Se 

detiene la digestión de la proteinasa K con lavados de PBST y seguidamente se 

postfija con 4% de PFA durante 30 minutos. Para eliminar el PFA residual se hacen 

lavados de 5 min cuatro veces en 1x PBT. Posteriormente, se realiza el bloqueo en 

PBS-Tween 20 con un 10% (v / v) de suero de cabra (Sigma) y BSA al 1% (10 

veces) durante 4 horas a TA. Para la inmunodetección, los embriones se incuban 

durante toda la noche a 4ºC con el anticuerpo policlonal de TH hecho en conejo 

(AB152; 1:500; Millipore) (Fig. 23). A continuación, se lavan los embriones en PBS 

y se incuban durante 1 hora a TA en PBST y BSA al 1% (10x) con el anticuerpo 

secundario anti-conejo IgG hecho en cabra, acoplado a AlexaFluor-488 (verde) 

(1:500; Invitrogen, Barcelona, España). Para marcar el núcleo empleamos  DAPI 

(1:10000). 
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pCRII-TOPO
3.9 kb

GCCAGTACGCTGTGGACCGGCCGGTATGAAAGCGATGCGTCTAGATTTCGAAAAAAACAA 

ACAAACCCCGACACGAACTTCAAGCCCTTGTCTAGCCAACCCTACATTCGACTCTGAGGC 

ATCATCACCCTACAATGAACTGGATTTCTGGGAATAAAGCTTCACGAGGAATGGAGCGTC 

ACAATGGACCAGGCCTCAAAGAACTCATGCGATAACATGTTAAGACGCTGTCGCCGAACC 

GACCAACTGTTTAAAAGCTTTTGTCCGCTGCATGATTAGAGACAAAAGAGGACGTAAACA 

CTTCCGCTGCACTCAGACCTCCCGAAAGAATATCATAGGCAGAGATAAGAGGATGTACAT 

AATGGACTCTGTATTGTATGTGATAAAATATCTCGGAAATGTAGTATTTTAACGATGAGA 

GGAGCATGTTCCTCAACAGTGGAGGATGGACCTCCGCGAGGAATTTTAATCTTTGTTGTG 

AATTCCATTCACCTAAGGTCAGAGGTCAAAGGTTGTTGTAAGATGACGAGACAAAACCTA 

GCATTGAGTAGTTTCAGATGAAAAGAGAGAGAAAAAACAATGAAAATTGGGACTTTTTTA 

TTTTAAACGATGAACTAAAAAGCCATTGAGTAAATAGATTTGTGTGGTGTTTAAAAAAAG 

GGAGTCTATGACTGTAATATAATGTATGTAAGAGTGCAGTTGTTATAAAACAAGCTTTTT 

TTCCTGGTGTAGCCTGCTTTGTCTCATTAAAAATGAAATAAATAATTATTTGTTTTTATG  

5´

3´

3.14. Clonación de la región 3’UTR de Pitx3 

Para realizar la microinyección del 3´UTR del factor de transcripción Pitx3 en 

embriones de pez, fue necesario primero clonarlo, utilizando para ello 

oligonucleótidos que anillen en la secuencia de Pitx3 de pez cebra publicada en la 

base de datos Ensembl (Fig. 27), con la finalidad de evitar que el miRNA-133b se 

una a la región 3’UTR del Pitx3 endógeno e inhiba su traducción y de esta forma se  

anule la actividad del miR-133b. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Fig. 27 La secuencia de 3´UTR de Pitx3 (amplicón de 723 nucleótidos) se insertó en el plásmido 

pCRII-TOPO. El 3´UTR-Pitx3 es considerado como diana del miR-133b. La zona de inserción del 

3´UTR-Pitx3 se realizó en la región de clonación múltiple (del inglés, Multiple Cloning Site). Puesto 

que el plásmido pCRII-TOPO es abierto presenta en sus extremos una T (timina) que se une a la A 

(adenina) terminal que añade la Taq polimersa del producto de PCR. Los oligonucleótidos empleados 

para la amplificación de la secuencia 3´UTR-Pitx3 se muestran subrayados de amarillo. El oligo 

forward se diseñó entre el final del marco de lectura abierto (secuencia de color negro) y el principio 

de la región 3´UTR de Pitx3. 
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La secuencia de los oligonucleótidos utilizados para el 3´UTR Pitx3 fueron: 

forward: CGGTATGAAAGCGATGCGTCTA y reverse: TCCTGGTGTAGCCTGCTTTGTCT 

(tabla 5). Primero se amplifica mediante PCR básica la región 3’UTR de Pitx3 

utilizando 200 ng de cDNA y el Kit PCR Master Mix de Promega (12,5 μl de Master 

Mix, 8,5 μl de agua libre de nucleasas, 2 μl de oligonucleótidos 10 pmol/μl y 2 μl de 

cDNA 100 ng/μl). Posteriormente, el producto de PCR es sometido a electroforesis 

y purificado, para de esta manera proceder a su ligación en el vector de clonación 

pCR®II, empleando 50 ng del vector ( 2ul), 1 μl del Buffer de ligación (10X), 1 ul 

de T4-ligasa DNA , 5 ul del producto purificado en un volumen final de 10 μl. La 

reacción se incubó a 14 ºC durante toda la noche. Para obtener una mayor 

cantidad de plásmido con la región 3’UTR, se transforma 5 μl de esta construcción 

en 30 μl de células supercompetentes TOP 10F’, según el siguiente protocolo: 30 

minutos en hielo, 45 segundos a 42 ºC, 5 minutos en hielo, 1 hora en agitación a 37 

ºC y por último se siembran en una placa TYE con 50ul de ampicilina,  50 ul X-Gal 

(5-bromo-4- cloro-3-indolil-D-galactopiranosido) e IPTG (isopropil-1-D-

tiogalactopiranosido), y se dejan crecer toda la noche a 37 ºC. Al día siguiente se 

seleccionan las colonias, se siembran en medio líquido 2XTY suplementado con 

ampicilina, se dejan crecer toda la noche a 37 ºC en agitación y se procede a la 

purificación del plásmido empleando el sistema Rapid DNA Plasmid Miniprep Kit 

(Gene Dan). Así nos aseguraremos de obtener como mínimo concentraciones de 2 

μg/μl de plásmido con la construcción requerida, lo que facilita la eficiencia en la 

inyección. Para analizar si las colonias seleccionadas contenían el inserto de 

interés, 2–5 μl de cada preparación plasmídica se digirieron con las 

endonucleasas de restricción apropiadas, y la presencia de inserto se comprobó 

mediante electroforesis en geles de agarosa a diferentes concentraciones según 

el tamaño del fragmento esperado y también fueron secuenciadas en el servicio 
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central de secuenciación de la Universidad de Salamanca dotado de un 

secuenciador automático ABI Prism® (Applied Biosystems).  

3.15. Microinyección de morfolinos y de DNA  

Los morfolinos son oligonucleótidos químicamente modificados que pueden 

unirse y bloquear el proceso de traslación de mRNA ,tanto in vitro, como in vivo 

(Summerton y Weller, 1997; Qin y cols., 2000), de esta manera silencia la 

expresión del gen (knockdown) y por tanto la función de la proteína. Empleamos 

morfolinos provistos por Gene Tools. La inyección de morfolinos se ha realizado 

según la metodología desarrollada por Nasevicius y Ekker (2000). Para lo cual se 

emplea un sistema de microinyección y micromanipulación diseñado especialmente 

para la inyección de embriones de pez cebra, acoplado a un estereoscopio (Zeiss 

Discovery V8) y a una cámara de alta  resolución que permita la realización de 

vídeos y fotos. (Fig. 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 28 Sistema de microinyección y micromanipulación (Eppendorf) conectado a un ordenador, en el que 

se aprecia los embriones y un microcapilar sobre un embrión.  El sistema de microinyección está 

acoplado a un estereoscopio Zeiss Discovey V8 (Leica). 
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Primero se determina la concentración ideal para inyectar los morfolinos, 

para ello se inyectaron distintas concentraciones para comprobar cuáles eran 

letales y cuáles producían un mínimo efecto, se analizó la supervivencia 

embrionaria y posibles malformaciones que den lugar a resultados erróneos. De las 

diferentes concentraciones inyectadas empleamos la mayor concentración y con 

mortalidad mínima. Luego se calibran los parámetros de presión y el tiempo del 

pulso adecuado al volumen a inyectarse, calculando que en cada pulso se inyectan 

3 nl de solución en el embrión. La microinyección de los morfolinos se realiza en el 

vitelo de embriones de pez cebra en estadio de 1 célula de desarrollo. Tanto los 

embriones microinyectados como los no microinyectados se mantienen en las 

mismas condiciones: 28,5ºC y en medio E3 (5 mM NaCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM 

CaCl2, 0,33 mM MgSO4 en agua destilada). Para la preparación de los 

microcapilares, estos fueron realizados en nuestro laboratorio utilizando el sistema 

del Puller (Fig. 29) el cual consiste en colocar los capilares de vidrio dentro de una 

resistencia de metal que la ir calentándose progresivamente hasta 69,8ºC, produce 

la elongación y posterior separación en dos del capilar de vidrio. 

  

 

 

 

 

 

Fig. 29. Los microcapilares que empleamos para la microinyección de los morfolinos y DNA fueron 

realizados empleando el Puller (Narishige). A la izquierda se muestra los capilares de cristal, al centro se 

aprecia el Puller en funcionamiento y a la temperatura de 68,9ºC la resistencia alcanza el punto en que 

corta en dos el capilar de vidrio gracias a la ayuda de la fuerza de la gravedad. A la derecha se ve como 

el capilar de vidrio queda divido en dos y cada uno presenta un extremo muy alargado y estrecho que 

tiene la forma de una microaguja. 
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La secuencia de los morfolinos Lmx1b.1 y Lmx1b.2 (tabla 6) fueron tomados 

del estudio realizado por O´Hara y cols. (O´Hara y cols., 2005) donde determinan la 

importancia de ambos ortólogos de Lmx1b en el desarrollo del región mecencéfalo-

metencéfalo. Ambos factores fueron microinyectados a la vez, lo cual lo 

abreviamos como Lmx1b.1-2MO, para evitar la traducción de la proteína Lmx1b.1 y 

lmx1b.2 a la vez y ver los efectos de cocaína sobre sus genes diana th y nurr1. 

Igualmente para los morfolinos Otpa y Otpb, se microinyectaron al mismo tiempo y 

lo abreviamos como Otpa-bMO. Las secuencias de los morfolinos fueron tomadas 

del estudio realizado en pez cebra por Ryu y cols. (Ryu y cols., 2007). Los grupos 

microinyectados por los respectivos morfolinos se dividieron en dos, el primer grupo 

de solo microinyectados (Lmx1b.1-2MO y Otpa-bMO) y el segundo grupo al cual 

expusimos a clorhidrato de cocaína cuando alcanzaron las 5hpf y los denominamos 

como Lmx1b.1-2MO cocaína y Otpa-bMO cocaína respectivamente. También 

presentamos un grupo control con embriones sin microinyector (Control) y un grupo 

control morfolino (MO control) al cual se le microinyectó medio E3. El objetivo del 

grupo MO control fue para controlar, que los efectos de cambio de expresión de los 

genes que estudiamos eran debido a la acción de los morfolinos y no por el hecho 

del acto de microinyectar. La microinyección del DNA (3´UTR Pitx3) se realizó 

empleando el mismo procedimiento que el de los morfolinos con la salvedad que se 

microinyectó en la célula del embrión y a una concentración de 250ng/ul, la 

secuencia de los oligos empleados se observan en la tabla 5. 
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Tabla 6. Secuencia de los morfolinos empleados en el presente trabajo de investigación, se muestra 

además la concentración empleada y las referencias  en la que fueron empleadas para su estudio en el 

pez cebra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.16. Análisis de las imágenes 

Las imágenes obtenidas por técnicas de la ISH e IHC  se han documentado 

con un estereoscopio Leica de 6X y 12X. Todas las imágenes fueron procesadas 

con Photoshop CS4 software (Adobe System Inc.) siguiendo los lineamientos 

establecidos por la prensa de la Universidad Rockefeller.  

3.17. Análisis estadístico 

Los resultados de la qPCR se representan como media ± EEM (eror 

estándar de la media). Antes de realizar los test de significancia, realizamos el test 

de normalidad (Shapiro-Kolmogorov) y al ver que nuestro datos obtenidos tenían 

una distribución normal, empleamos pruebas paramétricas. Al analizar sólo dos 

grupos, tratamiento y el grupo control, empleamos el t-Student de dos colas, 

mientras que cuando comparamos más de dos grupos empleamos el análisis de 

varianza (ANOVA) de una vía, y el post-test Tuckey. En todas las pruebas 

estadísticas la diferencia se consideró estadísticamente significativo si p <0,05. El 

análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad 

Software Inc. Windows7, San Diego, CA, EE.UU.). 

Otpb  Ryu y cols., 2007 

Otpa Ryu y cols., 2007 

Lmx1b.1 O´Hara y cols., 2005 

Lmx1b.2 O´Hara y cols., 2005 

1uM 

1uM 

1uM 

ATCAGACTGCACCGCACTCACCTGC  

CGCTCCAGGGCGAAATGCTTTTCCA 

CTTCGATTTTTATACCGTCCAACAT  

CCTCAATTTTGATTCCGTCCAGCAT  

Referencia 

1uM 

Morfolinos Secuencia nucleotídica Concentración 
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 4. RESULTADOS 

 Introducción 

El sistema dopaminérgico juega un rol importante en la regulación de la 

coordinación motora, sistema cognitivo, estado anímico, comportamiento asociado 

a la recompensa, regulación endocrina (Wise, 2004) y algunos procesos 

patológicos como la enfermedad de Parkinson (Burton y Calne, 1984; Cranwell-

Bruce, 2010) y esquizofrenia (Stip, 2006; Garris y cols., 1997). Asimismo, el 

sistema dopaminérgico está muy relacionado con los procesos de adicción y 

recompensa que produce la cocaína (Prakash y Das, 1993; Ronnekleiv y Naylor, 

1995; Chao y Nestler, 2004).  

En el presente trabajo, estudiamos el efecto de la cocaína sobre el sistema 

dopaminérgico analizando los receptores dopaminérgicos, los factores de 

transcripción relacionados en la formación de las neuronas dopaminérgicas y el 

miR-133b que regula la actividad de uno de los factores de transcripción, durante el 

desarrollo embrionario del pez cebra. La importancia que tiene este estudio se basa 

en que los efectos que produce la cocaína en los embriones de pez cebra simulan 

en cierta manera lo que está sucediendo cuando una madre embarazada consume 

cocaína y qué efectos tendría la droga sobre el embrión o el feto. Puesto que el 

desarrollo del pez cebra se realiza en el exterior nos permite monitorizar a tiempo 

real los efectos que produce la cocaína. Por lo tanto, el pez cebra representa un 

buen modelo para evaluar fármacos o drogas que se empleen durante el embarazo 

y posiblemente los resultados obtenidos pueden extrapolarse a los mamíferos.  
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Objetivos 

Los resultados obtenidos en este trabajo están organizados de acuerdo a los 

objetivos planteados: 

Objetivo 1: Determinar el efecto  que produce la cocaína en la expresión temporal 

de los receptores dopaminérgicos, drd1, drd2a, drd2b y drd3 durante el desarrollo 

embrionario del pez cebra. 

Objetivo 2: Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión temporal 

de la tirosina hidroxilasa (th) y del transportador de dopamina (dat) en embriones, 

de 24 y 48 hpf, de pez cebra. 

Objetivo 3: Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión temporal 

de los factores de transcripción relacionados con el desarrollo de las neuronas 

dopaminérgicas y del gen relacionado a nodal ndr2, en embriones, de 24 y 48 hpf, 

de pez cebra. 

Objetivo 3.1: Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión 

temporal de los factores de transcripción pitx3 y nurr1. 

Objetivo 3.2: Estudiar el efecto de la cocaína en la expresión temporal y 

espacial de los factores de trascripción lmx1b.1, lmx1b.2.  

Objetivo 3.3: Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión 

temporal del factor de transcripción otpa y otpb. 

Objetivo 3.4: Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión 

temporal de ndr2.  
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Objetivo 4: Determinar los efectos del silenciamiento del miR-133b sobre la 

expresión del factor de transcripción pitx3 y los receptores dopamiérgicos drd2a y 

drd2b en el pez cebra. 

Objetivo 5: Determinar la expresión temporal y espacial del miR-133b y observar 

los efectos de la cocaína en embriones de 24 y 48 hpf de pez cebra. 

Objetivo 6: Determinar los efectos de la cocaína sobre la distribución de la TH, en 

embriones, de 24 y 48 hpf, de pez cebra. 

Objetivo 7: Inhibir la expresión de los factores de transcripción lmx1b.1-lmx1b.2 y 

estudiar el efecto que esto produce en la expresión de nurr1 y la th en embriones 

de 24 y 48 hpf de pez cebra expuestos a cocaína.  

Objetivo 8: Inhibir la expresión de los factores de transcripción otpa-otpb y estudiar 

el efecto que esto produce en la expresión de la th en embriones de 24 y 48 hpf de 

pez cebra expuestos a cocaína. 
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Objetivo 1. Determinar el efecto  que produce la cocaína en la expresión temporal 

de los receptores dopaminérgicos, drd1, drd2a, drd2b y drd3 durante el desarrollo 

embrionario del pez cebra. 

4.1. Expresión de receptores dopaminérgicos durante el desarrollo 

embrionario del pez cebra. 

Con el objeto de analizar la expresión génica de los receptores 

dopaminérgicos: drd1, drd2a, drd2b y drd3 durante el desarrollo embrionario del 

pez cebra, hemos utilizado la técnica de qPCR como se describe en la parte de 

materiales y métodos. Estudiamos el efecto de la cocaína en los estadios claves de 

la embriogénesis del pez cebra, 8 hpf (gastrulación), 16 hpf (formación de 

neurómeros, segmentación), 24 hpf (formación de los cinco lóbulos del SNC), 48 

hpf (organogénesis de órganos primarios están concluyendo) y 72 hpf (estadio 

temprano del periodo de larva) (Kimmel y cols., 1995). En estos estadios, los 

embriones se expusieron a clorhidrato de cocaína y evaluamos su efecto sobre la 

expresión de los receptores dopaminérgicos, estos resultados se compararon con 

el grupo control (embriones no expuestos a cocaína). Se utilizó como gen de 

referencia ef1, por ser un gen estable que se expresa sin muchas variaciones tras 

la exposición de fármacos, drogas o agentes externos (Tang y cols., 2007; 

McCurley y Gallard, 2008; Lin y cols., 2009) y en nuestro caso muestra menores 

variaciones tras la exposición a cocaína con respecto a otros genes de referencia, 

como la β-actina y la proteína ribosomal (Rbp13), que se han empleado para estos 

fines. La expresión de ef1, en los estadios (8, 16, 24, 48 y 72 hpf) estudiados está 

entre 1,5 - 2 millones de copias de cDNA (Fig. 30 y Tabla en anexo 1), que es lo 

establecido para los genes de referencia que están presentes en todas la células  

del organismo (Casadei y cols., 2011). Una vez que determinamos que ef1  no 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%2522Nicot%20N%2522%255BAuthor%255D
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grupo control. Una vez que determinamos que ef1  no presenta variaciones 

estadísticamente significativas por efecto de la cocaína, estudiamos la expresión 

génica de los receptores dopaminérgicos drd1, drd2a, drd2b y drd3 durante el 

desarrollo embrionario del pez cebra, en los estadios antes descritos y los 

resultados obtenidos fueron normalizados en relación a ef1 en todos los casos.  

 

 

 

 

 

 

El receptor drd1 muestra un aumento de su expresión en los estadios de 8, 16, 

48 hpf y una disminución a las 72 hpf en los embriones expuestos a cocaína, 

presentando una mayor expresión basal a las 72 hpf, seguido por las 24 y 48 hpf 

(Fig. 31 y Tabla en anexo 2). En el caso de la expresión del receptor dopaminérgico 

drd2a se observa un aumento progresivo de su expresión basal conforme avanza 

el desarrollo embrionario, alcanzando el máximo pico a las 72 hpf semejante a la 

expresión de drd1. La exposición de los embriones de pez cebra a 1.5 µM de 

clorhidrato de cocaína produce una disminución a las 8 y 72 hpf (que es 

significativamente estadístico), mientras que a las 24 y 48 hpf la cocaína induce un 

aumento de la expresión del receptor drd2a (Fig. 31B), siendo estos cambios 

también estadísticamente significativos. En el caso del receptor drd2b (Fig. 31C), 

podemos observar que a diferencia del receptor drd2a la exposición a cocaína 

produjo una disminución de su expresión a las 24 y 48 hpf y un aumento  a las 72 

Fig. 30. Representación gráfica de la cuantificación absoluta de ef1 del pez cebra en desarrollo expuestos 

a 1.5 µM de clorhidrato de cocaína y el grupo control.  Cada barra representa el número de copias de cDNA 

de ef1 ± EEM. Para cada estadio se realizaron tres experimentos y cada uno de ellos se realizó por 

triplicado. Prueba  de T-Student de dos colas para muestras independientes. 
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Figura 31. Expresión  temporal de los receptores dopaminérgicos: drd1, drd2a, drd2b y drd3 en embriones de  las 

8, 16, 24,48 y 72 hpf de pez cebra. En  todos los casos estudiamos embriones del grupo control y expuestos a 

1.5uM de clorhidrato de cocaína. A) Expresión del receptor dopaminérgico drd1. B) Expresión del receptor drd2a. 

C) Expresión del receptor  drd2b. D) Expresión del receptor  drd3. Cada barra representa el  promedio de número 

de copias de cDNA ± Error Standard de la Media (EEM). Doscientos cincuenta embriones se han empleado para 

la extracción de RNA y la síntesis de cDNA por cada grupo estudiado. Por cada estadio se realizaron tres 

experimentos y cada uno de ellos se realizó por triplicado. Prueba t-Student de dos colas para muestras 

independientes. *: p≤0.05; **: p≤0.01; ***:p≤0.001. 
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hpf, siendo estos cambios estadísticamente significativos. La expresión basal de 

drd2b a las 24, 48 y 72 hpf es la mayor con respecto al resto de estadios 

estudiados, sugiriendo una participación relevante de este receptor durante el 

desarrollo. Por otro lado la  expresión del receptor drd3 (Fig. 31D) se afecta, por la 

exposición de la cocaína, a partir de las 48hpf donde muestra un incremento 

significativo, mientras que a las 72hpf se observa una disminución de su expresión. 

El número de copias de cDNA de los receptores dopaminérgicos se muestra en la 

tabla del anexo 2. 
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Los receptores dopaminérgicos del pez cebra Drd1, Drd2a, Drd2b, Drd2l, 

Drd3, Drd4a, Drd4b, Drd4rs (Li y cols., 2007; Boehmler y cols., 2004; Boehmler y 

cols., 2007) (Tabla 1) tienen una alta homología a los receptores dopaminérgicos 

de mamíferos (48-71%) (Tabla 2). En los mamíferos se han identificado 5 tipos de 

receptores dopaminérgicos que están divididos en dos familias farmacológicas 

denominadas como D1 y D2, estos receptores son  miembros de la familia de  

receptores acoplados a la proteína G, con siete dominios transmembrana (Probst y 

cols., 1992). Los receptores de la familia D1, presentan dos subtipos D1 y D5 

acoplados a la proteínas Gs/ Golf y estimulan la formación de cAMP como 

principal segundo mensajero de transducción de señales intracelulares. Los 

subtipos pertenecientes a la familia D2 son D2, D3 y D4, los cuales están unidos a 

las proteínas Gi y Go e inhiben la formación de cAMP (Missale y cols., 1998; 

1993, Wise, 2004). Al realizar la filogenia de los receptores dopaminérgicos del pez 

cebra junto con los de los mamíferos, estos receptores se alinean en las dos 

grandes familias de receptores dopaminérgicos y en los subtipos específicos (Fig. 

32 y 33). Asimismo, se delimitan claramente de los receptores de los mamíferos, 

indicando que las diferencias farmacológicas podrían deberse al desarrollo 

evolutivo de los receptores dopaminérgicos y confirmando así que pez cebra es un 

buen modelo para el estudio del sistema dopaminérgico fisiológica o 

fisiopatológicamente. La historia evolutiva de los árboles filogenéticos se dedujo por 

el método de Neighbor Joining (NJ) (Fig. 32) y Maximum  Likelihood (ML) (Fig. 33), 

para corroborar que la alineación de los receptores es debido  a la secuencia de 

sus aminoácidos y no por un artefacto del método empleado. Los métodos 

utilizados muestran una alineación similar de los receptores del pez cebra con la de 

los mamíferos (Fig. 32 y 33). A diferencia de los mamíferos, el pez cebra no 

presenta un ortólogo del receptor dopaminérgico D5. 
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Fig. 32 Análisis filogenético de los receptores dopaminérgicos en diferentes especies basado en el 

método de NJ (Saitou y Nei, 1987). El árbol filogenético se enraizó con los receptores de 

somatostatina 1 y 2 (drSSTT1 y drSSTT2l). El porcentaje de replicaciones que se muestran a partir  

de los taxones estudiados se muestran al lado izquierdo de las ramas e indican la robustez de estas 

(Felsenstein, 1985). Las distancias evolutivas fueron  calculados por  la p-distancia (escala mostrada 

en la parte inferior) (Nei y Kumar, 2000). El análisis evolutivo se llevó a cabo empleando el software 

MEGA5 (Tamura y cols., 2011). 
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Fig. 33  Análisis filogenético de los receptores dopaminérgicos de diferentes vertebrados utilizando el 

método Maximum  Likelihood (ML) o Máxima verosimilitud, basado en el modelo de la matriz JTT (Jones 

y cols., 1992). Este análisis nos muestra  la reconstrucción más probable que es representativa de la 

filogenia del grupo. El consenso de la robustez del árbol fue inferido a partir de 1000 replicaciones 

(Felsenstein, 1985) y se muestra  a la izquierda  y por debajo de las ramas. El análisis evolutivo se llevó 

a cabo empleando el software MEGA5 (Tamura y cols., 2011). 
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Objetivo 2: Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión temporal 

de la tirosina hidroxilasa (th) y del transportador de dopamina (dat) en embriones, 

de 24 y 48 hpf, de pez cebra. 

4.2. Análisis del efecto de la cocaína sobre la expresión de la tirosina 

hidroxilasa (th) y del transportador de dopamina (dat) 

La TH es la enzima que se encarga de sintetizar la dopamina en las neuronas 

dopaminérgicas y el DAT es una proteína importante para la recaptación de 

dopamina del espacio sináptico. El bloqueo de DAT por la cocaína produce un 

incremento de la dopamina en el espacio extracelular, con la consiguiente 

alteración de las señales dopaminérgicas. Asimismo, la exposición crónica de 

cocaína puede inducir cambios de plasticidad sináptica y esto inducir la adicción.  

La expresión basal de los mRNA de la th  y dat  y el efecto de la cocaína sobre 

éstos se determinó en los estadios de las 24 y 48 hpf. Enfocamos nuestro estudio 

en estos estadios por ser dos etapas muy significativas durante el desarrollo del 

pez cebra.  Al igual que en el estudio de los niveles de expresión de los receptores 

dopaminérgicos, empleamos como gen de referencia la expresión de ef1α, que 

presenta pocas variaciones en su expresión tras la exposición de los embriones a 

clorhidrato de cocaína a las 5 hpf y su posterior estudio a las 24 y 48 hpf. En ningún 

estadio de desarrollo embrionario (24 y 48 hpf) del pez cebra observamos cambios 

notorios en la expresión de ef1α, entre el grupo control y el grupo expuestos a 

cocaína (Fig. 34). El número de copias de cDNA de ef1a es muy alto, en torno a 5,7 

millones de copias de cDNA a las 24 hpf y 6,9 millones a las 48 hpf (Tabla en 

anexo 3). Estos niveles altos de la expresión de ef1α son de esperar en el caso de 

los genes de referencia que son ubicuos. 
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4. 2.1. Análisis de la expresión de la th por efecto de la cocaína 

Los embriones expuestos a clorhidrato de cocaína muestran un incremento y 

una disminución de la th a las 24 y 48 hpf, respectivamente (Fig. 35A y Tabla en 

anexo 4). El incremento de la th a las 24 hpf en el grupo cocaína es de casi el doble 

en relación al grupo control, mientras que a las 48 hpf la disminución es 

aproximadamente el triple. La expresión basal de th a las 48 hpf es mayor con 

respecto a las 24 hpf, mostrando que la Th podría estar participando de manera 

activa en el desarrollo de las neuronas dopaminérgicas cuando el embrión ha 

finalizado la organogénesis primaria, mientras que a las 24 hpf la Th quizá tenga 

una menor relevancia. La disminución de la th a las 48 hpf por efecto de la cocaína 

nos sugirió, que posiblemente la cocaína esté potenciando una disminución de la th 

en los estadios más tardíos. Por ello, al no saber cuándo se produce el pico 

máximo de expresión de la th en condiciones normales, decidimos determinar el 

Fig. 34. Representación gráfica de la cuantificación absoluta del ef1α en embriones de pez cebra de 24 y 48 

hpf, grupo control y expuestos a 1.5 µM de clorhidrato de cocaína. Doscientos cincuenta embriones se han 

empleado para la extracción de RNA y la síntesis de cDNA por cada grupo. Cada barra representa el número 

de copias de cDNA de nurr1 ± EEM. Para cada estadio se realizaron tres experimentos y cada uno por 

triplicado. Prueba de  t-Student de dos colas para muestras independientes. 
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Fig.35 Cuantificación absoluta de la th en embriones de pez cebra expuestos a 1.5 µM de clorhidrato de 

cocaína y el grupo control. A) Expresión de la th en estadios de 24 y 48 hpf. B) Expresión de la th en los 

estadios de 42, 44, 46 y 48hpf. Doscientos cincuenta embriones se han empleado para la extracción de 

RNA y la síntesis de cDNA por cada grupo. Cada barra representa el número de copias de cDNA de la th ± 

EEM. Para cada estadio se realizaron tres experimentos y cada uno por triplicado. Prueba de t-student de 
dos colas para muestras independientes. *: p≤0.05; **: p≤0.01; ***: p≤0.001. 

 

B 

pico máximo de expresión de la th en los estadios de las 42, 44, 46 y 48 hpf (Fig. 

35A y Tabla en anexo 4). Nuestras observaciones, muestran que el máximo pico de 

expresión lo presenta el estadio de las 44 hpf  (930 copias de cDNA) y que a partir 

de este estadio comienza a disminuir la expresión de la th. Esto indica que la 

cocaína podría estar potenciando la disminución de la th en el estadio de las 48 hpf 

(de 755 a 237 copias de cDNA). En todos los estadios estudiados (42, 44, 46 y 48 

hpf) (Fig. 35B y Tabla en anexo 4) la cocaína disminuye los niveles de expresión de 

la th, siendo la disminución estadísticamente significativa en casi todos los 

estadios, con excepción de las 42 hpf (Fig. 35 y Tabla en anexo 4). 
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4.2.2. Análisis de la expresión del dat por efecto de la cocaína. 

En el estadio de las 24 hpf, observamos que el transportador de dopamina 

presenta unos niveles de expresión de mRNA menor que a las 48 hpf y de manera 

similar que la th los embriones de pez cebra expuestos a cocaína mostraron un 

incremento y disminución del dat a las 24 y 48 hpf, respectivamente, siendo en 

ambos casos los cambios de expresión estadísticamente significativos (Fig.36 A y 

tabla en anexo 5). La disminución del dat a las 48 hpf por efecto de la cocaína nos 

sugirió, de manera semejante que para la th, que el dat pudiese haber alcanzado 

un pico de expresión en estadios anteriores a las 48 hpf  y que el efecto de la 

cocaína podría ser por una mayor inducción de la disminución del dat 

fisiológicamente. Por ello, con el fin de determinar si el pico máximo de expresión 

del dat en grupos control y expuestos a cocaína se daba cerca de las 48hpf, 

decidimos estudiar la expresión del dat en los estadios de las 42, 44, 46 y 48 hpf 

(Fig. 36 B y Tabla en anexo 5).  

Nuestros resultados muestran que el dat se expresa  de manera casi similar, 

durante los estadios de 42 y 48 hpf, siendo estos los picos más altos, mientras que 

a las 44 y 46 hpf se observa una menor expresión (con respecto a las 42 y 48 hpf), 

siendo el estadio de las 44 horas el que presenta una menor expresión basal con 

respecto a todos. El clorhidrato de cocaína, en los estadios estudiados de 42, 44, 

46 y 48 hpf induce una disminución de la expresión del dat, que es 

estadísticamente significativo. Esto demuestra que la cocaína induce un aumento 

del dat en estadios tempranos y una disminución en estadios tardíos en embriones 

de pez cebra.  
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Objetivo 3. Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión temporal 

de los factores de transcripción relacionados con el desarrollo de las neuronas 

dopaminérgicas y del gen relacionado a nodal ndr2, en embriones, de 24 y 48 hpf, 

de pez cebra. 

4.3. Análisis de la expresión de nurr1 pitx3, lmx1b.1, lmx1b.2, otpa, otpb y 

ndr2 por efecto de la cocaína  

A medida que fuimos desarrollando este trabajo de investigación encontramos 

que la cocaína produce alteraciones en la expresión de genes específicos de las 

neuronas dopaminérgicas como los receptores dopaminérgicos, la th y el dat  en 

estadios embrionarios relevantes en la formación del SNC y la organogénesis. Por 

ello, decidimos investigar lo que ocurría con los factores de transcripción que se 

relacionan con la adquisición del fenotipo dopaminérgico: Nurr1, Pitx3,  Otp y 

Fig. 36 Representación gráfica de la cuantificación absoluta del dat en embriones de pez cebra. A) Influencia 

de la cocaína en la expresión del dat en embriones de 24  y  48 hpf  grupo control y expuestos a cocaína     

B) Expresión del dat en los estadios de 42, 44, 46 y 48hpf en embriones  expuestos a 1.5 µM de clorhidrato 

de cocaína y el grupo control. Doscientos cincuenta embriones se han empleado para la extracción de RNA y 

la síntesis de cDNA por cada grupo. Cada barra representa el número de copias de RNA del dat ± EEM. 

Para cada estadio se realizaron tres experimentos y cada uno por triplicado. Prueba  t-Student  de dos colas 

para muestras independientes. *: p≤0.05; **: p≤0.01; ***: p≤0.001. 
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Lmx1b (Ryu y cols., 2007; Sonntag y cols., 2004; Burbach, 2003; Nunez y cols., 

2003). Además, investigamos la expresión de ndr2 (activador de la señalización 

Nodal), uno de los responsable de la formación de neuronas dopaminérgicas en 

estadios tempranos de desarrollo  en el pez cebra (Del Giacco y cols., 2006). 

Objetivo 3.1: Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión temporal 

de los factores de transcripción pitx3 y nurr1. 

4.3.1. Análisis de la expresión de los factores de transcripción nurr1 y pixt3 

tras la exposición de clorhidrato de cocaína 

El factor de transcripción Nurr1 es requerido para desarrollo y el 

mantenimiento de las neuronas dopaminérgicas mesencéfalicas (mDA) (Saucedo-

Cárdenas y cols., 1998; Zetterstromön y cols., 1997), para la expresión de la TH, la 

formación del transportador vesicular monoaminérgico 2 (VMAT2) y el 

transportador de dopamina (DAT) (Wallen y cols., 2001; Smits y cols., 2003). Por 

otro lado, el factor de transcripción Pitx3 es requerido para la expresión de las 

neuronas dopaminérgicas en la parte compacta de la sustancia negra (SNpc) y en 

el VTA (Hwang y cols., 2003; Maxwell y cols, 2005), interviene también en el 

desarrollo y supervivencia de las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas (Nunes 

y cols., 2003; Van den Munckhof y cols., 2003) 

Dada la importancia de Nurr1 y Pitx3, estudiamos la expresión del mRNA de 

estos factores de transcripción a las 24 y 48 hpf, tras la exposición de cocaína a los 

embriones de pez cebra a las 5 hpf. Nuestros resultados muestran que la cocaína 

induce un aumento de la expresión de nurr1 a las 24 hpf (de 686 a 973 copias de 

cDNA), mientras que en el estadio más tardío de las 48 hpf disminuye su expresión 

(de 3587 a 1982 copias de cDNA) (Fig. 37 A  y Tabla en anexo 6), siendo estos 

cambios en ambos casos estadísticamente significativos. En relación a pitx3, la 
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cocaína produce un incremento y una disminución de su expresión a las 24 y 48 

hpf, respectivamente. A las 24 hpf pitx3 incrementa de 1763 a 2022 copias de 

cDNA y a las 48 hpf disminuye de 6418 a 3360 copias de cDNA (Fig. 37 B y Tabla 

en anexo 6). Por otro lado, pitx3 tiene una mayor expresión basal a las 24 y 48 hpf 

con respecto a la expresión de nurr1, indicando que pitx3 puede ser clave en los 

estadios de desarrollo embrionario de las 24 y 48 hpf del pez cebra. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 37. Cuantificación absoluta de cDNA de nurr1 (A) y de pitx3 (B) de embriones de peces cebra a las 24 

y 48 hpf. Los embriones fueron estudiados en los grupos expuestos a 1.5 µM de clorhidrato de cocaína y el 

grupo control. Doscientos cincuenta embriones se han empleado para la extracción de RNA y la síntesis de 

cDNA por cada grupo. Cada barra representa el número de copias de cDNA de nurr1 y pitx3 en cada 

estadio ± EEM. Para cada estadio se realizaron tres experimentos y cada uno por triplicado. Prueba t-

Student de dos colas para muestras independientes.*: p≤0.05; **: p≤0.01; ***: p≤0.001. 
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Objetivo 3.2: Estudiar el efecto de la cocaína en la expresión temporal y espacial 

de los factores de trascripción lmx1b.1, lmx1b.2  

4.3.2. Análisis de la expresión temporal de los factores de transcripción 

lmx1b.1 y lmx1b.2 por efecto de la cocaína 

El factor de transcripción Lmx1b presenta un rol importante en el desarrollo 

del SNC. Su expresión previa a la aparición de células positivas a Nurr1 y Pixt3 

sugieren que Lmx1b pueda actuar como un activador de estos genes y estar 

asociado con la preparación espacial para el origen y diferenciación del sistema  

dopaminérgico mesencefálico (Smidt y cols., 2000). En el pez cebra existen dos 

ortólogos de Lmx1b los cuáles se denominan Lmx1b.1 y Lmx1b.2, ambos son 

necesarios para la mantención del límite mesencéfalo rombencéfalo (MHB) en el 

pez cebra (O’Hara y cols., 2005). Por la importancia de este factor en el desarrollo 

de las neuronas dopaminérgicas nos propusimos estudiar el efecto de la cocaína 

en la expresión de lmx1b.1 y lmx1b.2 a las 24 y 48 hpf (Fig. 38). 

 Nuestros resultados muestran que la cocaína indujo cambios en la expresión 

de los factores de transcripción lmx1b.1 y lmx1b.2, ambos factores presentan un 

incremento de sus niveles de expresión en los grupos expuestos a cocaína con 

respecto al grupo control. A las 24hpf,  lmx1b.1 incrementa su expresión de 2290 a 

3178 copias de cDNA (Fig. 38 A  y Tabla en anexo 7) y lmx1b.2  de 1343 a 1835 

copias de cDNA (Fig. 38 B y Tabla en anexo 7). Estos cambios de expresión a las 

24 hpf son estadísticamente significativos. A las 48 hpf, ambos factores lmx1b.1 y 

lmx1b.2 muestran un incremento en su expresión en los grupos expuestos a 

cocaína, no obstante solamente el incremento de lmx1b.2 (de 1760 a 2483 copias 

de cDNA) es estadísticamente significativo (Fig. 38 B y Tabla en anexo 7). Llama la 

atención de que la expresión basal de lmx1b.1 tanto a las 24 y 48 hpf con respecto 
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a lmx1b.2 es de casi el doble, indicando que este factor de transcripción, lmx1b.1, 

que se expresa en mayor cuantía, frente a su parálogo, presente una mayor 

actividad durante los estadios de desarrollo del pez cebra. Asimismo, el que  

lmx1b.2 se exprese en menor cantidad sugiere que este factor de transcripción 

tenga una acción diferente o que complemente la actividad de lmx1b.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 38 Representación gráfica de la cuantificación absoluta de  cDNA de los factores de transcripción 

lmx1b.1 (A) y lmx1b.2 (B) en embriones de 24 y 48 hpf de pez cebra. Los niveles de expresión de 

lmx1b.1 y lmx1b.2 en embriones expuestos a 1.5 µM de clorhidrato de cocaína se comparó con el grupo 

control respectivo. Doscientos cincuenta embriones se han empleado para la extracción de RNA y la 

síntesis de cDNA por cada grupo. Cada barra representa el número de copias de cDNA de lmx1b.1 y 

lmx1b.2 ± EEM. Para cada estadio se realizaron tres experimentos y cada uno de ellos se desarrolló por 

triplicado. Prueba de t-Student de dos colas para muestras independientes. *: p≤0.05; **: p≤0.01; ***: 

p≤0.001. 
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4.3.3. Distribución del factor de transcripción lmx1b.1 y lmx1b.2 en embriones 

de 24 y 48 hpf expuestos a cocaína. 

En la preparación espacial para el origen y diferenciación del sistema 

dopaminérgico mesencefálico el factor de transcripción Lmx1b es clave (Smidt y 

cols., 2000) y puesto que el pez cebra presenta un duplicado de Lmx1b (Lmx1b.1 y 

Lmx1b.2) (O’Hara y cols., 2005), nos propusimos, además cuantificar su expresión 

por qPCR absoluta (Fig. 38 A y B y Tabla en anexo 7), estudiar el efecto del 

clorhidrato de cocaína sobre el patrón de distribución espacial de lmx1b.1 y lmx1b.2 

tanto a las 24 como a las 48 hpf. 

 

Factor de transcripción lmx1b.1 

En una vista lateral del embrión in toto, en el estadio de las 24hpf de 

desarrollo, observamos que lmx1b.1 tiene una distribución localizada en el SNC y 

más difusamente en la periferia, como los somitos (Fig. 39 A). En una vista más 

ampliada del encéfalo, se aprecia que lmx1b.1 se encuentra puntualmente 

distribuido en el diencéfalo ventral, límite entre el mesencéfalo rombencéfalo (MHB) 

y en la vesícula ótica  (Fig. 39 C). Las vistas dorsales del embrión entero (Fig. 39 

E), así como del encéfalo (Fig. 39 G) muestran que lmx1b.1 se distribuye en el 

diencéfalo y en los somitos. Los embriones expuestos a 1,5uM de clorhidrato de 

cocaína muestran una mayor expresión de lmx1b.1 a nivel de diencéfalo ventral, 

MHB y  en el área de la vesícula ótica (Fig. 37 B, D, F, H). Por otro lado, la cocaína 

indujo una disminución de la expresión de lmx1b.1 a nivel de los somitos (Fig. 39 B 

y D). 
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Fig. 39. Distribución del factor de transcripción lmx1b.1 en embriones in toto de 24 hpf por ISH. A, B, C, 

D vista lateral. E, F, G, H: vista dorsal. A y C) Expresión de lmx1b.1 en embriones del grupo control. B y 

D) Expresión de lmx1b.1 en embriones expuestos a cocaína. En las figuras B y D la flecha y cabeza de 

flecha indican el aumento de expresión de lmx1b.1 en diencéfalo y MHB, respectivamente. En las figuras 

F y H, la flecha indica incremento de lmx1b en el diencéfalo. MHB: límite mesencéfalo rombencéfalo 

(cabeza de flecha), ov: vesícula ótica (asterisco), vd: diencéfalo ventral (flecha). A: anterior; D: dorsal; L: 

lateral. Escala de 300 um. A, B, E y F: 6X; C, D, G  y H: 10X. 
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Cuando ha finalizado el periodo de la organogénesis primaria, 48hpf, 

observamos que lmx1b.1 se expresa en las mismas regiones que a las 24hpf, en el 

diencéfalo ventral, MHB, la vesícula ótica (Fig. 40 A y C). La distribución que 

presenta lmx1b.1, a diferencia de las 24 hpf,  es que está mucho más focalizada en 

el SNC y con ningún marcaje en la periferia. Una vista dorsal también muestra la 

presencia lmx1b.1 en el diencéfalo ventral, MHB y vesícula ótica (Fig. 40 E). Los 

embriones expuestos a clorhidrato de cocaína muestran un incremento en la 

expresión de lmx1b.1 en el diencéfalo ventral, MHB,  la vesícula ótica (Fig. 40 B y 

D). La vista dorsal de los embriones expuestos a cocaína muestra de manera más 

detallada el cambio en el patrón de expresión de lmx1b.1 en el diencéfalo ventral, 

MHB y la vesícula ótica. A diferencia del estadio de las 24 hpf, a las 48 hpf no 

observamos expresión de lmx1b.1 en los somitos. (Fig. 40 B, D y F). 

Este incremento de lmx1b.1 a las 24 y 48 hpf en las zonas descritas en los 

párrafos anteriores por ISH, tiene correlación con los resultados de la qPCR, en la 

que describimos un aumento de la expresión de lmx1b.1  por efecto de la cocaína 

(Fig. 38 A y Tabla en anexo 7).  

Esta expresión de lmx1b.1 durante las 24 y 48 hpf indica que estos factores 

de transcripción son muy importantes en el mantenimiento y función de las 

neuronas dopaminérgicas, formación del músculo esquelético y tendrían un rol 

clave durante el desarrollo del SNC de los embriones de pez cebra. Asimismo, la  

expresión espacial de lmx1b.1 es diferente a las 24 y 48 hpf.   
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Figura 40. Distribución de lmx1b.1 a las 48 hpf. En la vista lateral del grupo control (A y C) lmx1b.1 se expresa 

localizadamente en el diencéfalo, MHB y vesícula ótica. La vista dorsal muestra también la expresión de 

lmx1b.1 en diencéfalo, MHB y la vesícula ótica (E). Los embriones expuestos a cocaína muestran un 

incremento en la expresión de lmx1b.1 en el diencéfalo (flecha), MHB (cabeza de flecha) y vesícula ótica 

(asterisco) según las vistas laterales (B y D). Una vista dorso ventral muestra de manera más clara el 

incremento de lmx1b.1 en el diencéfalo, MHB y la vesícula ótica (41 F) con respecto al grupo control (E). d: 

diencéfalo (flecha), MHB: límite mesencéfalo y rombencéfalo (cabeza de flecha) ov: vesícula ótica (asterisco). A: 

anterior; D: dorsal; L: lateral.  Escala de 300 um.  A y B: 6X; C, D, E y F: 10X. 
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Factor de transcripción lmx1b.2 

El factor de transcripción Lmx1b.2, también tiene un rol importante en la 

formación y mantenimiento de las neuronas dopaminérgicas (O´Hara y cols., 2005) 

al igual que Lmx1b.1. Por la técnica de la ISH, observamos que lmx1b.2 se 

distribuye a las 24 hpf muy puntualmente a nivel del diencéfalo ventral, MHB y 

rombencéfalo (Fig. 41 A y C). Una vista dorsal nos ayuda a observar la expresión, 

desde otra perspectiva, de lmx1b.2 en el diencéfalo ventral  principalmente (Fig. 41 

E y G). Los embriones expuestos a clorhidrato de cocaína presentan una mayor 

expresión de lmx1b.2 a nivel de MHB y diencéfalo (Fig. 41 B y D) con respecto a 

los embriones del grupo control (Fig. 41 A y B), este aumento de expresión es 

mucho más notorio sobre todo a nivel de MHB (Fig. 41 D). El grupo de embriones 

expuestos a cocaína según las vistas dorsales (al igual que las vistas laterales) 

muestran un ligero incremento en la expresión de lmx1b.2  en el  diencéfalo (Fig. 

41 F y H) con respecto al grupo control (Fig. 41 E y G).  

Estos cambios en la expresión espacial de lmx1b.2 por medio de la técnica 

de la ISH corroboran nuestros resultados hallados por qPCR, en la que la 

exposición de los embriones de pez cebra a clorhidrato de cocaína induce un 

aumento en los niveles de  expresión de lmx1b.2 con respecto al grupo control Fig. 

38 B y Tabla en anexo 7).  

Por otro lado, la expresión de lmx1b.1 y lmx1b.2 a las 24 hpf muestran que 

estos factores se expresan de manera similar en los mismos lugares, salvo 

excepciones puntuales, lo que indica que estos factores de transcripción puedan 

tener acciones complementarias durante la formación de las neuronas 

dopaminérgicas, el desarrollo del SNC y embrionario del pez cebra. 
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Figura 41. Distribución del factor de transcripción lmx1b.2 en embriones de 24 hpf. Grupo control  

(A, C, E y G) y expuestos a cocaína (B, D, F y H). Los embriones expuestos a cocaína  muestran 

un incremento de la expresión de lmx1b.2 en el diencéfalo (flecha negra)  y el MHB (cabeza de 

flecha) (B y D) con respecto al grupo control (A y C). Asimismo, en los embriones expuestos a 

cocaína lmx1b.2 muestra su expresión en la vesícula ótica (flecha azul) (D), cuando en los 

embriones del grupo control no se expresa (C). En la vista dorsal  la cocaína induce un aumento de 

lmx1b.2 en el diencéfalo (flecha) dorsal (H) con respecto al grupo control (G). d: diencéfalo; H: 

rombencéfalo, MHB: límite mesencéfalo y rombencéfalo (cabeza de flecha), ov: vesícula ótica 

(asterisco), vd: diencéfalo ventral (flecha). Escala de 300 um. A: anterior; D: dorsal; L: lateral. A, B, 

E y F: 6X; C, D, G  y H: 10X. 
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Con respecto a la expresión de lmx1b.2 a las 48 hpf, las vistas laterales 

muestran que este factor de transcripción tiene una distribución en el diencéfalo, 

MHB y rombencéfalo que corresponden a las mismas regiones en las que se 

expresaba a las 24 hpf). A las 48 hpf, la expresión de lmx1b.2 en el MHB es muy 

tenue (Fig. 42 A), así como también en diencéfalo. Algo peculiar en este estadio es 

que hay una expresión en el fascículo longitudinal medio y rombencéfalo de 

lmx1b.2 (Fig. 42 A). En una vista lateral más ampliada es muy evidente la 

expresión más focalizada de lmx1b.2 en diencéfalo y MHB (Fig. 42 C) con respecto 

a las 24 hpf (Fig. 41C). Por otro lado, se muestra una expresión de lmx1b.2 en 

rombencéfalo a las 48 hpf (Fig. 42 C), que no se aprecia a las 24 hpf (Fig. 41 C). 

Una vista dorsal muestra que lmx1b.2 se expresa en el diencéfalo, HMB y el 

rombencéfalo (Fig. 42 E). La exposición de los embriones de pez cebra a 

clorhidrato de cocaína, muestra un incremento en la expresión de lmx1b.2 en 

diencéfalo (flecha), MHB (cabeza de flecha) y rombencéfalo (asterisco) (Fig. 42 B y 

D). Es muy notorio el gran incremento de lmx1b.2, por acción de la cocaína, en las 

zonas descritas con respecto a los embriones del grupo control (Fig. 42 A y C), 

siendo lo más resaltante la gran expresión de lmx1b.2 en el rombencéfalo (Fig. 42 

A y C (asterisco). La vista dorsal nos ofrece un mejor detalle de como varia el 

patrón de expresión de lmx1b.2, mientras en los embriones control hay poca 

expresión de lmx1b.2 en la línea media del rombencéfalo (Fig. 42 E), los embriones 

expuestos a cocaína presentan una mayor distribución en la línea media del 

rombencéfalo (Fig. 42 F, este aumento se muestra con un asterisco). Este cambio 

notorio de lmx1b.2 en el rombencéfalo puede tener muchas implicancias en la 

función de las neuronas catecolaminérgicas y el desarrollo adecuado del SNC del 

pez cebra. Al igual que a las 24 hpf, este incremento de lmx1b.2  por ISH a las 48 

hpf, coincide con los resultados encontrados por qPCR, en la cual la cocaína 
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induce una mayor expresión de lmx1b.2 con respecto al grupo control Fig. 38 B y 

anexo 7).  

 

 
Figura 42. Distribución de lmx1b.2 a las 48 hpf. Vista lateral ( A, B, C y D) y vista dorsal (E y F). Los 

embriones del grupo control muestran una expresión de lmx1b.2 en diencéfalo, MHB y rombencéfalo ( A, C y 

E), mientras que en los embriones expuestos a clorhidrato de cocaína se observa un incremento en 

diencéfalo (flecha), MHB (cabeza de flecha) y en el rombencéfalo (asterisco) (B, D y F). El cambio de patrón 

de expresión de lmx1b.2 por acción de la cocaína en diencéfalo (flecha), rombencéfalo (cabeza de flecha) y 

MHB (asterisco) se puede apreciar muy claramente en una vista dorsal (F) d: diencéfalo (flecha), MHB: límite 

mesencéfalo y rombencéfalo (cabeza de flecha), H: rombencéfalo. A: anterior; D: dorsal; L: lateral. Escala de 

300um. A y B: 6X; C, D, E y F: 10X. 
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Objetivo 3.3: Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión temporal 

del factor de transcripción otpa y otpb. 

4.3.4.  Análisis de la expresión de los factores de transcripción otpa y otpb 

tras la exposición de cocaína  

La proteína Ortopedia (Otp) es un factor de transcripción que tiene un rol 

importante en la proliferación, supervivencia, así como en la migración y 

diferenciación celular para el establecimiento del hipotálamo neuroendocrino 

(Acampora y cols., 1999), siendo esencial también para el desarrollo de subgrupos 

específicos de neuronas dopaminérgicas en el diencéfalo (Ryu y cols., 2007). 

En el pez cebra se han descrito dos ortólogos del gen otp de mamíferos: 

estos se denominan otpa y otpb, ambos son requeridos coordinadamente para el 

desarrollo de la mayor parte  de las neuronas dopaminérgicas hipotalámicas (Ryu y 

col., 2007).  

En el presente trabajo, por la importancia que presenta este factor de 

transcripción (Otp) en el desarrollo de las neuronas dopaminérgicas, hemos 

tomado en cuenta ambos duplicados Otpa y Otpb. Tras la exposición de los 

embriones de pez cebra (a las 5 hpf) con clorhidrato de cocaína, estos fueron 

posteriormente recolectados a las 24 y 48 hpf para la obtención de mRNA y 

posterior síntesis de cDNA. Nuestros resultados por qPCR muestran que otpb 

muestra una mayor expresión basal de mRNA a las 24 y 48 hpf con respecto a otpa 

(Fig. 43 A y B). La expresión basal de los niveles de expresión de otpb es de casi el 

doble que otpa  y a las 48 hpf otpb alcanza una expresión  que llega a ser inclusive 

3 veces más a la de otpa. Tras la exposición de clorhidrato de cocaína apreciamos 

que a las 24 hpf la cocaína induce una disminución de ambos factores de 

transcripción (otpa y otpb), con respecto al grupo control (Fig. 43 A y B). Sin 
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embargo, a las 48 hpf la cocaína muestra una acción diferente en cuanto a la 

expresión de otpa y otpb. Por una parte incrementa la expresión de otpa y por otro 

lado disminuye la expresión de otpb, estos cambios de expresión observados en 

ambos casos fueron estadísticamente significativos (Fig. 43 A y B y tabla en anexo 

8). Esta alteración en la expresión de otpa y otpb muestra que la cocaína afecta de 

manera diferente en cada estadio de desarrollo embrionario del pez cebra. El 

número de copias de cDNA ± EEM de otpa y otpb se puede apreciar en la Tabla del 

anexo 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 43. Cuantificación absoluta del otpa (A) y otpb (B) en los peces cebra en desarrollo expuestos a 1.5 

µM de clorhidrato de cocaína comparados con el grupo control. Doscientos embriones han sido usados 

para la extracción de RNA y sintetizar el cDNA de los estadios 24 y 48 hpf. Doscientos cincuenta 

embriones se han empleado para la extracción de RNA y la síntesis de cDNA por cada grupo. Cada 

barra representa el número de copias de RNA de otpa en cada estadio ± EEM (error estándar de la 

media). Para cada estadio se realizaron tres experimentos; * P≤0.05 (Prueba  T-Student de dos colas 

para muestras independientes). *: p≤0.05; ** p≤0.01; ***: p≤0.001. 
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Objetivo 3.4: Determinar el efecto que produce la cocaína en la expresión temporal 

de ndr2.  

4.3.5. Análisis de la expresión de ndr2 tras la exposición de cocaína  

La carencia del gen de la proteína Nodal, ndr2, (miembro de la familia 

TGF), tiene como consecuencia una ausencia completa del cerebro anterior, una 

severa disminución de las células de la placa de basal del tubo neural, conllevando 

a una malformación de los derivados del cerebro anterior, fusión de los ojos, eje del 

cuerpo curvado, y fallo en la extensión axonal dentro de la médula espinal 

(Tongiorgi, 1999; Aquilina-Beck y cols., 2007). Asimismo, la señalización nodal está 

implicada en la especificación de grupos dopaminérgicos (Rebagliati y cols., 1998) 

y diferenciación de los grupos catecolaminérgicas del diencéfalo ventral. Siendo la 

señalización nodal muy importante en la formación y desarrollo del sistema 

dopaminérgico, nos propusimos estudiar la expresión de ndr2. Tras exponer los 

embriones de pez cebra a 1.5 µM de clorhidrato de cocaína a las 5 hpf, analizamos 

los cambios en la expresión de ndr2 en los estadios de las 24 y 48 hpf.  

Nuestros resultados muestran que hay mayores niveles de expresión basal 

de ndr2 a las 24 hpf con respecto a las 48 hpf (Fig. 44 y Tabla en anexo 9). La 

exposición de los embriones de  pez cebra a clorhidrato de cocaína induce una 

disminución en los niveles de expresión de ndr2 a las 24 hpf, así como también a 

las 48 hpf, pero en este último estadio la disminución es menor que a las 24 hpf.  

En ambos casos, a las 24 y 48 hpf, la disminución de ndr2  es estadísticamente 

significativa, p≤0.001 p≤0.01, respectivamente. Es interesante resaltar que los 

niveles basales de expresión del mRNA de ndr2 es uno de los más bajos en 

relación a los factores de transcripción estudiados anteriormente: nurr1 y pitx3 (Fig. 

37 A y B), otpa y  optb (Fig. 38 A y B), lmx1b.1 y lmx1b.2 (Fig. 43 A y B). 
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Objetivo 4: Determinar los efectos del silenciamiento del miR-133b sobre la 

expresión del factor de transcripción pitx3 y los receptores drd2a y drd2b en 

embriones de 24 hpf del pez cebra. 

4.4. Efectos del silenciamiento del miR-133b sobre la expresión drd2a y drd2b 

y del factor de trascripción pitx3  

El miR-133b actúa como un regulador negativo del factor de transcripción 

Pitx3, concretamente en su región 3’UTR (Kim y cols., 2007). Este factor activa la 

transcripción de genes necesarios para la diferenciación de las neuronas 

dopaminérgicas, como la formación de th y los receptores dopaminérgicos. Por ello, 

con el propósito de provocar el silenciamiento del miR-133b, microinyectamos 750 

pg de DNA de la secuencia 3’UTR-Pitx3 (en el estadio de una célula del pez cebra). 

La concentración de 750 pg fue determinada luego de microinyectar diferentes 

Fig. 44. Representación gráfica de la cuantificación absoluta del ndr2 en el  pez cebra a las 24 y 48 en 

desarrollo expuestos a 1.5 µM de clorhidrato de cocaína y el grupo control, a las 24 y 48hpf. Doscientos 

cincuenta embriones se han empleado para la extracción de RNA y la síntesis de cDNA por cada 

grupo. Cada barra representa el número de copias de cDNA de ndr2 ± EEM. Para cada estadio se 

realizaron tres experimentos y cada uno por triplicado. Prueba de t-Student de dos colas para muestras 

independientes. *: p≤0.05; ** p≤0.01; ***:p≤0.001. 
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concentraciones de la secuencia 3’UTR-Pitx3, 1000 pg, 750 pg 500 pg y 250 pg. La 

microinyección de 1000 pg de 3’UTR-Pitx3 produjo más del 50% de muertes de los 

embriones y diversas malformaciones, mientras las concentraciones de 750 pg, 

500 pg y de 250 pg produjeron una menor letalidad y malformaciones de los 

embriones, razón  por la cual empleamos la concentración de 750 pg de 3’UTR-

Pitx3, que fue concentración mínima que produce menor letalidad y un mínimo de 

malformaciones en los embriones. Luego de  microinyectar 750 pg de 3’UTR-Pitx3 

en embriones de una célula, a las 5 hpf los embriones fueron expuestos a 

clorhidrato de cocaína y cuando los embriones alcanzaron las 24 hpf de desarrollo 

embrionario evaluamos la expresión génica de los receptores dopaminérgicos  

drd2a y drd2b y del factor de transcripción pitx3.  

En todos los casos, la expresión de mRNA de pitx3, drd2a y drd2b fueron 

normalizados con respecto a la expresión de ef1, el cual tomamos como gen de 

referencia (Fig. 45A y Tabla en anexo 10) por presentar una mínima variación en su 

expresión en los embriones control (sin microinyección de 3`UTR-Pitx3) y 

microinyectados con la secuencia de DNA de 3`UTR-Pitx3. Observamos que la 

microinyección de 750 pg de la secuencia 3’UTR-Pitx3 produce un aumento 

significativo del factor de transcripción pitx3, casi el doble con respecto al grupo 

control (Fig. 45B y Tabla en anexo 10), así como un aumento  del receptor drd2a 

(de 146 a 215 copias de cDNA) (Fig. 45C y tabla en anexo 10) y disminución de 

drd2b  de casi el doble (Fig. 45D y Tabla en anexo 10). El número de copias de 

cDNA de pitx3, drd2a y drd2b tras la microinyección de 750 pg de la secuencia 

3’UTR-Pitx3 se aprecia en la Tabla en anexo 10. Al microinyectar el diana del mi-

133b (el 3`UTR-Pitx3) el exceso de diana interactúa con el miR-133b y de esta 

manera deja libre el al mRNA de Pitx3 endógeno, produciéndose de esta manera 



Resultados 
 

97 
 

Fig. 45.  Representación gráfica de la cuantificación absoluta de ef1, pitx3, drd2a y drd2b en 

embriones de  pez cebra de 24 hpf microinyectados en el estadio de  una célula con 750 pg de  la 

secuencia de 3’UTR Pitx3. La expresión de cada gen estudiado se comparó con su respectivo 

grupo control en cada caso. A) ef1., B) pitx3, C) drd2a  y D) drd2b. Doscientos cincuenta 

embriones se han empleado para la extracción de RNA y la síntesis de cDNA por cada grupo. 

Cada barra representa el número de copias de cDNA de los genes estudiados ± EEM. Para cada 

grupo se realizaron tres experimentos y cada uno por triplicado. Prueba  de t-Student de dos 

colas para muestras independientes. *: p≤0.05; **: p≤0.01; ***:p≤0.001. 
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más Pitx3 que de manera fisiológica. Estos resultados  pueden ayudar a explicar el 

porqué del incremento de drd2a a las 24 hpf (Fig. 45C y Tabla en anexo 10), 

puesto que al haber más pitx3, este induce mayor expresión de TH, DAT (Sánchez-

Simón y cols., 2010) y receptores dopaminérgicos. En el caso de drd2b, 

observamos una disminución de su expresión, lo que puede indicar que el factor de 

trasncripcicón Pitx3 lo regule negativamente en el estadio de las 24 hpf.  
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Objetivo 5: Determinar la expresión temporal y espacial del miR-133b y observar 

los efectos de la cocaína en embriones de 24 y 48 hpf del pez cebra. 

4.5.  Análisis de la expresión temporal y espacial del  miR-133b 

4.5.1.  Análisis de la expresión temporal del  miR-133b 

Los resultados previos muestran que la cocaína produce cambios de la expresión 

génica de factores de transcripción relacionados con el sistema dopaminérgico 

(nurr1, pitx3, otpa, otpb, lmx1b.1 y lmx1b.2),  así como de los receptores 

dopaminérgicos (drd1, drd2a, drd2b y drd3), dat y th. Los miRNAs, por lo general, 

son reguladores endógenos negativos de la expresión de los mRNA de muchos 

genes. El miR-133b en concreto reprime la diferenciación de las neuronas 

dopaminérgicas del cerebro medio de células madres embrionarias  y en cultivos 

celulares del cerebro medio (Kim y cols., 2007). El factor de transcripción  Pitx3 

participa de forma activa en la expresión de diversos genes relacionados en la 

formación de las neuronas dopaminérgicas. El miR-133b tiene como gen diana la 

región 3´UTR del factor de transcripción Pitx3 y lo regula negativamente, de ahí su 

rol en el desarrollo del sistema dopaminérgico. Por esta razón nos interesamos por 

conocer la influencia de la cocaína sobre la expresión del miR-133b en los estadios 

de 24 y 48 hpf y si estos cambios del miR-133b pudieran tener influencia en los 

factores derivados del factor de transcripción Pitx3.   

Nuestras observaciones indican que la expresión basal del miR-133b es 

mayor a las 48 hpf (51780 copias de cDNA) con respecto a las 24 hpf (115900 

copias de cDNA) (Fig. 45 y Tabla en anexo 11). La exposición de los embriones de 

pez cebra a clorhidrato de cocaína promueve una disminución de la expresión del 

miR-133b a las 24 y también a las 48hpf, siendo en este último estadio mucho más 
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dramática la disminución. Esta disminución en ambos estadios es estadísticamente 

significativa.   

Es notorio el alto nivel de expresión que muestra este miRNA con respecto a 

los otros factores de transcripción, dat, th y receptores dopaminérgicos estudiados, 

en el cuál los niveles de expresión de cDNA esta fluctuando entre cientos a miles 

de copias, no superando en ningún caso las 150000 copias. Esta expresión 

cuantiosa del miR-133b le otorga un rol relevante, durante el desarrollo embrionario 

del pez cebra y en la regulación del factor de transcripción Pitx3. Y el hecho de que 

la cocaína afecte la expresión del miR-133b, indica que de esta manera indirecta la 

cocaína pueda afectar al factor de transcripción Pitx3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 46. Representación gráfica de la cuantificación absoluta del miR133b en los estadios de las 24 y 48 

hpf de desarrollo embrionario del  pez cebra. La expresión de miR-133b se estudió en embriones 

expuestos a 1.5 µM de clorhidrato de cocaína y comprados con su respectivo grupo control a las 24 y 48 

hpf. Doscientos cincuenta embriones se han empleado para la extracción de RNA y la síntesis de cDNA 

por cada grupo. Cada barra representa el número de copias de RNA de miR133b ± EEM. Para cada 

estadio se realizaron tres experimentos y cada uno por triplicado. Prueba de t-student de dos colas para  

muestras independientes. *: p≤0.05; **: p≤0.01; ***: p≤0.001. 
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4.5.2. Distribución del miR-133b en embriones de 24 y 48 hpf expuestos a 

cocaína. 

El pequeño tamaño del micro RNA hace complicado detectar su distribución 

espacial con la técnica de la IHS, por lo cual aprovechando la existencia de  nuevas 

ribosondas de solo 23 pb  que hibridan con los miRNAs, decidimos realizar las ISH 

del miR-133b y determinar por primera vez la expresión espacial de este miRNA en 

el pez cebra, además de evaluar el efecto de la cocaína en su expresión. La sonda 

del miR-133b  por, miRCURY LNA™ microRNA Detection Probes for in situ 

hybridization, tiene en su estructura un anillo LNA, el cual mejora la unión con su 

diana y amplifica  detección de la señal del miR-133b. Además la sonda para el 

miR-133b está marcada doblemente con digoxigenina, en los extremos 5´ y 3´, lo 

que le brinda a la sonda ser más sensitiva a la detección.  Las características de 

esta ribosondas para miRNA se especifican en el capítulo de materiales y métodos.  

Nuestras observaciones muestran que el miR-133b presenta una distribución 

espacial principalmente en los somitos en embriones de 24 hpf (Fig. 47 A , C y E). 

La expresión del miRNA, en todo el SNC, es muy tenue en el estadio de las 24 hpf. 

La exposición de cocaína muestra que el patrón de expresión del miR-133b no 

produce cambios notorios a la observación en la vista lateral y dorsal, además se 

sigue expresando en las mismas zonas descritas anteriormente (Fig. 47 B, D y F). 

Debemos recordar que la ISH es más una técnica cualitativa que cuantitativa y es 

muy difícil en estos casos poder definir si hay un aumento o disminución en la 

expresión del miR-133b. Sin embargo, por los experimentos que realizamos por  la 

técnica de la qPCR encontramos que la cocaína disminuye la expresión del miR-

133b a las 24 hpf (Fig. 46 y anexo 11).  La expresión del miR-133b en los somitos 

que posteriormente darán origen al músculo esquelético, indica que este miRNA 
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tenga un rol clave en el desarrollo y función de los músculos y que la cocaína 

podría interferir con estos procesos durante el desarrollo. Es muy interesante como 

estos miRNAs, moléculas muy pequeñas tienen un papel en los procesos de 

desarrollo y función de muchos procesos biológicos de gran relevancia. 

 

 

 

 

 

Fig. 47 Distribución del miR-133b en embriones de 24 hpf. La expresión del miR-133b en embriones del grupo 

control se aprecia notoriamente en los somitos y con una tenue expresión en diencéfalo, MHB y rombencéfalo 

(A y E). Los embriones expuestos a cocaína muestran una disminución del miR-133b en diencéfalo (flecha) y 

MHB (cabeza de flecha) con respecto embriones del grupo control (A y E). Es muy difícil poder afirmar si hubo 

cambios en la expresión del miR-133b en los somitos por acción  de la cocaína según las figuras que 

mostramos grupo cocaína ( B,  D y F) y grupo control. (A, C y E), para determinar estos cambios nos 

apoyamos en los resultados de qPCR. sm: somitos ; d: diencéfalo (flecha), MHB: límite mesencéfalo y 

rombencéfalo (cabeza de flecha); A: anterior; D: dorsal; L: lateral. Escala de 300um. A, B, C y D: 6X;  E y F: 

10X. 
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   Durante la finalización de la organogénesis primaria, cuando se han formado la 

mayoría de los órganos del embrión del pez cebra (48 hpf) la expresión del miR-

133b se expresa, a diferencia de las 24 hpf, en mayor grado en el SNC en el 

mesencéfalo (m) diencéfalo (d) y rombencéfalo (h) rombencéfalo y además en el 

músculo esquelético (SM) donde presenta un marcaje muy intenso (Fig. 48 A y C). 

Esta distribución le otorga al miR-133b un rol en el desarrollo y función del SNC y el 

músculo esquelético. La vista dorsal muestra una mejor visión de la distribución del 

miR-133b en el diencéfalo,  mesencéfalo y rombencéfalo y se puede observar 

también en las aletas laterales del embrión y en el músculo esquelético (Fig. 47 E). 

Los embriones expuestos a cocaína indujo una disminución notoria del miR-133b 

en el SNC, en la zonas del mesencéfalo (flecha negra) (Fig. 48 B), diencéfalo 

(flecha roja) (Fig. 48 F) y rombencéfalo (cabeza de fecha) (Fig. 48 D), siendo más 

difícil poder afirmar algún cambio a nivel del músculo esquelético. Una vista dorsal 

confirma, también, la disminución de la expresión del miR-133b en el mesencéfalo, 

diencéfalo,  y rombencéfalo  (Fig. 48 F).  La disminución de la expresión del miR-

133b coincide con los resultados de nuestros experimentos realizados por qPCR, 

en el que encontramos una disminución también del miR-133b a las 48 hpf (Fig. 46 

y anexo 11). Es de destacar que el miR-133b al expresarse en el músculo 

esquelético de las aletas laterales del embrión,  tenga un rol relevante en la 

natación del pez cebra y sorprende una vez más cómo moléculas muy pequeñas 

puedan tener acciones muy importantes como es la supervivencia de los 

embriones, puesto que un desarrollo normal de las aletas garantiza que el embrión 

y su posterior fase larvaria del pez cebra puedan desplazarse libremente en busca 

de comida o evitando estímulos nocivos, pero si los músculos de la aleta están 

alterados por alguna afectación del miR-133b, es de suponer que el embrión 

fenecerá. La mayor expresión basal de miR-133b a las 48 hpf con respecto a las 24 
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hpf se podría explicar por la gran expresión de este miRNA en los somitos 

esencialmente y en el SNC en embriones de 48 hpf (Fig. 48 A, C y E) con respecto 

a los embriones de 24 hpf (Fig. 47 A, C y E) por la técnica de la ISH.  

 

Fig. 48 Distribución del miR-133b en embriones de 48 hpf. La expresión del miR-133b en embriones del 

grupo control se aprecia notoriamente en el músculo esquelçetico (SM) y además en el SNC,  mesencéfalo 

(m) diencéfalo, (d) y rombencéfalo (h) (A, C y E). Los embriones expuestos a cocaína muestran una 

disminución del miR-133b en mesencéfalo (flecha negra), diencéfalo (flecha roja) rombencéfalo (cabeza de 

flecha) (B, D y F) con respecto a los  embriones del grupo control. Así como en los embriones de las 24 

hpf, es muy difícil afirmar si hubo cambios en la expresión del miR-133b en los somitos por efectos de  la 

cocaína en relación al grupo control. Los efectos de la cocaína en los cambios de expresión del miR-133b 

se pueden apreciar más objetivamente por qPCR. SM: músculo esquelético; d: diencéfalo; m: mesencéfalo; 

h: rombencéfalo; pf: aletas laterales A: anterior; D: dorsal; L: lateral. Escala de 300um. . A, B, C y D: 6X;  E 

y F: 10X. 
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Objetivo 6: Determinar los efectos de la cocaína sobre la distribución de la TH en 

embriones de  24 y 48 hpf de pez cebra. 

4.6. Estudio de la variación de TH en embriones expuestos a cocaína. 

La TH es uno de los marcadores específicos de las neuronas 

catecolaminérgicas. Mientras que la TH y el DAT son los marcadores específicos 

de las neuronas dopaminérgicas y nos permiten distinguirlas de las neuronas 

noradrenérgicas y adrenérgicas. En el pez cebra no se han descrito  neuronas 

dopaminérgicas en el mesencéfalo, pero sí en el diencéfalo y hay investigaciones 

que señalan que estas neuronas del diencéfalo suplan el rol de las del mesencéfalo 

Puesto que en el diencéfalo sólo se expresan las neuronas dopaminérgicas (de 

entre todas  las neuronas catecolaminérgicas), empleamos el anticuerpo contra la 

TH  (anti-rabbit) con la cual el marcaje positivo en diencéfalo corresponde a 

neuronas dopaminérgicas  

En una vista ventral, a las 24 hpf  observamos que la TH está presente en el 

diencéfalo (Fig. 49 A), una ampliación de la vista anterior según el recuadro 

amarillo con líneas discontinuas (Fig. 49 A.1) permite distinguir el marcaje de las  

neuronas dopaminérgicas. La exposición de los embriones de pez cebra a cocaína  

produjo un incremento de la TH en el diencéfalo (Fig. 49 B y 49 B.1). A las 48 hpf 

se aprecia un mayor número de células positivas a la TH en el diencéfalo a 

diferencia de las 24 hpf (Fig. 50 A y 50 A.1). Los embriones expuestos a clorhidrato 

de cocaína muestran una disminución de la TH en el diencéfalo, indicando una 

disminución de las neuronas dopaminérgicas. Nuestras observaciones indican que 

la cocaína induce cambios de manera diferente en la TH a las 24 y 48 hpf.  Estos 

resultados por IHC coinciden con nuestras observaciones encontradas de la 

expresión de mRNA de la th por qPCR (Fig. 35 y Tabla en anexo 4). 
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Fig. 49. Distribución de las neuronas dopaminérgicas TH positivas en embriones enteros (in toto) 

de pez cebra de 24 por IHC  por microscopía confocal. Vista dorso ventral de: A) embriones del 

grupo control a las 24 hpf y B) Embriones de 24hpf expuesto a clorhidrato de cocaína.  A.1 y B.1) 

grupo de neuronas dopaminérgicas (TH positivas) en diencéfalo. La cocaína induce un aumento 

de las neuronas dopaminérgicas TH positivas. Barra de escalas para A y B=100m, A.1y 

B.1=25m. 
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Fig. 50 Distribución de las neuronas dopaminérgicas TH positivas en diencéfalo a las 48hpf, las fotografías 

fueron tomadas de las preparaciones de IHC de embriones enteros (in toto). Vista dorso ventral de  C) 

embriones del grupo control de 48hpf y D) embriones de 48 hpf expuestos a clorhidrato de cocaína. C.1 y 

D.1) Neuronas dopaminérgicas diencefálicas TH positivas. Barra de escalas para C y D=100m, C.1 y 

D.1=25m. 
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Objetivo 7: Inhibir la expresión de los factores de transcripción Lmx1b.1-Lmx1b.2 y 

estudiar el efecto que esto produce en la expresión de nurr1 y la th en embriones 

de 24 y 48 hpf de pez cebra expuestos a cocaína. 

4.7.  Expresión de la th en embriones knockdown de  Lmx1b.1 y Lmx1b.2 

La actividad de la enzima tirosina hidroxilasa es imprescindible para la formación 

de la dopamina y para el adecuado desarrollo y funcionamiento de las neuronas 

dopaminérgicas. En mamíferos, se requiere la acción de ciertos factores de 

transcripción como Nurr1, Pitx3, Lmx1b y Otp. En el pez cebra se ha determinado 

la importancia, sobre todo, de Lmx1b y Otp para el desarrollo normal de las 

neuronas dopaminérgicas. Con el objetivo de corroborar la importancia de los 

factores de transcripción Lmx1b y Otp en el desarrollo de las neuronas 

dopaminérgicas decidimos realizar el silenciamiento de estos factores de 

transcripción y ver cómo influye en la expresión de la th a las 24 y 48 hpf, y además 

ver el efecto que presenta la cocaína tras el silenciamiento por acción de los 

morfolinos contra lmx1b.1 y lmx1b2.  

 

4.7.1 Inhibición de los factores de transcripción Lmx1b.1 y Lmx1b.2 por la 

microinyección de morfolinos 

Los embriones microinyectados con los morfolinos lmx1b.1 y lmx1b.2 tuvieron un 

retraso en su desarrollo temporal de aproximadamente una hora con respecto al 

grupo control. Los embriones de las 24 hpf a los cuales se les indujo el 

silenciamiento de Lmx1b.1 y Lmx1b.2 a la vez (Lmx1b.1-2MO) en el estadio de una 

célula (como se explica en el capítulo de materiales y métodos) muestran una 

disminución significativa en los niveles de expresión de th con respecto al grupo 
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control (siendo estadísticamente significativa la disminución). La exposición de 

clorhidrato de cocaína al grupo de embriones Lmx1b.1-2MO (Lmx1b.1-2MO 

cocaína) produce, una recuperación de los niveles de expresión de la th, que por la 

microinyección de los morfolinos Lmx1b1-2MO mostraron una disminución de la th 

a las 24 hpf (Fig. 51 A).  

La recuperación de los niveles de expresión de la th en el grupo Lmx1b.1-2MO 

cocaína llega a ser incluso similar a los niveles de expresión del grupo control y es 

estadísticamente significativo con respecto al grupo Lmx1b.1-2MO. En el estadio 

de las 48 hpf (Fig. 51 B) el grupo Lmx1b.1-2MO muestra una disminución de la th 

en mayor grado que  a las 24 hpf, la exposición de cocaína a este grupo, revierte 

en cierta manera la disminución de th. No obstante, el efecto de la cocaína en la 

recuperación de los niveles de expresión de la th es de menor intensidad a lo que 

ocurre a las 24 hpf y no se llega a la expresión basal de la th. Al emplear los 

morfolinos, microinyectamos a un grupo de embriones medio E3, que se denominó 

MO control, además del grupo control al que no se microinyecta nada. Como se 

puede apreciar la expresión de mRNA de la th comparada con respecto al grupo 

control muestra pocas variaciones y en ningún caso fue estadísticamente 

significativo (Fig.51 A y B).  
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4.8. Expresión del gen nurr1 en embriones knockdown de Lmx1b.1-2 

Para determinar la implicancia del factor Lmx1b en la expresión del factor de 

transcripción, Nurr1, microinyectamos los morfolinos de Lmx1b.1-.2 en el estadio 

de una célula, y observamos la expresión de nurr1. Asimismo, a otro grupo de 

embriones knockdown Lmx1b.1-2 se les expuso a clorhidrato de cocaína y 

analizamos el efecto que tendría la cocaína en este grupo (Lmx1b.1-2 MO 

cocaína). Nuestros resultados muestran que la expresión de nurr1 entre el grupo 

control y MO control no muestran variaciones en la expresión marcadas de nurr1, 

tanto a las 24 y 48 hpf. En el caso de los embriones knockdown de Lmx1b.1-2 MO 

muestran una dramática disminución en la expresión de nurr1 tanto a las 24 y 48 

hpf (en ambos casos la disminución es estadísticamente significativa). La 

exposición de cocaína a las 5 hpf al grupo Lmx1b.1-2MO muestra una disminución 

significativa de nurr1 con respecto al grupo control y un aumento no significativo 

Fig. 51. Expresión de la th a las 24 y 48  hpf, en el grupo control (no microinyectados),  grupo MO control, 

grupo Lmx1b.1-2MO y el grupo Lmx1b.1-2MO expuesto a cocaína (Lmx1b.1-2MO  cocaína).  A) Expresión de 

la th a las 24 hpf.  B) Expresión de la th a las 48 hpf. Doscientos cincuenta embriones se han empleado para 

la extracción de RNA y la síntesis de cDNA por cada grupo. Cada barra representa el número de copias de 

cDNA de th ± EEM. Para cada grupo se realizaron tres experimentos y cada uno por triplicado. Análisis de 

ANOVA y post-test de Tukey). *: p≤0.05; ** p≤0.01; ***:p≤0.001. 
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con Lmx1b.1-2 MO, a las 24 y 48 hpf (Fig. 52 A y B). nurr1 presenta una expresión 

15 veces mayor a las 48 hpf en relación a las 24 hpf.  

 

 

  

 

 

 

Objetivo 8: Inhibir la expresión de los factores de transcripción Otpa- Otpb y 

estudiar el efecto que esto produce en la expresión de la tirosina hidroxilasa en 

embriones de 24 y 48 hpf de pez cebra expuestos a cocaína. 

4.9. Inhibición de los factores de transcripción  Otpa y Otpb 

Otp es otro de los factores de transcripción clave en la formación del sistema 

dopaminérgico diencefálico, en el caso del pez cebra este presenta un duplicado de 

este gen, denominados Otpa y Otpb. Con el propósito de conocer la acción de la 

cocaína sobre embriones knockdown de Opta y Otpb (por microinyección de ambos 

morfolinos a la vez en el estadio de uno a cuatro células), estos embriones 

Fig. 52. Expresión de nurr1 a las 24 y 48  hpf, en el grupo control (no microinyectados),  grupo MO 

control, grupo Lmx1b.1-2MO y el grupo Lmx1b.1-2MO expuesto a cocaína (Lmx1b.1-2MO  cocaína).  A) 

Expresión de la nurr1 a las 24 hpf.  B) Expresión de la nurr1 a las 48 hpf. Doscientos cincuenta 

embriones se han empleado para la extracción de RNA y la síntesis de cDNA por cada grupo. Cada 

barra representa el número de copias de cDNA de th ± EEM. Para cada grupo se realizaron tres 

experimentos y cada uno por triplicado. Análisis de ANOVA y post-test de Tukey). *: p≤0.05; ** p≤0.01; 

***:p≤0.001. 
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knockdown de Opta y Otpb fueron expuestos a las 5 hpf a clorhidrato de  cocaína y 

posteriormente a las 24 y 48 hpf se analizó los efectos de la cocaína sobre la 

expresión de la th. Al igual que el knockdown de Lmx1b.1-2MO, los embriones 

knockdown de Opta y Otpb tuvieron un retraso en su desarrollo de una hora 

aproximadamente con respecto al grupo control. Nuestros observaciones durante 

los estadios de las 24 y 48 hpf (Fig. 53 A y B) muestran que los embriones 

microinyectados con los morfolinos de Otpa y Otpb (Otpa-bMO) disminuyen 

significativamente la expresión de la th con respecto al grupo control (sin morfolino) 

y MO control, siendo esta disminución estadísticamente significativa en ambos 

casos. 

La disminución de la th es mucho mayor a las 48 hpf que a las 24 hpf en el 

grupo Otpa-bMO. A las 24  y las 48 hpf el grupo expuesto a cocaína (Otpa-bMO 

cocaína) muestra un ligero aumento (estadísticamente no significativo) con 

respecto a Otpa-bMO (Fig 53 A y B). De manera similar que los embriones 

knockdonwn de Lmx1b.1-.2, en los embriones knockdonwn Otpa-b tuvimos un 

grupo MO control, que no muestra variaciones en la expresión de la th entre grupo 

control y microinyectado (medio E3). Esto indica que la disminución de la th se 

debe a la acción de los morfolinos más que a la acción de la microinyección que 

pueda estar afectando la expresión de genes y el desarrollo embrionario. 
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Fig. 53. Expresión de la th a las 24 y 48  hpf, en el grupo control (no microinyectados),  grupo MO control, 

grupo Otpa-bMO y el grupo Otpa-bMO expuesto a cocaína (Otpa-bMO cocaína).  A) Expresión de la th a las 

24 hpf. B) Expresión de la th a las 48 hpf. Doscientos cincuenta embriones se han empleado para la 

extracción de RNA y la síntesis de cDNA por cada grupo. Cada barra representa el número de copias de 

cDNA de th ± EEM. Para cada grupo se realizaron tres experimentos y cada uno por triplicado. Análisis de 

ANOVA y post-test de Tukey). *: p≤0.05; ** p≤0.01; ***:p≤0.001. 
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 5. Discusión 

Siguiendo la organización planteada en la sección de resultados hemos 

dividido la sección de discusión en los siguientes apartados: 

5.1. Expresión de los receptores dopaminérgicos: drd1, drd2a, drd2b y drd3 y la 

implicación de la cocaína durante el desarrollo embrionario del pez cebra  

5.2. Efectos de la cocaína en la expresión de th y dat 

5.3. Estudio de la variación de la TH en embriones expuestos a cocaína 

5.4. Análisis de la expresión de nurr1 pitx3, lmx1b.1, lmx1b.2, otpa, otpb por efecto 

de la cocaína. 

5.5. Efecto de la cocaína en la distribución espacial del factor de transcripción 

lmx1b.1 y lmx1b.2 en embriones de 24 y 48 hpf expuesto a cocaína 

5.6. Silenciamiento del factor de transcripción Lmx1b y Otp. 

5.7. Efectos de la cocaína en la expresión de ndr2 

5.8. Efectos de la cocaína en la expresión del miR-133b  

5.9. Efecto de la cocaína en la distribución espacial del miR-133b en embriones de 

24 y 48 hpf 

5.10 Silenciamiento del miRNA 133b 
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En el presente trabajo, estudiamos los efectos de la cocaína sobre el 

sistema dopaminérgico analizando los receptores dopaminérgicos, los factores de 

transcripción relacionados en la formación de las neuronas dopaminérgicas y el 

miRNA (miR-133b) que regula la actividad de uno de los factores de transcripción, 

durante el desarrollo embrionario del pez cebra. La importancia que tiene este 

estudio se basa en que los efectos que produce la cocaína en los embriones de 

pez cebra podrían en cierta manera simular lo que está sucediendo cuando una 

madre embarazada consume cocaína y los efectos que tendría la droga sobre los 

genes realcionados al sistema dopaminérgico en el embrión o el feto.  

5.1. Expresión de los receptores dopaminérgicos: drd1, drd2a, drd2b y drd3 y 

la implicación de la cocaína durante el desarrollo embrionario del pez 

cebra  

Los receptores dopaminérgicos D1, D2 y D3 han sido relacionados con el 

proceso de la adicción, por su localización en sitios clave como el núcleo 

accumbens, el cuerpo estriado y la corteza pre frontal (Nader y cols., 2002; Callier y 

cols., 2003; Doherty y cols., 2008; Martínez y cols., 2011). El bloqueo que produce 

la cocaína sobre el transportador de dopamina incrementa los niveles de dopamina 

en el espacio sináptico (Koob, 1999; Hoffmann y cols., 2011; Andersen y cols., 

2011) y al haber más dopamina, esta interactúa con los receptores 

dopaminérgicos, los cuales si son activados repetitivamente pueden producir 

efectos de plasticidad neural, lo que se relaciona con la adicción (Zhen y cols., 

2001; Hoffmann y cols., 2011). Diversos estudios realizados en modelos de 

mamíferos han permitido mejorar nuestra comprensión del proceso de adicción. Sin 

embargo, a pesar de los grandes esfuerzos de la comunidad científica en el estudio 

de los efectos que produce la cocaína, no se ha encontrado un tratamiento efectivo 
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contra la adicción, por lo que nos propusimos evaluar los efectos de la cocaína 

sobre los receptores dopaminérgicos en el pez cebra, ya que se ha sugerido que 

una alteración del sistema dopaminérgico trae como consecuencia alteraciones del 

SNC lo cual puede ser estudiado en el pez cebra según ha sido revisado por Souza 

y Tropepe  (2011). Además, este modelo nos brinda muchas ventajas con respecto 

al resto de mamíferos (Dooley y Zon, 2000; Delvecchio y cols., 2011), un gran 

número de puesta de huevos (aproximadamente 200 a 300 embriones), el corto 

tiempo de desarrollo (a las 24 hpf ya se encuentra formado el SNC), los bajos 

costos de mantenimiento con respecto a mamíferos y la transparencia de los 

embriones durante el desarrollo.  

En la presente investigación detallamos por primera vez los efectos de la 

cocaína en la expresión de los receptores dopaminérgicos drd1, drd2a, drd2b y 

drd3 durante el desarrollo embrionario del pez cebra. La exposición de los 

embriones de peces cebra a cocaína produjo un incremento de drd1 en  los 

estadios tempranos y tardíos (8, 16 y 48 hpf) (Fig. 31 A y Tabla en anexo 2), lo cual 

indica que la cocaína puede tener implicaciones en los procesos de gastrulación (8 

hpf), la formación de los neurómeros, diferenciación del SNC (16 hpf), la 

organogénesis primaria así como en los procesos de apoptosis (48 hpf) (Cole y 

Ross, 2001; Langheinrich y cols., 2002). Un aumento de expresión de los 

receptores dopaminérgicos  también se han descrito en ratas (Unterwald, 2001), 

que al ser expuestas crónicamente a cocaína incrementan la densidad de los 

receptores D1 en el núcleo accumbens y el tubérculo olfatorio. Asimismo, en la 

presente investigación, al estudiar el estadio más tardío de desarrollo del pez cebra 

(72 hpf), la cocaína disminuye la expresión de drd1, esto indica que la cocaína 

puede afectar el desarrollo adecuado de la larva y de sus funciones, incluso puede 
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crear una alteración o daño irreversible que repercuta durante la vida adulta del 

organismo. Asimismo, estudios en mamíferos muestran, de manera análoga a 

nuestros resultados, que la cocaína induce la disminución de la densidad de D1 en 

el núcleo acumbens (Kleven  y cols., 1990) y en el cerebro de embriones de 

ratones (Kubrusly and Bidhe, 2010). Tras el bloqueo del DAT en el SNC de los 

animales, la cocaína puede afectar la función del receptor dopaminérgico D1 (Koob 

1999; Andersen y cols., 2011), por el incremento de dopamina en el espacio 

extracelular y producir un desacoplamiento entre el receptor y la proteína Gs y 

disminuir la señalización intracelular (Wang y cols., 1995; Friedman y cols., 1996; 

Unterwald y cols., 2003). Asimismo, la persistencia del incremento de dopamina 

puede alterar la actividad de los receptores dopaminérgicos tanto pre como post 

sinápticos (Zhen y cols., 2001; Hoffmann y cols., 2011). La exposición crónica de 

cocaína a fetos de primates induce un aumento de la expresión de los receptores 

D1 en la corteza frontal y el estriado,  así como una disminución en las regiones del 

diencéfalo y mesencéfalo, lo que indica que la cocaína actúa de manera distinta de 

acuerdo a la localización anatómica del receptor dopaminérgico (Choi y cols., 1998; 

Choi y Rønnekleiv, 1996). En el presente trabajo realizamos las qPCR en 

embriones in toto, desafortunadamente no trabajamos con núcleos específicos del 

SNC debido al pequeño tamaño del embrión, pero este modelo sí nos ofrece una 

referencia de que existe una variación en la expresión de genes debido a la acción 

de la cocina, en los diferentes estadios embrionarios.  

En el caso del receptor dopaminérgico D2, el pez cebra presenta un 

duplicado de este receptor, así los receptores duplicados son Drd2a y Drd2b 

(Boehmler y cols., 2004). En el presente estudio la cocaína produce acciones 

diferentes en cada uno de los duplicados. Nuestras observaciones muestran que la 
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cocaína induce un aumento de la expresión de drd2a, al mismo tiempo que 

disminuye drd2b a las 24 hpf y 48 hpf (Fig. 31 B y C y Tabla en anexo 2). Por otro 

lado, a las 72 hpf la cocaína incrementa la expresión de drd2b y disminuye el de 

drd2a (Fig. 31 B y C). Esta disminución es concordante con la disminución del 

receptor dopaminérgico D2 en estudios radiológicos realizados en humanos 

cocainómanos (Volkow,  2004a; Volkow,  2004b) y en animales adultos expuestos 

crónicamente a cocaína. En estos estudios se observa una disminución del 

receptor dopaminérgico D2 a nivel del cuerpo del estriado, (Morgan y cols., 2002; 

Nader y Czoty, 2005; Nader y Czoty., 2006). Esta disminución de D2 podría 

constituir un factor de riesgo para el desarrollo de la dependencia a la cocaína, 

promover la autoadministración de cocaína y una disminución de la sensibilidad a 

los reforzamientos naturales (Volkow y cols., 2002). Aunque no siempre esta 

disminución del receptor dopaminérgico D2 en el estriado promueva el 

comportamiento de la autoadministración de la cocaína (Martínez y cols., 2008). 

Por otra parte, el estudio de Kleven y cols. (1990) muestra un incremento de la 

densidad de D2 en el núcleo accumbes. Un incremento de  los niveles de expresión 

de D2, se ha descrito también en mamíferos expuestos pre y/o postnatal con 

cocaína (Choi y cols., 1998), este incremento podría relacionarse a un aumento de 

la función del receptor D2 (Gifford y Johnson, 1992; King y cols., 1994; Kubrusly y 

Bhide 2010). Otros estudios en mamíferos tras la exposición pre y postnatal de 

cocaína presentan resultados variables, desde un incremento de la expresión de 

D2 (Leslie y cols., 1994), aumento de la función del receptor en el estriado (Scalzo 

y cols., 1990; Howard y cols., 1997; Choi y cols., 1998) y ausencia de cambio 

alguno (Fung y cols., 1989; Claye y cols., 1995; Zhao y cols., 2008). Estos cambios 

que se producen en la expresión de los receptores dopaminérgicos están mediados 

por muchas variables que pueden explicar estas diferencias de expresión, como la 
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dosis empleada, la vía de administración de la cocaína, el tiempo de exposición a la 

droga, el metabolismo que presenta cada especie, el tiempo transcurrido desde 

que se administró la última dosis y el momento del sacrificio del animal, entre otros 

parámetros. 

Estudios recientes muestran la importancia del receptor D2 como auto 

receptor. El D2 a nivel presináptico ejerce una retroalimentación negativa de la 

dopamina, que reduce la descarga de las neuronas dopaminérgicas, disminución 

de la síntesis y liberación de dopamina y liberación. Ratones knockout de 

autoreceptores D2 mostraron incremento en la síntesis y liberación de dopamina, 

hiperactividad motora e hipersensibilidad a los efectos psicomotores de la cocaína 

(Bello y cols, 2011), mientras que el receptor D2 a nivel postsináptico media las 

acciones de la dopamina tras su activación (Korchounov y cols., 2010). En el pez 

cebra podríamos atribuir que la expresión opuesta de drd2a y drd2b por acción de 

la cocaína podría deberse a su ubicación y actividad pre y postsináptico, que pueda 

ejercer indistintamente. Por otra parte, el receptor dopaminérgico D2 es el más 

implicado en la susceptibilidad a diferentes desórdenes mentales y al abuso de 

sustancias adictivas como la cocaína (Moyer y cols., 2010). Esto sugiere que estos 

cambios que hemos descrito de la expresión de drd2a y drd2b sean debido a que 

estos receptores estén trabajando de manera complementaria. Es decir, mientras 

un receptor disminuye su expresión y por lo tanto su función, el otro tipo de 

receptor trata de compensar su pérdida. Asimismo, el hecho de que el receptor 

drd2b se expresa en mayor número con respecto a drd2a (Fig. 31 B y C y Tabla en 

anexo 2) sugiere que drd2b presente una mayor relevancia en los procesos 

fisiológicos y drd2a complementa la acción de este otro receptor. Este hecho es 

avalado por la observación de una mayor distribución espacial de dr2b a las 24 hpf, 
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expresándose en el cerebro medio y la médula espinal, así como en la notocorda, 

mientras que drd2a se distribuye casi exclusivamente a nivel de la epífisis y a las 

48 hpf drd2b tiene una mayor expresión a nivel del SNC que drd2a (Boehmler y 

cols., 2004). Este hecho puede implicar que el comportamiento disímil drd2a y 

drd2b que observamos tras la exposición de cocaína, puede ser debido a que estos 

receptores estén expresados en diferentes regiones anatómicas del SNC, ubicados 

a distintos niveles en la sinapsis (unos a  nivel pre sináptico, y el otro a nivel post 

sináptico), por lo que la acción de la cocaína produciría acciones diferentes en cada 

tipo de receptor. Estudios futuros, a nivel molecular podrán elucidar este posible 

mecanísmo sináptico.  

Se ha descrito por Silvers y cols. (2006) que la cocaína no afecta la actividad 

del receptor D2 en crías hembras, mientras que si lo hace en machos. En el 

presente trabajo no hemos tomado en cuenta el género, ya que los embriones de 

peces cebra son estudiados durante los estadios embrionarios comprendidos entre 

las 8 y 72 hpf, cuando aún no se han diferenciado sexualmente. La diferenciación 

sexual del pez cebra podría iniciarse aproximadamente a los 25 días post 

fertilización (dpf) e incluso en la edad adulta estos pueden cambiar su género 

(Hofsten y Olsson, 2005). Además, en estudios realizados en peces cebra adultos 

expuestos a cocaína, no se observaron diferencias significativas entre peces 

machos y hembras (López-Patino y cols., 2008). Otras investigaciones sobre el 

receptor dopaminérgico D2, refieren que este receptor se encuentra en estados de 

alta y baja afinidad, por lo que la cocaína no induciría cambios en el número de 

receptores D2 pero si promueve un aumento de la proporción de los receptores D2 

de alta afinidad (Briand y cols., 2008; Franco y cols., 2010). 
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 Los receptores D1 y D2  han sido implicados en las diversas acciones que 

produce la cocaína (Hummel y unterwald, 2002, Kubrusly y Bidhe, 2010), en 

contraste a estos receptores, estudios en mamíferos sugieren que D3 y D4 

presentan menor relevancia en el proceso de la adicción (Caine y cols., 2002) y en 

los efectos comportamentales producidos por otras drogas estimulantes (Boulay y 

cols., 1999, Ralph y cols., 1998, Reavill y cols., 2000). Por el contrario el estudio de 

Martínez y cols. (2009) muestra que la dependencia a la cocaína se asocia con la 

disminución de los receptores D2 y D3 (Martínez y cols., 2009). Además, estudios 

en mamíferos muestran que la exposición crónica prenatal de cocaína  induce un 

aumento de la unión de los agonistas sobre el receptor D3 en el núcleo estriado 

(Silvers y cols., 2006) y el accumbens (Le Foll y cols., 2002; Silvers y cols., 2006), y 

en ratones condicionados a cocaína se incrementaron los niveles de mRNA de D3 

(Le Foll y cols., 2002). Esto le otorga un papel relevante al receptor D3 en el 

proceso de adicción. Nosotros encontramos que la expresión de drd3 a diferencia 

de los otros receptores dopaminérgicos del pez cebra drd1, drd2a y drd2b, no 

muestra cambios en los estadios más tempranos de desarrollo embrionario, pero sí 

a partir de las 48 hpf (Fig. 31 D y Tabla en anexo 2), sugiriendo que este receptor 

tenga mayor relevancia en la adicción en estadios más tardíos de la embriogénesis, 

cuando la mayoría de los órganos ya se han desarrollado y la coordinación motora 

se está afianzando (Kimmel y cols., 1995). Asimismo, la cocaína puede afectar la 

neurogénesis ya que la estimulación del receptor D3 conlleva a la proliferación de 

células progenitoras que promueven la neurogénesis (Kim y cols., 2010). 

Los receptores drd1 y drd2a presentan una alteración diferente de su 

expresión por efectos de la cocaína en el estadio de las 8hpf, pero tienen efectos 

semejantes de su expresión a las 48 y 72 hpf. Los efectos opuestos que produce la 
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cocaína en la expresión del receptor drd1 con respecto a drd2b en el pez cebra 

(Fig. 31 A y C y Tabla en anexo 2), podrían alterar el correcto desarrollo neuronal 

durante el desarrollo embrionario del pez cebra, ya que en estudios tanto in vitro 

como in vivo se ha observado una acción opuesta del receptor D1 y D2 durante el 

desarrollo de la neurogénesis (Ohtani y cols., 2003; Popolo y cols., 2004) y la 

migración neuronal (Crandall y cols., 2007; Kubrusly y Bhide, 2010). Por otro lado 

estudios de cultivos primarios de neuronas corticales embrionarias muestran que 

D1 estimula la supresión del crecimiento de la neurita y el axón, mientras que la 

estimulación del receptor D2 promueve procesos de elongación (Reinoso y cols., 

1996). 

Al realizar la filogenia de los receptores dopaminérgicos de mamíferos y del 

pez cebra observamos que los receptores se alinean en dos ramas, que 

representan las dos familias de receptores D1 y D2, la familia D1 incluye a los 

subtipos D1 y D5, y la familia D2 que incluye a D2, D3 y D4 (Fig. 32 y 33). A 

diferencia de los mamíferos el pez cebra no presenta un ortólogo del receptor 

dopaminérgico D5. Realizamos dos tipos de análisis filogenético para corroborar 

que la alineación de las secuencias aminoacídicas era debida a la secuencia de los 

receptores de la diferentes especies, más que a los algoritmos que emplean los 

métodos de NJ (Fig. 32) y ML (Fig. 33). Las diferencias farmacológicas que 

presentan la familia de los receptores D1 y D2 podrían deberse al desarrollo 

evolutivo de los receptores dopaminérgicos, así el pez cebra al presentar dos 

familias de receptores semejantes a la de los mamíferos, muestra que es un buen 

modelo para el estudio de los receptores dopaminérgicos en procesos fisiológicos y 

fisiopatológicos. La alta homología de los receptores dopaminérgicos (Tabla 2 y 

anexos 12 y 13), el desarrollo filogenético de los receptores dopaminérgicos 
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semejante a los ortólogos de mamíferos (Fig. 32 y Fig. 33), muestra que el pez 

cebra es un modelo animal que puede brindarnos nuevas aproximaciones en el 

estudio de fármacos empleados durante el embarazo y los procesos de la adicción. 

Por todo lo descrito y de acuerdo a nuestros resultados, postulamos que la 

cocaína afecta a los receptores dopaminérgicos drd1, drd2a, drd2b y drd3 de 

diferente manera, de acuerdo al estadio embrionario de desarrollo y que estos 

cambios pueden tener implicaciones en el desarrollo del SNC, la organogénesis 

primaria, y sobre la función y señalización de los receptores dopaminérgicos. 

5.2. Efectos de la cocaína en la expresión de th y dat 

La principal función de la TH es la síntesis de la dopamina, mientras que el 

DAT se encarga de su regulación, mediante la recaptación del NT del espacio 

sináptico (Bhide, 2009). Diversas investigaciones refieren que la acción principal de 

la cocaína es el bloqueo del DAT (Tilley y cols. 2007; Huang y cols., 2009) y que 

este mecanismo tiene un rol importante en las propiedades de recompensa y 

reforzamiento que produce la adicción a la cocaína en humanos (Volkow, 1997). 

Además, la TH y el DAT se consideran marcadores característicos de las neuronas 

dopaminérgicas (Margolis y cols., 2010, Zeng y cols., 2004).  

En el presente trabajo mostramos el efecto de la cocaína en la expresión de 

la th1 (se denomina th por conveniencia) por su mayor implicación durante la 

embriogénesis y del dat. A las 24 hpf encontramos que la cocaína induce un 

aumento del dat y de la th (Fig. 35A, 36A), esto posiblemente ocurra debido a que 

durante la neurogénesis la cocaína potencia la formación de dopamina, ya que este 

NT está involucrado en los procesos de desarrollo temprano del cerebro (Liu y 

Lester, 2011) y para regular el aumento de dopamina se incremente la expresión 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Margolis%20EB%22%5BAuthor%5D


Discusión 

124 
 

del dat. La disminución que encontramos de la th y el dat a las 48h hpf (Fig.35 y 36) 

puede ser debido a que en este estadio el proceso de neurogénesis disminuye 

(Kimmel y cols., 1995). Al igual que en los receptores dopaminérgicos se han 

descrito diversos efectos de la cocaína sobre el DAT y la TH. El  trabajo de Leslie y 

cols. (1994)  muestra que la exposición prenatal de cocaína produce un aumento 

de la densidad del DAT, mientras Salvatore y cols. (2004) describen una 

disminución de la densidad del DAT en el estriado.  Asimismo,  se ha visto que la 

cocaína produce una disminución de la actividad del DAT (Byrnes y cols., 1993; 

Choi y cols., 1998; Kubrusly y Bhide, 2010). En mamíferos adultos la administración 

crónica de cocaína también produce resultados diversos como un incremento de la 

expresión de TH en el estriado (Balda y cols., 2009) y una disminución de su 

inmunoreactividad (Trulson y cols., 1987a; Trulson y cols., 1987b). La exposición 

crónica de cocaína y de morfina incrementan los niveles de TH en el VTA (Berhow 

y cols., 1995) indicando que ambas sustancias puedan tener acciones comunes en 

el proceso de la adicción. Esto implica que la investigación y la mejora en la 

comprensión del mecanismo de acción de  las sustancias que producen adicción 

repercutirán en el mejor conocimiento  de otras drogas o fármacos relacionados 

con la adicción. 

En nuestro trabajo la cocaína afecta la expresión de th y de dat de manera 

similar tanto a las 24 hpf y a las 48 hpf (Fig 35A y 36A). El hecho de que en ambos 

periodos de desarrollo del embrión la cocaína afecte de la misma manera tanto al 

dat como a la th, nos llevó a contemplar la posibilidad de que la cocaína estaría 

afectando factores factores de transcripción para la especificación, diferenciación y 

el desarrollo de las neuronas dopaminérgicas, entre ellos Nurr1, Pixt3, Lmx1b y 

Otp. El incremento de la expresión de th y dat, a las 24hpf, está relacionado con el 
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incremento de nurr1 (Fig. 37 A), pitx3 (Fig. 37 B), lmx1b.1 (Fig. 38 A) y lmx1b.2 

(Fig. 38 B). Esto sugiere que estos factores de trascripción sean los responsables 

del aumento de la expresión de la th y dat por efecto de la cocaína. Contrariamente 

a lo ocurrido a las 24 hpf, la cocaína disminuye la expresión de th y dat a las 48 hpf 

y esto coincide con la disminución de la expresión de nurr1 (Fig. 37 A), pitx3 (Fig. 

37 B) y otpb (Fig. 43 B), sugiriendo que estos factores de transcripción tengan una 

mayor participación en la formación de la th y dat en este estadio. En conjunto, 

estos datos, indican que la acción de la cocaína sobre los factores de transcripción 

relacionados en la formación de las neuronas dopaminérgicas afecta a sus genes 

diana como son la th y el dat. En ambos estadios observamos que tanto nurr1, 

pitx3, th y dat son afectados de la misma manera por la acción de la cocaína, 

indicando que los cambios de expresión de nurr1 y pitx3 parecen ser determinantes 

en la expresión de th y dat. Estas observaciones coinciden con las investigaciones 

que indican que Pitx3 y Nurr1 son necesarios para la formación de TH y DAT 

(Smidt y cols., 2000; Martinat y cols., 2006). Esto muestra la amplia gama de 

acciones de la cocaína, es decir no solo produce el bloqueo del DAT, sino también 

afecta la expresión de diversos factores de transcripción relacionados con la 

formación del sistema dopaminérgico, lo que puede producir alteraciones en la 

expresión de estos genes y alterar el correcto desarrollo del SNC del pez cebra.  

5.3. Estudio de la variación de la TH en embriones expuestos a cocaína 

La TH es una enzima de suma importancia para la síntesis de la dopamina 

(Chen y cols., 2003; Smidt y cols., 2003; Smith y cosl., 2003) y actúa como el 

principal marcador de las neuronas catecolaminérgicas (Korzhevskii y cols., 2005). 

En el pez cebra, las neuronas dopaminérgicas se encuentran en telencéfalo y 

diencéfalo, siendo esta última región donde se localiza el mayor número de 
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neuronas dopaminérgicas (Rink y Wullimans 2001), En el presente estudio, 

nuestros resultados de IHC muestran que la cocaína produce un incremento 

significativo de las neuronas dopaminérgicas a las 24 hpf (Fig. 49 A y B; A.1 y B.1), 

contrariamente a las 48 hpf se observa una disminución marcada de las neuronas 

dopaminérgicas (Fig. 50 C y D; C.1 y D.1). Estos cambios de la TH, concuerdan 

con los cambios de expresión de la th hallados por qPCR, mostrando que la 

cocaína produce una afectación tanto del mRNA como de la enzima TH. 

5.4 Análisis de la expresión de nurr1, pitx3, lmx1b.1, lmx1b.2, otpa, otpb por 

efecto de la cocaína  

Los factores de transcripción Lmx1b, Otp, Pitx3, Nurr1 están mediando el 

desarrollo, diferenciación, función y el mantenimiento de las neuronas mDA  (Smidt 

y cols., 2004; Maxell y cols., 2005; Peng y cols., 2011; Smidt y cols., 2000; Yan y 

cols., 2011; Ryu y cols., 2007). Alteraciones en la expresión de Pitx3 se ha 

asociado a la enfermedad de Parkinson en humanos y puesto que la ausencia de 

Pitx3 en ratones causa una pérdida preferencial de las neuronas dopaminérgicas 

en la SNpc las cuales son las más afectadas en la enfermedad de Parkinson 

(Papanikolaou y cols., 2009; Peng y cols., 2011). La ausencia de Pitx3 en ratones 

con ausencia de cristalino (aphakia mice), muestra que afecta también la expresión 

del DAT y del VMAT2, además estos genes de DAT y VMAT2 son regulados por 

Nurr1, lo que sugiere que estos factores de transcripción en conjunto pueden 

regular la especificación y supervivencia de las neuronas dopaminérgicas del 

mesencéfalo (Hwang y cols., 2009). El análisis de secciones de la sustancia negra 

de pacientes con enfermedad de Parkinson muestra una disminución de la 

expresión de Lmx1b, correlacionándose con la pérdida de las neuronas 

dopaminérgicas en esta área. Esto demuestra que Lmx1b es expresado en 
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desarrollo en neuronas de mesencefálicas y la expresión es mantenida en estas 

neuronas durante toda la vida (Smidt y cols., 2000). Por otro lado, Otp es esencial 

para el desarrollo de subgrupos específicos de neuronas dopaminérgicas en el 

diencéfalo (Ryu y cols., 2007). En el pez cebra se encuentran dos duplicados de la 

proteína Otp: Otpa  y Otpb con un homología con la proteína de ratón de 81% para 

Otpa y de 78% para Otpb (Del Giacco y cols., 2006), ambos son requeridos 

coordinadamente para el desarrollo de la mayor parte de las neuronas 

dopaminérgicas hipotalámicas, así mismo la sobreexpresión de Otp puede inducir 

expresión ectópica de la TH  y del DAT, indicando que Otp puede especificar 

aspectos de la identidad de las neuronas dopaminérgicas (Ryu y cols., 2007). 

En este trabajo, empleando como modelo de estudio los embriones de pez 

cebra, mostramos cómo la cocaína afecta ciertos factores de transcripción y 

asimismo sus genes diana. Nuestros resultados por qPCR muestran que la cocaína 

incrementa los niveles de expresión de nurr1 (Fig. 37 A), pitx3 (Fig. 37 B), lmx1b.1 

(Fig. 38 A) y lmx1b.2 (Fig. 38 B) a las 24 hpf, mientras que en este mismo estadio 

otpa y otpb disminuyen su expresión. Esto muestra que la cocaína en estadios 

tempranos (cuando el SNC se está desarrollado) induce una mayor expresión de 

estos factores de transcripción quizá con el fin de incrementar la producción de 

dopamina y su posterior liberación al espacio sináptico. Puesto que uno de los 

mecanismos que tiene la cocaína es el de incrementar la dopamina en el espacio 

sináptico por bloqueo del DAT (Koob y Nestler, 1997; Jones y cols., 1999; Huang y 

cols., 2009). En el pez cebra, por estudios de ISH, se ha demostrado que la th y el 

dat se expresan desde las 18-20 hpf y es de esperar que la cocaína esté afectando 

la función de este transportador (Holzschuh y cols., 2001).  
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La disminución de los factores de transcripción de otpa y otpb a las 24 hpf 

podría deberse a una respuesta fisiológica con el fin de equilibrar la producción de 

dopamina ante el incremento de th por el aumento en la expresión de nurr1, pitx3, 

lmx1b.1 y lmx1b.2 inducido por acción de la cocaína. En relación a las 48 hpf, 

nurr1, pitx3 y otpb disminuyen su expresión por efecto de la cocaína, mientras que 

otpa y lmx1b.2 incrementan su expresión. La disminución de nurr1 (Fig. 37 A), pitx3 

(Fig. 37 B) por acción de la cocaína son semejantes a los encontrados por Leo y 

cols. (2007) que señalan una disminución del mRNA de pitx3 y nurr1, sin que se 

afecte la expresión de lmx1b. Esta actividad diferencial de la cocaína sobre estos 

factores de transcripción podría ser debido a que mientras la cocaína aumenta la 

expresión génica relacionada con la expresión de la TH (y la posterior síntesis de 

dopamina) en las neuronas dopaminérgicas, por otro lado, el organismo active 

algún o algunos otros mecanismos compensatorios que disminuyen otros factores 

de trascripción implicados en la expresión de TH con el objetivo de equilibrar la 

síntesis de la dopamina.  

Estos factores de transcripción Nurr1, Pitx3 y Lmx1b no sólo revelan su 

importancia durante el desarrollo embrionario (Martinat y cols., 2006), sino 

también en los procesos de supervivencia y mantenimiento de estas neuronas  

dopaminérgicas (Alavian y cols., 2008). En las enfermedades neurodegenerativas 

como el Parkinson se observa una disminución de Pitx3 y una consecuente 

disminución de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra (Hwang y cols., 

2003; Leo y cols., 2009). Nuestras observaciones señalan que la exposición 

crónica a cocaína disminuye la expresión de pitx3, nurr1 y optb en el estadio de las 

48 hpf, sugiriendo que el pez cebra puede ser un buen modelo en el estudio de las 

enfermedades neurodegenerativas. En relación a los factores de transcripción Otpa 
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y Otpb, nuestros resultados por qPCR muestran que otpb presenta una mayor 

expresión en los niveles basales de mRNA a las 24 y 48 hpf con respecto a otpa 

(Fig 43 A y B). A las 24 hpf otpb presenta una expresión basal de casi el doble que 

otpa y a las 48 hpf llega a ser inclusive 3 veces mayor. Tras la exposición de 

cocaína apreciamos que a las 24 hpf la cocaína induce una disminución de ambos 

factores, con respecto al grupo control. Esta alteración de otpa y otpb puede 

contrarrestar en cierta manera la formación de th y de la dopamina por el 

incremento de los factores de transcripción nurr1, pitx3, lmx1b.1 y lmx1b.2. Sin 

embargo, a las 48 hpf la cocaína muestra cambios diferentes. Por una parte 

incrementa la expresión de otpa, y por otro lado disminuye la expresión de otpb 

(Fig. 43), este cambio de expresión diferente entre otpa y otpb podría deberse a 

que estos factores tengan funciones distintas en este estadio a diferencia de las 24 

hpf y por lo tanto tengan distinta vulnerabilidad o sensibilidad a la acción de la 

cocaína. Por otro lado, observamos que otpb al igual que nurr1y pitx3 disminuyen 

su expresión por efecto de la cocaína, mientras que otpa y lmx1b.2 incrementan su 

expresión. 

Smidt y cols. (2000) han encontrado expresión de Lmx1b antes de la 

aparición de las células positivas a Nurr1, TH y Pitx3, por lo que sugieren que 

Lmx1b puede actuar como un activador potencial de estos genes y estar 

relacionado con la aparición del sistema dopaminérgico mesencefálico. Otp y 

Lmx1b se encuentran duplicados en el pez cebra (O´hara y cols., 2005; Blechman y 

cols., 2007) lo que nos puede aportar valiosa información a la hora de evaluar 

agentes que afecten o estén relacionados a la expresión de estos factores de 

transcripción. La sobreexpresión de ambos Otp, en el pez cebra, induce la 

expresión de th y dat en localizaciones ectópicas, indicando que Otp puede 
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especificar aspectos de la identidad de las neuronas dopaminérgicas (Ryu y cols., 

2007). Por otra parte, estudios en cerebros humanos postmortem indican que Nurr1 

y Pitx3 se expresan predominantemente en las neuronas dopaminérgicas maduras 

y que el consumo de cocaína está relacionado con una disminución de estos 

factores conllevando a una pérdida parcial del fenotipo dopaminérgico (Bannon y 

cols., 2002; Bannon y cols., 2004). 

5.5. Efecto de la cocaína en la distribución espacial del factor de transcripción 

lmx1b.1 y lmx1b.2 en embriones de 24 y 48 hpf 

La expresión de Lmx1b es esencial en la aparición del sistema 

dopaminérgico mesencefálico (Smidt y cols; 2000), aunque se las ha implicado 

también en el mantenimiento y la supervivencia celular en la región del istmo 

cerebeloso (O´Hara y cols., 2005; Guo y cols., 2007; Guo y cols., 2008). Nuestras 

observaciones muestran que la expresión de lmx1b.1 y lmx1b.2 se da 

principalmente en el diencéfalo ventral, y en el MHB a las 24 hpf (Fig. 39), y a las 

48 hpf en el diencéfalo, MHB y rombencéfalo (Fig. 40). Los embriones expuestos a 

cocaína muestran un aumento de la intensidad del marcaje de ambos factores de 

trascripción sobre todo a nivel del diencéfalo ventral a las 24hpf (Fig. 39) y un gran 

incremento en la expresión de lmx1b.2 en MHB (Fig. 40). La cocaína muestra 

efectos diferentes a las 48 hpf en la expresión de lmx1b.1 y lmx1b.2, en el caso de 

lmx1b.1, la cocaína induce un aumento de la expresión en el diencéfalo, mientras 

que lmx1b.2 altera su patrón de expresión en diencéfalo, mesencéfalo y 

rombencéfalo. Este aumento de la expresión por ISH de lmx1b.1 y lmx1b.2 a las 24 

y 48 hpf corrobora nuestros resultados mostrados por qPCR (Fig. 38 A y B). Todo 

esto sugiere que la afectación de lmx1b.1 y lmx1b.2 por la cocaína durante el 
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desarrollo embrionario puede tener implicaciones (inmediatas o mediatas) en 

diversos procesos fisiológicos y fisiopatológicos.   

5.6. Silenciamiento (Knockdown) del factor de transcripción Lmx1b y Otp. 

Dada la importancia del factor de transcripción Lmx1b y Otp para la 

diferenciación neuronal dopaminérgica en mamíferos nos propusimos corroborar su 

relevancia en el desarrollo del sistema dopaminérgico del pez cebra, por lo que 

utilizamos el método de silenciamiento por la microinyección de morfolinos. En 

nuestros resultados encontramos que se produce una disminución de la expresión 

de la th al silenciar Lmx1b.1-2(Fig. 51 A y B)  y Otpa-b (Fig. 53 A y B)  tanto a las 

24 como 48 hpf. Estos datos nos indican que Lmx1b.1, Lmx1b.2, Otpa y Otpb son 

importantes en el desarrollo y expresión de la th durante la embriogénesis y por lo 

tanto para la diferenciación de las neuronas dopaminérgicas. También observamos 

la importancia de Lmx1b para la expresión de nurr1, ya que este factor disminuye 

drásticamente por el silenciamiento de Lmx1b.1-2 a las 24 y 48 hpf (Fig. 52 A y B), 

lo que afectaría consiguientemente la expresión de la th y el correcto desarrollo de 

las neuronas dopaminérgicas (Smidt y cols., 2000). Este hecho coincide con el 

trabajo de Filippi y cols. (2007), quienes muestran que la expresión de Nurr1 y 

también de  Pitx3 es regulado por Lmx1b en el pez cebra, mientras que en ratones 

knockout de Lmx1b encontraron una disminución de las neuronas positivas  a TH y 

que no expresaban Pitx3 (Smidt y cols., 2000), por lo que Lmx1b también estaría 

regulando la expresión de Pitx3. Por lo descrito, podemos apreciar que existen 

múltiples factores de transcripción que intervienen en la formación del sistema 

dopaminérgico, lo que explica la gran complejidad en la acción de la cocaína y el 

tratamiento esquivo hasta el momento, ya que la FDA (acrónimo del inglés Food 



Discusión 

132 
 

and Drug Administration) no ha aprobado ningún medicamento para el tratamiento 

de la adicción (Shorter y Kosten, 2011). 

Tras el silenciamiento de Lmx1b1-2 y la posterior exposición de cocaína al 

grupo Lmx1b1-2MO, esta produce un incremento de la th a las 24 hpf (Fig. 51 A), 

pero, hay que destacar que este aumento de la th ejercido por la cocaína recupera 

la expresión de los niveles basales de la th de embriones del grupo a las 24 hpf 

(Fig. 51 A). A las 48 hpf (Fig. 51 B) la microinyección de Lmx1b1-2MO  produce los 

mismos efectos en la expresión de la th que a las 24 hpf, con la diferencia de que la 

disminución es mucho es en mayor grado. La exposición de cocaína en los 

embriones Lmx1b1-2MO produce un incremento de la th, pero este aumento no fue 

suficiente para recobrar la expresión de los niveles basales de th (Fig. 51 B). 

Nuestras observaciones indican que la expresión de la th, en el pez cebra, depende 

del factor de transcripción Lmx1b y la cocaína afecta la expresión de la th por otro 

mecanismo de acción y no por intermedio de Lmx1b, estas observaciones es 

análogo a lo encontrado en un estudio en ratones adultos, donde la administración 

crónica de la cocaína no mostró alteración de la expresión de Lmx1b (Leo y cols., 

2007).  Por otra parte, determinamos que la cocaína requiere de lmx1b para alterar 

la expresión de nurr1 (Fig. 52 A y B).  

Por otro lado, el silenciamiento de los factores de transcripción Otpa y Otpb 

muestra una disminución muy significativa en la expresión de la th a las 24 y las 48 

hpf (Fig. 53 A y B), la exposición de cocaína a los embriones silenciados de Otpa-b 

tanto a las 24 como a las 48hpf (Fig. 53 A y B) no muestra efectos en la expresión 

de la th. Esto indica que la cocaína necesita de la presencia de los factores de 

transcripción Otpa y Otpb para ejercer su efecto sobre la expresión de th. 
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Por lo tanto, sugerimos que los factores de transcripción Lmx1b y Otp  son 

importantes en la expresión de la th, siendo en concreto Otp esencialmente el más 

relacionado para la adecuada expresión de la  th. Además, El efecto que la cocaína  

ejerce sobre la expresión de th estaría mediado por un mecanismo dependiente de 

Otpa y Otpb. 

5.7. Efectos de la cocaína en la expresión de ndr2 

En el desarrollo y diferenciación de las neuronas dopaminérgicas además de 

los factores de transcripción como Lmx1b.1, Lmx1b.2, Otpa, Otpb, Nurr1 y Pitx3 

intervienen otros moduladores, tales como señales extracelulares tipo la proteína 

Nodal. En el pez cebra la proteína Ndr2, es un regulador positivo de la expresión de 

Otpb y de las funciones en la determinación de las neuronas dopaminérgicas en la 

placa basal posterior del hipotálamo (Del Giacco y cols, 2006)  

En el presente trabajo, mostramos una menor expresión basal de ndr2 a las 

48 hpf con respecto a las 24 hpf (Fig. 44), lo que indica que ndr2 tendría una mayor 

acción en los estadios tempranos que tardíos. Los embriones expuestos a cocaína 

muestran una disminución en los niveles de expresión de ndr2 tanto a las 24 como 

a las 48 hpf (Fig. 44), esta disminución de ndr2 tiene concordancia con la 

disminución del factor de transcripción otpb (Fig. 43 B). Sugiriendo que existe 

alguna relación entre ndr2 y el factor de transcripción otpb. Estos cambios descritos 

por nosotros, concuerda con lo señalado por Del Giacco y cols. (2006) al mostrar a 

la señalización nodal como regulador positivo de la expresión de Otpb. Además, se 

ha descrito que la proteína ndr2 regularía las funciones tempranas de Otpb en la 

determinación de las neuronas catecolaminérgicas en el tubérculo posterior. 
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5.8. Efectos de la cocaína en la expresión del miR-133b  

Los microRNAs son considerados reguladores de la expresión de los mRNA, 

en concreto el miR-133b se ha relacionado con la regulación de Pitx3, 

concretamente uniéndose en la región 3´UTR-Pitx3 en mamíferos (Kim y cols., 

2007) y el pez cebra (Sánchez-Simón y cols., 2010). El factor de transcripción Pitx3 

es requerido para el desarrollo y supervivencia de las neuronas dopaminérgicas 

mesencefálicas (Nunes y cols., 2003; Van den Munckhof y cols., 2003). Aunque en 

el pez cebra, no se han encontrado neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo, 

se sugiere que las neuronas dopaminérgicas del diencéfalo sustituyen la función de 

las del mesencéfalo (Rink y Wullimans, 2001). El miR-133b regula la maduración 

y función de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo, dentro de un circuito 

de retroalimentación negativo que incluye a Pitx3. El factor de transcripción Pitx3 

induce la expresión del miR-133b y la actividad de Pitx3 es disminuida por el miR-

133b post transcripcionalmente (Kim y cols., 2007).  

En el presente trabajo de investigación, de acuerdo a nuestros resultados 

por qPCR, los embriones expuestos a clorhidrato de cocaína muestran una 

disminución de la expresión del miR-133b (Fig. 46) durante la formación del SNC. 

Asimismo, encontramos como es de esperar, ante una disminución endógena del 

miR-133b un aumento de la expresión de su gen diana, el factor de transcripción 

Pitx3 (Fig. 37). Estos resultados, encontrados por nosotros, en los embriones de 

pez cebra a las 24 hpf, son similares a los encontrados por Sánchez-Simón y cols. 

(2010) en la cual la disminución de la expresión del miR-133b, por la exposición de 

los embriones de pez cebra a 1 y 10 nM de morfina, produce un aumento de pitx3. 

Esto sugiere que las sustancias adictivas, como la cocaína y morfina (empleado 

crónicamente en el tratamiento del dolor puede producir adicción) presentan 
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mecanismos de acción similares en la expresión del miR-133b y que los cambios 

de expresión de Pitx3 afecta también la expresión del miR-133b y viceversa. Un 

hecho importante que resaltar con respecto al miR-133b, es que observamos un 

alto nivel de expresión  de este miRNA (Fig. 37 y Tabla en anexo 8) con respecto a 

los factores de transcripción (lmx1b.1, lmx1b.2, otpa, otpb, nurr1 y pitx3), dat, th, 

ndr2 y los receptores dopaminérgicos, de entre los cuales su máxima expresión es 

de aproximadamente 15000 copias de cDNA, mientras que el miR-133b se expresa 

en torno a 50000 y 110000 copias de cDNA a las 24 y 48 hpf, respectivamente. 

Esta gran expresión de los niveles basales indica que del miR-133b es esencial en 

el desarrollo embrionario. 

5.9 Efecto de la cocaína en la distribución espacial del miR-133b en 

embriones de 24 y 48 hpf 

El miR-133b, a pesar de su pequeño tamaño puede tener efectos muy 

relevantes, como por ejemplo en la expresión del factor de transcripción Pitx3 que 

es esencial en la formación y mantenimiento de las neuronas dopaminérgicas en el 

mesencéfalo (Kim y cols., 2007). Hasta el momento no se ha descrito la expresión 

espacial del miR-133b, por lo que decidimos realizar la ISH de este miRNA en el 

pez cebra y determinar su distribución espacial que es de suma importancia en el 

estudio del desarrollo embrionario.  

Nuestros estudios por ISH muestran por primera vez la expresión espacial 

del miR-133b en el pez cebra, este miRNA presenta una marcada expresión a nivel 

de los somitos a las 24 hpf (Fig. 47 A, C y E). Además, se observa la distribución 

de este miRNA en el diencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo, aunque de manera 

tenue. A las 48 hpf observamos que la expresión del miR-133b es más intensa a 

nivel de los somitos que a las 24 hpf y se expresa en mayor medida en el SNC en 
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regiones como el diencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo  (Fig. 48 A) y siguiendo 

la ruta del fascículo longitudinal medio del mesencéfalo (Fig. 48 C). Nuestras 

observaciones sugieren que el miR-133b puede tener un rol clave en la formación 

del músculo esquelético y además en la formación de las neuronas dopaminérgicas 

por afectación de Pitx3. Aunque su expresión sea poco notoria en el SNC a las 24 

hpf por ISH (Fig. 47 A, C y E), debemos recordar que esta técnica es más 

cualitativa que cuantitativa y que una expresión poco intensa de un gen no 

necesariamente está relacionada con su función. En el caso de las 48 hpf, el miR-

133b al expresarse en mayor medida que a las 24 hpf en el diencéfalo, 

mesencéfalo y rombencéfalo (Fig. 48 A, C y E) muestra que este miRNA tenga una 

mayor función en estadios tardíos a nivel del SNC. De manera análoga a nuestros 

resultados, Kim y cols. (2007) muestran una mayor cantidad del miR-133b en las 

neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo del cerebro humano. La expresión en 

los somitos indica que este miRNA es vital en el correcto desarrollo del músculo 

esquelético y esto se observa también en trabajos de investigación realizados tanto 

in vitro como in vivo, en el que se relaciona a la familia del miRNA-133 en el 

desarrollo y diferenciación del músculo esquelético (Sweetman y cols., 2008), junto 

con otros miRNAs como el miR-133a (Deng y cols., 2011), miR-1 (Chen y cols., 

2006; Mishima y cols., 2009) y miR-206 (Koutsoulidou y cols., 2011), incluso 

considerándose a estos miRNAs como factores reguladores del músculo. El miR-

133b puede afectar también la expresión de otros genes ya que los miRNAs tienen 

el potencial de unirse por lo menos a 100 tipos diferentes de mRNA, en la región 

5´UTR, 3´UTR y la región codificante de aminoácidos, proveniente de varios genes 

(Brennecke y cols., 2005), y además cada una de estas regiones 5´UTR y 3ÚTR 

presentan sitios de unión potenciales para varios tipos de miRNAs.  
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La exposición de los embriones de pez cebra a clorhidrato de cocaína induce 

una disminución de la expresión del miR-133b en el encéfalo principalmente a las 

48 hpf (Fig. 48 B, D y F). Esta disminución del miR-133b estudiado por qPCR (Fig. 

46) podría deberse a la disminución en el diencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo, 

no obstante en los somitos, al igual que a las 24 hpf, es difícil poder afirmar si la 

cocaína induce algún cambio en la expresión de este miRNA (Fig. 48 B, D y F). La 

alteración en la expresión del miR-133b por acción de la cocaína en los somitos es 

difícil distinguirlo, aunque nuestros resultados por qPCR indican que la cocaína 

disminuye la expresión del miR-133b de manera significativa, y siendo, 

posiblemente, en su mayor parte a nivel de somitos. La expresión del miR-133b en 

los somitos que originarán el músculo esquelético, indica que este miRNA tiene un 

rol clave en el desarrollo y función de los músculos y que la cocaína podría interferir 

con estos procesos durante el desarrollo o incluso alterar estos procesos 

irreversiblemente de por vida. Debemos enfatizar que el miR-133b al expresarse en 

el músculo esquelético de las aletas laterales del embrión de pez cebra a las 48 hpf 

(Fig. 48 E) presente una gran relevancia en la flotación y natación del pez cebra y 

sorprende cómo moléculas muy pequeñas puedan tener una acción muy 

importante en la supervivencia de los embriones. Un desarrollo normal de las aletas 

garantiza que el embrión y su posterior fase larvaria del pez cebra puedan 

desplazarse libremente en busca de alimentos y evitar los estímulos nocivos que 

pongan en riesgo su vida, pero si los músculos de la aleta están alterados por 

alguna afectación que sufra el miR-133b, es de suponer que el embrión perecerá 

antes de llegar a su vida adulta, o incluso en peces adultos puede comprometer su 

supervivencia.  
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Es muy interesante como estas moléculas muy pequeñas tengan un rol 

importante en los procesos de desarrollo y función de muchos procesos biológicos. 

Los datos analizados en conjunto por ISH y la técnica de la qPCR indican que la 

cocaína produce cambios en la expresión del miR-133b, lo que sugiere que la 

cocaína puede modular los efectos que presente el miR-133b y además 

indirectamente afectar a los dianas de este miRNA. Asimismo, la cocaína puede 

inducir alteraciones en la expresión del desarrollo del músculo esquelético. 

5.10. Silenciamiento del miRNA 133b 

Cuando microinyectamos la secuencia 3´UTR-Pitx3, diana del miR-133b, se 

incrementó la expresión de pitx3 y drd2a (Fig. 45 B y C). Este incremento se debe a 

que la administración exógena de 3´UTR-Pitx3 interactúa con el miR-133b 

(Sánchez-Simón y cols., 2010) y al haber más pitx3 endógeno libre, éste influye en 

la mayor expresión del receptor drd2a, mientras que el drd2b muestra una 

disminución de su expresión a las 24 hpf. El aumento drd2a y la disminución de 

drd2b inducidos por el silenciamiento del miR-133b a las 24 hpf (Fig. 45 C y D) es 

semejante al  aumento de drd2a y la disminución de drd2b producido por la cocaína 

a las 24 hpf (Fig. 31 B y C), lo cual puede ser debido a la disminución de la 

expresión del miR-133b producido por la acción de la cocaína (Fig. 46). 

Nuestros resultados sugieren además, que la disminución del mir133b por 

acción de la cocaína a las 24 hpf, se corresponde con un incremento de la 

expresión de pitx3 (Fig. 37B), y de los genes afectados por este factor de 

transcripción como son th y dat (Fig. 35 y 36). Esto indica que el miR-133b también 

es un diana de la cocaína, y la afectación del miR-133b puede modular sus genes 

diana tales como el Pitx3 y a los genes relacionados a este factor de transcripción. 

Nuestras observaciones de la expresión del miR-133b por la microinyección de la 
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secuencia de DNA de 3´UTR-Pitx3, son semejantes a los encontrados por 

Sánchez-Simón y cols. (2010), quienes al silenciar al miR-133b  muestran una 

disminución del miR-133b y aumento de Pitx3 y de sus genes diana TH y DAT. 

 Tomando en cuenta de forma global nuestras observaciones, podemos decir 

que la cocaína afecta el desarrollo de las neuronas dopaminérgicas a través de tres 

posibles mecanismos de regulación del sistema dopaminérgico (Fig. 54 y 55), por 

un lado la cocaína afecta al factor de transcripción Lmx1b el cual  es indispensable 

para la formación de  otros factores de transcripción como son Nurr1 y Pitx3 (estos 

dos se complementan en su acción) los cuales son imprescindibles para la 

expresión de la TH, el DAT y los receptores dopaminérgicos y el VMT2. Por otro 

lado, tendríamos un segundo mecanismo dado por la regulación del miR-133b 

sobre el pitx3 (sobre todo en estadios tempranos del desarrollo embrionario). Un 

tercer mecanismo, estaría dado por la proteína Nodal (ndr2), la cual es un 

importante regulador de Otp y este factor de transcripción  regula  a su vez la 

expresión de th. Por lo tanto, estos mecanismos descritos en conjunto intervienen 

en la formación de las neuronas dopaminérgicas durante la embriogénesis y son 

afectados por la cocaína de manera diferencial de acuerdo al estadio embrionario. 

Durante el estadio de las 24 hpf, cuando el sistema nervioso se ha formado, 

proponemos que la cocaína afecta la ruta de dos mecanismos principalmente (Fig. 

54). En el primer mecanismo lmx1b, regula a nurr1 y th, y la cocaína al producir un 

aumento de la expresión de lmx1b, genera un aumento del factor de transcripción 

nurr1 y de sus genes diana th, dat y drd2a (flechas rojas). El segundo mecanismo 

está mediado por el mir-133b (flecha azul), en la cual la cocaína al producir una 

disminución del miR-133b induce un aumento de pitx3 y como consecuencia un 

incremento en los niveles de expresión de th, dat y drd2a. El tercer mecanismo esta 



Discusión 

140 
 

mediado por ndr2 y otp, en la cual la cocaína al producir una disminución de ndr2 y 

de otp (específicamente el otpa) debería disminuir la expresión de th y dat, sin 

embargo produce todo lo contrario, esto se puede atribuir a que la th al estar 

regulada por otros factores de transcripción tiene una menor dependencia por ndr2 

a las 24 hpf (Fig. 54).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuando la organogénesis ha concluido en el pez cebra, de los tres 

mecanismos que planteamos en párrafos anteriores, la cocaína sólo afecta a uno 

de estos. El mecanismo de la señalización nodal es que se afecta en su expresión 

por acción de la cocaína, la expresión de ndr2 se muestra disminuida y de igual 

manera el factor de transcripción otpb (flechas verdes), asimismo el gen diana de 

Fig. 54 Esquema que describe el mecanismo por el cual la cocaína afecta la expresión de los factores 

de transcripción que intervienen en el desarrollo del sistema dopaminérgico durante las 24 hpf. La 

cocaína afecta principalmente los factores de transcripción lmx1b.1, lmx1b.2, nur1 y pitx 3 (flechas 

rojas), asimismo, estos producen un aumento de sus dianas th1, drd2a (flechas rojas). Por otro lado, la 

cocaína afectando la expresión del miR-133b (flecha azul) incrementa la expresión de pitx3. El ndr2 y el 

factor de transcripción Otp (otpa y otpb) no tendrían una acción relevante en el desarrollo del sistema 

dopaminérgico. Las flecha rojas y azules indican el aumento de expresión, mientras que todos los trazos 

discontinuos muestran el mecanismo de acción de los factores de transcripción y del miR-133b sobre 

sus genes diana. Las flechas negras muestran la expresión de ndr2, otp y drd2b. 
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otpb, la  th se encuentra disminuido (flecha verde).  El mecanismo de la ruta de 

Lmx1b no se cumple ya que la cocaína produce un aumento de este factor de 

transcripción, pero  contrariamente nurr1, pitx3, th, dat y drd2a disminuyen su 

expresión, el mecanismo del miR-133b y pixt3 tampoco tienen concordancia ya que 

la cocaína reduce la expresión del miR-133b y esto debería producir un aumento 

de pitx3, sin embargo ocurre todo lo contrario. Esto podría indicar que en los 

estadios más desarrollados del embrión la cocaína afecta en mayor grado a la 

señalización nodal y esta regule la expresión de otpb y este último modula la 

expresión de th, drd2a y drd3 (Fig. 55) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 55 Esquema que explica el mecanismo de la cocaína a las 48 hpf. La cocaína induce una 

disminución de la expresión de la señalización nodal (ndr2)  y del factor de transcripción otpb (flechas 

verdes) (además de nurr1 y pitx3). Esta disminución es relevante para la disminución de la expresión 

de sus genes diana tales como  th, dat y drd2a. lmx1b.1 y lmx1b.2 y el miR-133b no participarían de 

manera activa durante el estadio de las 48 hpf. Las flechas verdes indican la disminución de la 

expresión, mientras que todos los trazos discontinuos muestran el mecanismo de acción de los 

factores de transcripción y del miR-133b y sus genes diana. Las flechas negras muestran la expresión 

de lmx1b, nurr1, drd3 
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Estos esquemas, que representan posibles mecanismos de acción de la 

cocaína sobre el sistema dopaminérgico parten de la base de que hay 

diferenciación en la acción de los factores de transcripción a las 24 y 48 hpf en la 

formación del sistema dopaminérgico, y que los requerimientos moleculares en 

estos estadios son distintos según avanza el desarrollo embrionario. A las 24 hpf 

presentan una mayor relevancia los factores de transcripción lmx1b.1, lmx1b.2, 

nurr1, pitx3 y el miR-133b y son los más afectados por acción de la cocaína, 

mientras que las 48 hpf los que tienen la mayor implicación en la formación del 

sistema dopaminérgico son la señalización Nodal (ndr2) y el factor de transcripción 

otp que además tienen una mayor vulnerabilidad a los efectos de la cocaína. 

Estudios futuros sobre la regulación de los factores de transcripción, el miR-133b y 

la señalización Nodal, podrían ampliar o avalar los mecanismos que proponemos, 

lo cual puede ser de gran utilidad en el campo de la búsqueda de fármacos que 

puedan controlar el sistema  dopaminérgico y como consecuencia los mecanismos 

endógenos que describen el fenómeno de la adicción. 



CONCLUSIONES 
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permiten llegar a los 

siguientes conclusiones: 

1. En relación con la expresión de los receptores dopaminérgicos durante el 

desarrollo embrionario del pez cebra y la influencia de la cocaína 

 Es la primera vez que se relaciona la acción de la cocaína en la 

formación del sistema dopaminérgico en embriones del pez cebra. En 

este modelo, la cocaína altera la expresión de genes necesarios para el 

correcto desarrollo y regulación del sistema dopaminérgico.  

 El tiempo de exposición a la cocaína constituye un factor relevante para 

la acción de la cocaína sobre los receptores dopaminérgicos drd1, 

drd2a, drd2b y drd3 durante el desarrollo embrionario del pez cebra,  

2. Efecto de la cocaína en la expresión de la th y el dat  

 Los cambios producidos por la cocaína en la expresión de la th y dat en 

el desarrollo embrionario afectan el correcto desarrollo de las neuronas 

dopaminérgicas. 

 La exposición a cocaína, durante la embriogénesis del pez cebra, altera 

la expresión tanto temporal como espacial de la tirosina hidroxilasa en 

dos estadios críticos del desarrollo  

3. Al haber analizado 6 factores de transcripción, lmx1b.1, lmx1b.2, otpa, otpb, 

nurr1, pitx3 y un gen relacionado a la proteína Nodal (ndr2), podemos concluir 

que la cocaína altera la expresión de estos factores en los estadios 

embrionarios del pez cebra estudiados.   
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 Los factores de transcripción Lmx1b.1 y Llmx1b.2 son necesarios para 

la expresión de nurr1 y th en estadios embrionarios de pez cebra y por 

consiguiente la cocaína puede afectar la expresión de estos genes a 

través de sus moduladores, permitiéndonos aportar un posible 

mecanismo de acción de la cocaína. 

 Los cambios en la expresión espacial y temporal de lmx1b.1, lmx1b.2, 

provocados por la acción de la cocaína pueden conllevar a secuelas en 

el curso natural del desarrollo del sistema dopaminérgico en embriones 

de pez cebra.  

 La cocaína afecta la expresión del gen de la proteína Nodal, ndr2, y del 

factor de transcripción otp al verse ambos implicados en un tipo de 

regulación positiva en el pez cebra y al ser  este factor de transcripción 

Otpa y Otpb importantes para la expresión de la th, nos indica otro 

posible mecanismo de acción de la cocaína.  

4. Expresión temporal y espacial del miR-133b y el efecto de la cocaína   

 La distribución espacial del miR-133b en el diencéfalo y otras áreas del 

SNC nos dan a entender la importancia de este miRNA en el desarrollo 

neurológico durante el desarrollo embrionario del pez cebra. 

 La expresión del miR-133b en somitos, muestra que este miRNA tiene 

un rol clave en el desarrollo y función del músculo esquelético y la 

cocaína puede afectar este correcto desarrollo 

 La cocaína inhibiendo la expresión del miR-133b produce cambios en 

la expresión del factor de transcripción pitx3 y de los receptores 

dopaminérgicos drd2a y drd2b. 
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Resumiendo de manera  global, el presente trabajo aporta información sobre 

la importancia de los diferentes factores de transcripción Lmx1b, Otp, Nurr1, Pitx3 y 

el miR-133b en el desarrollo y mantenimiento del sistema dopaminérgico  en el pez 

cebra y cómo la cocaína puede afectar el desarrollo de éste sistema y sus 

componentes  a través de tres posibles mecanismos. Estos hallazgos serían más 

críticos en los embriones de gestantes que consumen cocaína y otras sustancias 

adictivas durante el embarazo.  Por lo descrito, la existencia de múltiples factores 

de transcripción que intervienen en la formación del sistema dopaminérgico explica 

la gran complejidad en la acción que presenta la cocaína (además del bloqueo del 

transportador del DAT), esto hace comprensible el por qué no se ha logrado 

desarrollar hasta el momento un medicamento eficaz para el tratamiento de la 

adicción que la cocaína produce. Si se pretende elaborar un antídoto, este debería 

tener múltiples acciones y a diferentes niveles, es decir desarrollar diferentes 

fármacos con mecanismos de acción diferentes con un objetivo común y no un 

único fármaco. 



ANEXOS 



Anexos 

148 
 

Anexo 3. Cuantificación absoluta del número de transcritos de ef1α  

 

 

Se observa que la expresión de los receptores dopaminérgicos en los embriones del grupo control y expuestos 

a cocaína es variable de acuerdo al estadio de desarrollo. Doscientos cincuenta embriones han sido empleados 

para la extracción de RNA y la síntesis de cDNA. Los números mostrados son el promedio del número de copias 

de cDNA ± EEM. 

control cocaína control cocaína

ef1a 5710000 ± 509200 5656000 ± 815900 6993000 ± 21 68000 6522000 ± 2208000

Nº de copias de cDNA de ef1a en los estadios de las 24 y 48 hpf del pez cebra

24 hpf 48 hpf

8hpf 16hpf 24hpf 48hpf 72hpf

Control 1737000 ± 195800 1576000 ± 435300 1451000 ± 317300 1464000 ± 163300 1719000 ± 338600 

Cocaína 1901000 ± 274500 1464000 ± 163300 1719000 ± 338600 1451000 ± 317300 1756000 ± 450200 

Número de copias de cDNA de ef1α  en embriones de pez cebra control y expuestos a cocaína

Anexo 1. Cuantificación absoluta del número de transcritos de ef1α en embrines control y expuestos a 

cocaína 

 

 

Anexo 2. Comparación de la cuantificación absoluta del número de  transcritos de los receptores 

dopaminérgicos drd1, drd2a, drd2b y drd3  en el grupo control y grupo expuestos a cocaína.  

Expresión de ef1α en los embriones del grupo control. Doscientos cincuenta embriones han sido empleados 

para la extracción de RNA y la síntesis de cDNA. Los números mostrados son el promedio del número de copias 

de cDNA ± EEM. 

Cuantificación absoluta del número de transcritos de ef1α amplificados en 5ng de cDNA de cada estadio 

embrionario (embriones expuestos y no expuestos a 1,5 µM de clorhidrato de cocaína). Doscientos cincuenta 

embriones han sido empleados para la extracción de RNA y la síntesis de cDNA. Los números mostrados 

son el promedio del número de copias de cDNA ± EEM. 

 

 

 

control cocaína control cocaína control cocaína control cocaína

8 hpf 154,1 ± 10,15 254,5 ± 10,82 51,85 ± 5,117 25,25 ± 2,128 113,8 ± 19,73 157,5 ± 23,59 321.6 ± 8.265 426.2 ± 49.69 

16 hpf 247,7 ± 82,50 474,4 ± 38,03 131,9 ± 28,32 133,4 ± 26,55 531,1 ± 38,29 621,5 ± 38,27 405.9 ± 14.49 402.5 ± 41.99 

24 hpf 446,6 ± 76,52 334,2 ± 40,44 141.2 ± 5.614 215,3 ± 22,48 9652 ± 585.5 4876 ± 818.9 380.4 ± 17.84 323.1 ± 25.90 

48 hpf 342,0 ± 20,29 424,8 ± 33,57 298.0 ± 28.24 493.6 ± 61.52 11570 ± 748.1 6621 ± 379.9 416.3 ± 37.71 684.4 ± 31.86 

72 hpf 888,3 ± 23,61 713,3 ± 61,55 1019 ± 124.5 552.2 ± 112.4 13100 ± 857.9 16700 ± 1907 1515 ± 37.29 806.6 ± 112.1 
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Nº de copias de cDNA de los receptores dopaminérgicos en los diferentes estadíos embrionarios del pez cebra
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Comparación de la cuantificación absoluta del número de  transcritos de los factores de transcripción nurr1 

y pitx3, amplificados de 5ng de cDNA por qPCR. Se observa que la expresión de los factores de 

transcripción tras la exposición de 1,5 µM de clorhidrato de cocaína sufre variaciones tanto en el grupo 

control y el grupo expuesto a cocaína en los estadios de las 24 y 48 hpf. Doscientos cincuenta embriones 

han sido empleados para la extracción de RNA y la síntesis de cDNA. Los números mostrados son el 

promedio del número de copias de cDNA ± EEM. 

 

control cocaína control cocaína

nurr1 686,9 ± 79,61 973,6 ± 106,8 3587 ± 28,11 1982 ± 50,34

pitx3 1763 ± 33,91 2022 ± 68,88 6418 ± 313,1 3360 ± 377,1

Nº de copias de cDNA de nurr1 y pitx3

24 hpf 48 hpf

Anexo 6. Comparación de la cuantificación absoluta del número de  transcritos de los factores de 

transcripción nurr1 y pitx3 

 

24hpf 42hpf 44hpf 46hpf 48hpf

control 348.1 ± 12.94 827.1 ± 42.11 930.6 ± 56.60 604.2 ± 97.17 755.7 ± 15.23 

cocaína 650.2 ± 13.33 661.0 ± 76.87 538.8 ± 137.5 316.2 ± 48.66 237.2 ± 9.794 

Nº de copias de cDNA  de th en los diferentes estadios embrionarios del pez cebra

24hpf 42hpf 44hpf 46hpf 48hpf

control 1932 ± 58.98 2192 ± 48.12 1752 ± 48.37 2054 ± 109.3 2224 ± 36.26 

cocaína 2214 ± 63.00 1896 ± 22.19 1836 ± 59.87 1742 ± 60.46 1889 ± 78.56 

Nº de copias de cDNA  de dat  en los diferentes estadios embrionarios del pez cebra

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 4. Cuantificación absoluta de th en los estadios de 24, 42, 44, 48 hpf 

 

Cuantificación absoluta de th en los estadios de 24, 42, 44, 48 hpf para el grupo control y el expuesto a 

cocaína. Doscientos cincuenta embriones han sido empleados para la extracción de RNA y la síntesis de 

cDNA. Los números mostrados son el promedio del número de copias de cDNA ± EEM. 

 

 

Anexo 5. Cuantificación absoluta del dat en los estadios de 24, 42, 44, 48 hpf  

Cuantificación absoluta de dat en los estadios de 24, 42, 44, 48 hpf para el grupo control y el expuesto 

a cocaína. Doscientos cincuenta embriones han sido empleados para la extracción de RNA y la síntesis 

de cDNA. Los números mostrados son el promedio del número de copias de cDNA ± EEM. 
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Comparación de la cuantificación absoluta del número de  transcritos de los factores de transcripción 

otpa y otpb, amplificados de 5ng de cDNA por qPCR.  Se observa que la expresión de los factores de 

transcripción tras la exposición de 1,5 µM de clorhidrato de cocaína sufre variaciones tanto en el grupo 

control y el grupo expuesto a cocaína en los estadios de las 24 y 48 hpf. Doscientos cincuenta embriones 

han sido empleados para la extracción de RNA y la síntesis de cDNA. Los números mostrados son el 

promedio del número de copias de cDNA ± EEM. 

 

Anexo 8. Comparación de la cuantificación absoluta del número de  transcritos de los factores de 

transcripción otpa y otpb 

 

Anexo 7. Comparación de la cuantificación absoluta del número de  transcritos de los factores de 

transcripción lmx1b.1 y lmx1b.2  

control cocaína control cocaína

lmx1b.1 2290 ± 6520 3052 ± 249,2 3178 ± 241,9 1982 ± 50,34

lmx1b.2 1343 ± 83,98 1835 ± 132,1 1760  ± 51,93 2483 ± 206,1

Nº de copias de cDNA de lmx1b.1 y lmx1b.2

24 hpf 48 hpf

Comparación de la cuantificación absoluta del número de  transcritos de los factores de transcripción 

lmx1b.1 y lmx1b.2 amplificados de 5ng de cDNA por qPCR.  Se observa que la expresión de los factores 

de transcripción tras la exposición de 1,5 µM de clorhidrato de cocaína sufre variaciones tanto en l grupo 

control y los de cocaína en los estadios de las 24 y 48 hpf. Doscientos cincuenta embriones han sido 

empleados para la extracción de RNA y la síntesis de cDNA. Los números mostrados son el promedio 

del número de copias de cDNA ± EEM. 

 

control cocaína control cocaína

ndr2 397,8 ± 27,12 244,2 ± 21,31 328,9 ± 12.67 258,3 ± 19,50 

Nº de copias de cDNA del ndr2

24 hpf 48 hpf

control cocaína control cocaína

otpa 1565 ± 132,4 770,9 ± 117,0 3183 ± 248,5 5623 ± 429,9

otpb 4451 ± 186,7 1630 ± 68,19 12250 ± 603,9 6262 ± 412,1

Nº de copias de cDNA de otpa y otpb

24 hpf 48 hpf

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuantificación absoluta del ndr2 a las 24 y 48 hpf tanto para el grupo control y el grupo expuesto a 

cocaína. Doscientos cincuenta embriones han sido empleados para la extracción de RNA y la síntesis de 

cDNA. Los números mostrados son el promedio del número de copias de cDNA ± EEM. 

 

Anexo 9. Cuantificación absoluta del ndr2 a las 24 y 48 hpf  
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control cocaína control cocaína

mir-133b 51780 ± 13240 18070 ± 5099 115900 ± 32940 1387 ± 243,7 

Nº de copias de cDNA del mir-133b

24 hpf 48 hpf

microinyección   Pitx3-3UTR

Ef1a

pitx3

drd2a

drd2b 12010 ± 1283 7252 ± 1649

215.7 ± 21.20  

Nº de copias de cDNA a las 24 hpf en el pez cebra 

577300 ± 86880 

Control 

1698 ± 187.9 3610 ± 253.9 

146.4 ± 16.54 

603400 ± 137300 

Anexo 10. Cuantificación absoluta del número de  transcritos de ef1α, pitx, drd2a y drd2b tras la 

microinyección de pitx3-3UTR.  

Cuantificación absoluta del número de  transcritos de ef1α, pitx, drd2a y drd2b tras la microinyección de pitx3-

3UTR. Doscientos cincuenta embriones han sido empleados para la extracción de RNA y la síntesis de 

cDNA. Los números mostrados son el promedio del número de copias de cDNA ± EEM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuantificación absoluta del miR-133b a las 24 y 48 hpf tanto para el grupo control y el grupo expuesto a 

cocaína. Doscientos cincuenta embriones han sido empleados para la extracción de RNA y la síntesis de 

cDNA. Los números mostrados son el promedio del número de copias de cDNA ± EEM. 

 

 

. 

Anexo 11. Cuantificación absoluta del miR-133b a las 24 y 48 hpf  

 

. 
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VI.  

Humano          MRTLNTSAMDGTG-LVVERDFSVRILTACFLSLLILSTLLGNTLVCAAVIRFRHLRSKVT 59 

Rata            -MAPNTSTMDEAG-LPAERDFSFRILTACFLSLLILSTLLGNTLVCAAVIRFRHLRSKVT 58 

Ratón           -MAPNTSTMDETG-LPVERDFSFRILTACFLSLLILSTLLGNTLVCAAVIRFRHLRSKVT 58 

Fugu            -MAQNFSTVGDGKQMLLERDSSKRVLTGCFLSLLIFTTLLGNTLVCVAVTKFRHLRSKVT 59 

drd1            -MDVNYSTVLDSS--VSQRDSSKRVLTGCFLSLLILTTLLGNTLVCAAVTKFRHLRSKVT 57 

                    * *::        :** * *:**.*******::*********.** :********* 

 

 

Humano          NFFVISLAVSDLLVAVLVMPWKAVAEIAGFWPFGSFCNIWVAFDIMCSTASILNLCVISV 119 

Rata            NFFVISLAVSDLLVAVLVMPWKAVAEIAGFWPFGSFCNIWVAFDIMCSTASILNLCVISV 118 

Ratón           NFFVISLAVSDLLVAVLVMPWKAVAEIAGFWPFGSFCNIWVAFDIMCSTASILNLCVISV 118 

Fugu            NFFVISLAISDLLVAILVMPWKAATEIMGFWPFGEFCNIWVAFDIMCSTASILNLCVISV 119 

drd1            NFFVISLAISDLLVAILVMPWKAATEIVGFWPFGAFCDVWVAFDIMCSTASILNLCVISV 117 

                ********:******:*******.:** ****** **::********************* 

 

 

Humano          DRYWAISSPFRYERKMTPKAAFILISVAWTLSVLISFIPVQLSWHKAKPTSPSDGNATSL 179 

Rata            DRYWAISSPFQYERKMTPKAAFILISVAWTLSVLISFIPVQLSWHKAKPTWPLDGNFTSL 178 

Ratón           DRYWAISSPFQYERKMTPKAAFILISVAWTLSVLISFIPVQLSWHKAKPTWPLDGNFTSL 178 

Fugu            DRYWAISSPFRYERKMTPKVACLMISVAWTLSVLISFIPVQLNWHKAQTASYVELNGTYA 179 

drd1            DRYWAISSPFRYERKMTPKVAFIMISVAWTLSILISFIPVQLNWHKAQTTSYTELNGTYG 177 

                **********:********.* ::********:*********.****:.:   : * *   

 

 

Humano          AETID-NCDSSLSRTYAISSSVISFYIPVAIMIVTYTRIYRIAQKQIRRIAALERAAVHA 238 

Rata            EDTEDDNCDTRLSRTYAISSSLISFYIPVAIMIVTYTSIYRIAQKQIRRISALERAAVHA 238 

Ratón           EDAEDDNCDTRLSRTYAISSSLISFYIPVAIMIVTYTSIYRIAQKQIRRISALERAAVHA 238 

Fugu            GDLPPDNCDSSLNRTYAISSSLISFYIPVAIMIVTYTRIYRIAQKQIRRISALERAAESA 239 

drd1            -ELPPDNCDSSLNRTYAISSSLISFYIPVAIMLVTYTRIYRIAQKQIRRISALERAAESA 236 

                 :    ***: *.********:**********:**** ************:******  * 

 

 

Humano          KNCQTTTGNGKPVECSQPESSFKMSFKRETKVLKTLSVIMGVFVCCWLPFFILNCILPFC 298 

Rata            KNCQTTAGNGNPVECAQSESSFKMSFKRETKVLKTLSVIMGVFVCCWLPFFISNCMVPFC 298 

Ratón           KNCQTTTGNGNPVECSQSESSFKMSFKRETKVLKTLSVIMGVFVCCWLPFFISNCMVPFC 298 

Fugu            KNRHSSMGNSLSMES---ECSFKMSFKRETKVLKTLSVIMGVFVCCWLPFFILNCMVPFC 296 

drd1            KNRHSSMGNNASMES---ESSFKMSFKRETKVLKTLSVIMGVFVCCWLPFFVLNCMVPFC 293 

                ** ::: **. .:*.   *.*******************************: **::*** 

 

 

Humano          GSGETQPF-CIDSNTFDVFVWFGWANSSLNPIIYAFNADFRKAFSTLLGCYRLCPATNNA 357 

Rata            GSEETQPF-CIDSITFDVFVWFGWANSSLNPIIYAFNADFQKAFSTLLGCYRLCPTTNNA 357 

Ratón           GSEETQPF-CIDSITFDVFVWFGWANSSLNPIIYAFNADFQKAFSTLLGCYRLCPTTNNA 357 

Fugu            EADDTTDFPCISSTTFDVFVWFGWANSSLNPIIYAFNADFRKAFSILLGCHRLCPGNS-A 355 

drd1            NPNESTDFLCISSTTFDVFVWFGWANSSLNPIIYAFNADFRKAFSILLGCHRLCPGSS-A 352 

                 . ::  * **.* **************************:**** ****:**** .. * 

 

 

Humano          IETVSINNNGAAMF--SSHHEPRGSISKECN--LVYLIPHAVGSSED--LKK-----EEA 406 

Rata            IETVSINNNGAVVF--SSHHEPRGSISKDCN--LVYLIPHAVGSSED--LKK-----EEA 406 

Ratón           IETVSINNNGAVMF--SSHHEPRGSISKDCN--LVYLIPHAVGSSED--LKR-----EEA 406 

Fugu            IEIVSINNTGAPLSNPSCQYQPKSHIPKEGNHSSSYVIPHSILCQEEELQKKDGFGGEME 415 

drd1            IEIVSINNNCGPPS--TSQYQPKGHIPKEGNNSN-YEIPHSIICQEEENQKK-----EDD 404 

                ** *****. .     :.:::*:. *.*: *    * ***:: ..*:   *:     *   

 

 

Humano          AGIARP-LEKLSPALSVILDYDTDVSLEKIQPITQNGQHPT--- 446 

Rata            GGIAKP-LEKLSPALSVILDYDTDVSLEKIQPVTHSGQHST--- 446 

Ratón           GGIPKP-LEKLSPALSVILDYDTDVSLEKIQPVTHSGQHST--- 446 

Fugu            VGLVNNAMEKVSPAISGNFDSDAAVTLETINPITQNGQHKSMSC 459 

drd1            SGIKT--FDKLSPSMSGTLDSDADVSLEKINPITQNGQHKSIPC 446 

                 *:    ::*:**::*  :* *: *:**.*:*:*:.*** :   

TM 1 

TM 2 TM 3 

TM 4 

TM 5 

TM 7 

TM 6 

Anexo 12. Comparación de receptores D1 de dopamina de humano, rata, ratón pez cebra y fugu. Las 

secuencias fueron alineadas con CLUSTALW. Los asteriscos, dos puntos y puntos denotan 

aminoácidos idénticos, sustitución conservada y sustitución semiconservada, respectivamente. Las 

líneas sólidas indican los dominios transmembrana. Los lugares de glicosilación, fosforilación por PKA 

(Proteína Kinasa A) PKC (Proteína Kinasa C) están indicados por triángulos, diamantes cerrados y 

diamantes abiertos, respectivamente. 
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Humano          ------MDPLNLSWYDDDLERQNWSRPFNGSDGKADRPHYNYYATLLTLLIAVIVFGNVL 54 

Rata            ------MDPLNLSWYDDDLERQNWSRPFNGSEGKADRPHYNYYAMLLTLLIFIIVFGNVL 54 

drd2a           ----MAMFSSGEWLWNDSEHSFTPGGNYSPASGVEEAKR-NYYAMLYSLLILAIVFGNVL 55 

drd2b           ------MDFLTEYPYNDTY-YDNGTGALN-CTGCEAKHQYNYYAMLLTLLIFVIVFGNVL 52 

drd2l           MPVLNVTEELTITASPSSAVFLSLHQSNCSVSPSPSSPPYNFYAVLLVLLIFCVVFGNVL 60 

                                .     .                 *:** *  ***  :****** 

 

 

Humano          VCMAVSREKALQTTTNYLIVSLAVADLLVATLVMPWVVYLEVVG-EWKFSRIHCDIFVTL 113 

Rata            VCMAVSREKALQTTTNYLIVSLAVADLLVATLVMPWVVYLEVVG-EWKFSRIHCDIFVTL 113 

drd2a           VCIAVLRERALQTTTNYLVVSLAVADLLVASLVMPWAVYLEVVGGAWLFSRLYCNVFVTL 115 

drd2b           VCMAVSREKALQTTTNYLIVSLAVADLLVATLVMPWVVYLEVVG-EWRFSKIHCDIFVTL 111 

drd2l           VCVAVSREKALQTTTNYLIVSLAVSDLLLATLVMPWGVYLEVVG-EWRFSRIHCDVLLTL 119 

                **:** **:*********:*****:***:*:***** *******  * **:::*::::** 

 

 

Humano          DVMMCTASILNLCAISIDRYTAVAMPMLYNTRYSSKRRVTVMISIVWVLSFTISCPLLFG 173 

Rata            DVMMCTASILNLCAISIDRYTAVAMPMLYNTRYSSKRRVTVMIAIVWVLSFTISCPLLFG 173 

drd2a           DVMMCTASILNLCAISIDRYTAVVMPVLYNTTHSSRKRVSVMIATVWVLAFAVSCPLLFG 175 

drd2b           DVMMCTASILNLCAISIDRYTAVAMPMLYNTRYSSKRRVTVMISVVWVLSFAISCPLLFG 171 

drd2l           DVMMCTASILNLCAISIDRYTAVAMPLLYNTRYSSRRRVALMIAVVWFLSFAISCPLLFG 179 

                ***********************.**:**** :**::**::**: **.*:*::******* 

 

 

Humano          LNNADQNE---CIIANPAFVVYSSIVSFYVPFIVTLLVYIKIYIVLRRRRKRVN--TKRS 228 

Rata            LNNTGNNE---CIIANPAFVVYSSIVSFYVPFIVTLLVYIKIYIVLRKRRKRVN--TKRS 228 

drd2a           FNTTDDPA--VCSISNPDFVIYSSVVSFYLPFAVTLLVYVRIYIFLRRRRKKIT-FRQGS 232 

drd2b           LNNTATRDGSVCEIANPAFVVYSSIMSFYVPFIITLLVYVQIYVVLRKRRKRVN--TKRS 229 

drd2l           LNNTASQEGRDCSFADPAFVVYSSVASFYVPFIVTLLVYVQICVVLRRRGRRTAPTRRRA 239 

                :*.:       * :::* **:***: ***:** :*****::* :.**:* ::     : : 

 

 

Humano          SRAFRAHLRAPLK---GNCTHPEDMKLCTVIMKSNGSFPVN--RRRVVQEAARRAQELEM 283 

Rata            SRAFRANLKTPLK---GNCTHPEDMKLCTVIMKSNGSFPVN--RRR--MDAARRAQELEM 281 

drd2a           GKVQPASAPPSVETCLQDDAHKEKRDLSPIRINVITESKEQVIRPRLLANCLRRKRPQTA 292 

drd2b           CQKTDADAQPPLK---EKCTHPEDVKLCTVIIKTNGGVPAKNKKAQLIKEVLHQGGDVGM 286 

drd2l           ANTEPADAQRSCK---NKCTHPEDVKLCTLILKPPAAAPQR-KKVTLVKEAVVHP--LAV 293 

                 .   *    . :    . :* *. .*..: ::       .  :     :   :       

 

 

Humano          EMLSSTSPPERTR-YSPIPPSHHQLTLPDPSHHGLHSTPDSPAKPEKNGHAKDH--PKIA 340 

Rata            EMLSSTSPPERTR-YSPIPPSHHQLTLPDPSHHGLHSNPDSPAKPEKNGHAKIVN-PRIA 339 

drd2a           PAENSLLPPVITLNYCSISQASFARTEQDANREEEEGGDEEQVAVRGCEVKKLAN----- 347 

drd2b           EMVAGTSPPEKKK-LASSLVVDLLATPPSPNHGSPSHAEYQSNGDEKNGHAKDVQSPKET 345 

drd2l           EPVCSLS-ADREQ-TQTQPSGRAKLSLSVAPCAG-----QSGPGPRRD------------ 334 

                    .   .       .        :   .          .    .               

 

 

Humano          KIFEIQTMPNGKTRTSL-KTMSRRKLSQQKEKKATQMLAIVLGVFIICWLPFFITHILNI 399 

Rata            KFFEIQTMPNGKTRTSL-KTMSRRKLSQQKEKKATQMLAIVLGVFIICWLPFFITHILNI 398 

drd2a           GRTHTSLRPPRAAHAMVCPSQARCRSMHSKEKKATQMLAIVLGVFLICWLPFFVTHILNT 407 

drd2b           KPVETQALPNGKTRTTVTKTMSKRKMSQHKEKKATQMLAIVLGVFIICWLPFFITHILKT 405 

drd2l           ---TLQEKTHTEKHAAA-KERVRGRLSQQKERKATQMLAIVLGVFIICWLPFFLTHVLKA 390 

                     .  .    ::       : :  : **:*************:*******:**:*:  

 

 

Humano          HCD-CNIPPVLYSAFTWLGYVNSAVNPIIYTTFNIEFRKAFLKILHC 445 

Rata            HCD-CNIPPVLYSAFTWLGYVNSAVNPIIYTTFNIEFRKAFMKILHC 444 

drd2a           HCRACHIPPEVYSAFTWLGYVNSALNPVIYTTFNIEFRRAFIKILSC 454 

drd2b           HCTSCVVPLEMYNAFTWLGYVNSAVNPIIYTTFNVEFRKAFIKILHC 452 

drd2l           HCGSCCISPSLYSAVTWLGYLNSAVNPVIYTTFNIEFRKAFIKILHC 437 

                **  * :.  :*.*.*****:***:**:******:***:**:*** * 

TM 2 

TM 3 TM 4 

TM 5 

TM 7 

TM 6 

TM 5 

 

 

TM 1 

Anexo 13. Comparación de receptores D2 de dopamina de mamíferos y de pez cebra. Las 

secuencias fueron alineadas con CLUSTALW. Los asteriscos, dos puntos y puntos denotan 

aminoácidos idénticos, sustitución conservada y sustitución semiconservada, respectivamente. 

Las líneas sólidas indican los dominios transmembrana.  
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