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1. ADICCIÓN  

La adicción a drogas es una enfermedad crónica, en la que a menudo se 

producen recaídas (Leshner, 1997). Se caracteriza por la búsqueda y el uso 

compulsivo de drogas a pesar de las consecuencias nocivas que éstas 

provocan en la vida del adicto y de los que le rodean. La drogadicción se 

considera una enfermedad porque el abuso de drogas produce cambios en la 

estructura y en el funcionamiento del cerebro. Si bien es cierto que en  la 

mayoría de las personas la decisión inicial de tomar drogas es voluntaria, con 

el tiempo los cambios en el funcionamiento cognitivo  causados por el continuo 

consumo de drogas pueden afectar el auto-control y la habilidad del sujeto para 

tomar decisiones adecuadas. Debido a estos cambios, dejar de consumir se 

convierte en una meta compleja (NIDA, 2008),  ya que las drogas interactúan 

fuertemente con los circuitos cerebrales que nos permiten aprender y 

adaptarnos a estímulos ambientales. En concreto a aquellos que nos aportan 

recompensa, como puede ser la comida, el sexo o refuerzos sociales, o ante 

situaciones de peligro (Everrit and Robbins, 2005; Kelley, 2004), que además 

son esenciales para la supervivencia. 

Las drogas son sustancias químicas que afectan el sistema de 

comunicación e interrumpen el envío, la recepción y el procesamiento normal 

de información entre las células nerviosas. Por ello pueden imitar los mensajes 

químicos naturales del cerebro o sobreestimularlo. Algunas drogas, como la 

marihuana y la heroína, tienen una estructura similar a neurotransmisores que 

el cerebro produce de manera natural. Debido a esta semejanza, este tipo de 

drogas actúa sobre los receptores del cerebro logrando activar a las células 

nerviosas para que envíen mensajes anormales. 

Por lo general, las drogas, directa o indirectamente afectan el sistema de 

recompensa del cerebro, cuya área central es el Núcleo Accumbens (NAc), y 

cuyo principal neurotransmisor es la Dopamina (DA) (Bardo, 1998; Koob and 

Nestler, 1997). La DA es un neurotransmisor que actúa en regiones del cerebro 

que regulan el movimiento, las emociones, la cognición, la motivación y los 

sentimientos de placer. La sobreestimulación del sistema de recompensa 
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normalmente refuerza nuestros comportamientos naturales vinculados a la 

supervivencia (comer, pasar tiempo con los seres queridos, etc.), produce 

efectos de euforia como respuesta a las drogas. Esta reacción inicia un patrón 

que induce a las personas a repetir comportamientos de abuso de drogas. 

Cuando una persona continúa abusando de las drogas, el cerebro se 

adapta a la excesiva DA produciendo menos, y disminuyendo el número de 

receptores para este neurotransmisor en el circuito de recompensa. Además, 

también se sabe que los adictos muestran una hiporespuesta a estímulos 

biológicos, porque se reduce la actividad de la corteza prefrontal. Como 

resultado, el impacto de la DA sobre el circuito de recompensa se puede volver 

muy limitado, reduciendo así la habilidad del usuario de gozar de las drogas, 

así como de otras situaciones y actividades que previamente le provocaban 

placer. Esta disminución obliga al drogadicto a continuar consumiendo drogas 

en un intento de lograr que la función de la DA regrese a su estado normal. Sin 

embargo, llegados a este punto necesita consumir una cantidad mayor de 

droga a fin de elevar la función de DA a su nivel normal anterior. Este efecto se 

conoce como tolerancia (Hyman and Malenka, 2001; NIDA, 2008). 

El abuso a largo plazo también causa cambios en otros sistemas y circuitos 

del cerebro. El glutamato es un neurotransmisor que influye también sobre el 

circuito de recompensa y en la habilidad para aprender (McFarland et al., 

2004). Cuando el abuso de drogas altera la concentración óptima del 

glutamato, el cerebro intenta compensar este desequilibrio, lo que puede 

deteriorar la función cognitiva. Las drogas de abuso facilitan el aprendizaje no 

consciente (condicionado), lo que hace que el usuario sienta deseos 

incontrolables de consumir droga cuando se sitúa en un contexto que asocia al 

consumo, aún cuando la droga no está presente. Los estudios de neuroimagen 

de adictos que consumen droga de forma abusiva, muestran cambios en áreas 

cerebrales esenciales para el juicio, la toma de decisiones, el aprendizaje, la 

memoria y el control del comportamiento (Kaufman et al., 1998; Volkow et al., 

1999; Volkow et al., 1997). En conjunto, todos estos cambios pueden hacer que 

el drogadicto busque y consuma drogas compulsivamente a pesar de las 

consecuencias adversas (NIDA, 2008). Cuando la adicción se instaura, las 

drogas llegan a tener más importancia que otros aspectos de la vida, y todas 
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las actividades del adicto están dirigidas hacia el consumo y la obtención de la 

droga (Hyman et al., 2006).  

Como se ha indicado anteriormente, las drogas consumidas de forma 

crónica producen cambios en el sistema nervioso central (SNC) e incluso 

neuroplasticidad duradera que se manifiesta en un punto clave de la adicción: 

las recompensas naturales no son tan placenteras como las causadas por el 

abuso de drogas (Thomas et al., 2008), este hecho se produce porque las 

drogas afectan al sistema de recompensa, cuyo núcleo central se localiza en el 

sistema límbico (Koob and Nestler, 1997). 

Las rutas más importantes implicadas en la adicción son:  

- Ruta dopaminérgica mesolímbica: Formada sobre todo por neuronas 

dopaminérgicas, cuyos cuerpos celulares están localizados en el Área 

Tegmental Ventral (ATV) y proyectan sus axones al NAc, también lleva 

proyecciones a regiones de la corteza prefrontal y a la amígdala entre 

otras  (Gardner and Ashby, 2000; Rockville, 1996). Esta ruta está 

implicada en las emociones, en la memoria, en el aprendizaje, así como 

en la planificación y la ejecución de conductas (Di Chiara et al., 1999).  

- Ruta mesocortical: La función de esta ruta es controlar las decisiones, 

principalmente usando valores de recompensa asociados con estímulos 

para elegir la acción apropiada (Pierce and Kumaresan, 2006).  

 

2. COCAÍNA 

La cocaína es un compuesto producido por un arbusto del género 

Erythroxylum, originario de América del Sur. Aunque existen más de doscientas 

especies de este género, sólo dos contienen cantidades apreciables de 

cocaína (E. coca y E. novogranatense). Por sus características químicas se 

considera una droga psicoestimulante y un anestésico local.  

El consumo de cocaína es un problema global, según La Oficina de las 

Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (ONUDD) se estima que en 2009 la 

prevalencia anual del consumo de cocaína en la población de 15 a 65 años fue 
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de entre el 0,3% y el 0,5%, es decir, consumieron cocaína entre 14,2 y 20,5 

millones de personas de esas edades. El mayor mercado de cocaína sigue 

siendo Estados Unidos, con un consumo calculado de 157 toneladas, el 36% 

del consumo mundial. El segundo mercado de cocaína es Europa, sobre todo 

Europa occidental y central, donde se encuentra España, calculándose un 

consumo de 123 toneladas de cocaína (Oficina de las Naciones Unidas contra 

la Drogas y el Delito, 2011). 

Si nos centramos en España, la cocaína es la segunda droga ilegal más 

consumida después del cannabis, se calcula que el 2.3% de la población entre 

15 y 64 años ha consumido alguna vez cocaína en los últimos 12 meses. 

(Observatorio Español Sobre Drogas, 2012). En la población adolescente  de 

entre 14 y 18 años este porcentaje aumenta, se calcula que el 3.6% ha 

consumido cocaína alguna vez en los últimos 12 meses (Observatorio Español 

Sobre Drogas, 2010), por lo tanto se prevé que el consumo de cocaína no se 

estabilice y mucho menos se erradique de nuestra sociedad.  

Por otro lado, la adicción a estimulantes como la cocaína o anfetamina es 

un desorden psiquiátrico difícil de tratar, ya que poseen unos efectos 

reforzantes muy acusados, los cuales provocan unos altos ratios de recaída 

que pueden ocurrir después de varios meses o años de abstinencia (Kalivas 

and Volkow, 2005; Majewska, 1996).  

 

2.1 Mecanismos de acción de la cocaína 

El principal efecto de la cocaína es la inhibición específica del transportador 

de monoaminas de la membrana neuronal presináptica. Impide por ello la 

recaptación de la DA, pero también de la serotonina y la noradrenalina (Cunha-

Oliveira et al., 2008; Nestler, 2005; Ritz et al., 1987). Como consecuencia, la 

concentración de estos neurotransmisores se incrementa en el espacio 

sináptico, facilitándose su unión a los receptores y aumentando de forma muy 

intensa su acción fisiológica, particularmente en el ATV y en el NAc.  

Si nos centramos en la DA, también debemos conocer cuales son sus 

receptores. Existen 5 tipos de receptores de DA (D1-D5). Estos se agrupan en 
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dos familias farmacológicas denominadas D1 y D2. Todos ellos están 

acoplados a proteínas G. Los receptores de la familia D1 (subtipos D1 y D5) 

están acoplados a proteínas Gs que activan a la adenilato ciclasa (AC) y 

estimulan la formación de AMPc. En cambio, la familia D2 (subtipos D2, D3 y 

D4) está acoplada a proteínas Gi cuya acción es inhibir a la AC (Hartman and 

Civelli, 1996; Sibley et al., 1993). La familia D1 también se ha demostrado que 

activa a la proteína fosfolipasa C (PLC) (Undie et al., 1994), mientras que la 

familia de receptores D2 aumenta la conductancia de potasio (Jackson and 

Westlind-Danielsson, 1994) y atenúa la entrada de calcio a través de canales 

dependientes de voltaje (Missale et al., 1998).  

Es conocido que la activación de los receptores D2 media los efectos 

agudos de la cocaína y en última instancia son los responsables de la 

sensación de euforia. Además potencia los efectos reforzantes inducidos por la 

cocaína (Welter et al., 2007). En cambio, los receptores D1, al activar a la 

enzima AC inducen activación de genes inmediatos que son importantes 

mediadores de la neuroadaptación tras el consumo de cocaína, como pueden 

ser elemento de respuesta del AMPc (CREB) y cFOS (Seger, 2010; Thomas et 

al., 2008) y también media los posibles cambios en el comportamiento.  

La cocaína tiene además otras acciones en el SNC como la de incrementar 

el secuestro de DA en las vesículas nerviosas (Cunha-Oliveira et al., 2008), o 

aumentar la actividad glutamatérgica mediada por los receptores D1 (Kalivas 

and Duffy, 1998), concretamente se ha observado un aumento de glutamato 

extracelular después de la administración de cocaína (Pierce et al., 1996). 

Además se sabe que la cocaína provoca un descenso del tono inhibitorio 

GABAergico, por medio de la modulación de sus receptores (Frankowska et al., 

2009; Gasior et al., 2004; Huang et al., 2007a; Liu et al., 2005). La cocaína 

también actúa como anestésico local, esto se debe a que bloquea los canales 

de sodio y por eso inhibe la propagación de los potenciales de acción (Gass 

and Olive, 2008), este efecto puede explicar también algunas de las 

complicaciones cardíacas de la cocaína.  

Si nos centramos en estudios de neuroimagen cerebral, se ha demostrado 

que la cocaína reduce el flujo sanguíneo cerebral, especialmente en zonas 
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ricas en DA. Esta reducción del flujo cerebral se relaciona con los efectos 

placenteros de la cocaína y la duración de los mismos (O’Brien, 2006). 

Además, en humanos hay una relación directa entre la tasa de ocupación del 

transportador de DA y los efectos placenteros de la cocaína (Volkow et al., 

1999). 

Con el consumo continuado de la droga se producen cambios en el SNC 

que pueden dar lugar al desarrollo de la adicción. El principal de ellos es la 

reducción de la disponibilidad de los receptores D2 en el estriado (Volkow et 

al., 2004; Volkow et al., 1990), que ocurre cuando la DA se mantiene en niveles 

suprafisiológicos durante un periodo de tiempo. Esta neuroadaptación intenta 

mantener la homeostasis, pero tiene consecuencias, ya que el descenso de 

estos receptores incrementa la vulnerabilidad al consumo (Moore et al., 1998; 

Seger, 2010). Otras proteínas importantes del sistema dopaminérgico, también 

se modifican después de un consumo prolongado de cocaína, como la tirosina 

hidroxilasa (enzima limitante de la síntesis de DA) y transportadores de DA, 

entre otras (Nestler and Aghajanian, 1997).  Además también se ven afectados  

los sistemas glutamatérgico y GABAergico (Bell et al., 2000). 

También es sabido que la exposición repetida a cocaína induce un 

aumento progresivo de la actividad motora. Este fenómeno se denomina 

sensibilización conductual, y se asocia a cambios plásticos en circuitos 

nerviosos. Por otra parte, incrementa el valor motivacional de la droga y 

además subyace al fenómeno de ansia de droga (“craving”) una vez que se 

abandona el consumo (Nestler and Aghajanian, 1997).  

 

2.2  Consecuencias del consumo de cocaína 

En función de la vía de administración la cocaína ejerce sus efectos de 

forma diferente. Fumada o por vía intravenosa produce sus efectos en 

segundos, mientras que el consumo intranasal provoca unos efectos más 

lentos. La absorción oral es baja (30%), necesita de la administración de dosis 

elevadas para obtener efectos perceptibles.  
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En el organismo la cocaína tiene la capacidad de atravesar la barrera 

hematoencefálica, llegando al SNC. Igualmente, es capaz de atravesar la 

barrera placentaria. La cocaína se metaboliza en el organismo por la acción de 

diferentes enzimas dando lugar a benzoilecgonina (BE, 45%) y ecgonina metil 

éster (EME, 50%), ambos metabolitos inactivos.  

Tan sólo un 1-5% de la cocaína consumida es eliminada sin ser 

transformada en la orina siendo la presencia de los metabolitos BE y EME 

mayoritarios en la misma. De hecho, tras una dosis de cocaína se puede 

detectar BE en la orina durante 48-72 horas y en el caso de consumidores 

crónicos la orina puede ser positiva a este metabolito durante una semana. 

Entre los efectos farmacológicos que se producen tras el consumo de 

cocaína destacan los siguientes: aumento de la sensación de alerta,  mejora 

del rendimiento intelectual y de la ejecución de tareas manuales, sensación de 

energía, disminución del cansancio, del sueño y del hambre. También provoca 

una intensa sensación de placer, euforia y bienestar. En animales de 

experimentación, la cocaína y otros psicoestimulantes producen un aumento de 

la actividad locomotora y la aparición de movimientos repetitivos a los que se 

denominan estereotipias (Moya et al., 2007). 

Entre los efectos nocivos que puede producir el consumo de cocaína, 

destacan los siguientes: 

- Cardiovasculares: hipertensión, taquicardia, angina, infarto agudo de 

miocardio, arritmias, aumento de la demanda de oxígeno, disección 

aórtica, isquemia de vasos nasales (Karch, 1993). 

- Psiquiátricos: ansiedad, agitación psicomotora, agresividad, delirio y 

alucinaciones, insomnio y conducta estereotipada (Majewska, 1996).  

- Complicaciones gastrointestinales: dolor abdominal y náusea (National 

Institutes of Health, 2001).  

- Neurológicos: ictus, convulsiones, vasculitis, coma, neuropatía óptica 

(Majewska, 1996). 
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- Otros: Dilatación pupilar o midriasis, sudoración, temblor, aumento de la 

temperatura corporal y rechinar de dientes o bruxismo (Majewska, 

1996). 

Las muertes ocasionadas por la cocaína se suelen producir por paros 

cardiacos o convulsiones seguidas de un paro respiratorio (National Institutes 

of Health, 2001).  

Los efectos del consumo de dosis moderadas o altas desaparecen tras un 

tiempo, para dar paso a un periodo (de duración variable) que se caracteriza 

por cansancio, en ocasiones disforia o malestar y un deseo intenso de volver a 

consumir cocaína (“craving”). 

Es frecuente la administración de dosis repetidas de forma compulsiva, en 

forma de atracones (“binges”), que dejan al sujeto en un estado de completo 

agotamiento o intoxicación. 

 

3. TOPIRAMATO 

El topiramato (Topamax®) es un fármaco antiepiléptico, derivado del 

monosacárido D-fructosa (Maryanoff et al., 1987).   

 

 

 

 

 

 

Como otros anticonvulsionantes, el topiramato tiene múltiples mecanismos 

de acción: 1) Potencia la actividad GABAergica inhibitoria (Gordey et al., 2000; 

White et al., 2000). 2) Bloquea los receptores AMPA(GluR5)/kainato de 

glutamato (Kaminski et al., 2004). 3) Inhibe la actividad neuronal de canales 

Na+ y Ca2+ sensibles al voltaje (Gibbs et al., 2000; White, 2005). 4) Además, 

Figura 1: Estructura molecular del topiramato 
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inhibe ligeramente la actividad de la anhidrasa carbónica (Dodgson et al., 

2000).  

Un efecto secundario de estas acciones consiste en la neuroestabilización 

y reducción de la salida de DA en el sistema corticomesolímbico, el cual se 

sabe que está involucrado en mecanismos de recompensa y refuerzo (Nuijten 

et al., 2011; Shinn and Greenfield, 2010). 

El topiramato inicialmente, no ha sido utilizado para tratar adicciones, sino 

que se administraba para el tratamiento de ataques epilépticos (Privitera, 

1997), y más recientemente ha sido aprobado para el tratamiento de migraña 

(Brown et al., 2005; Bussone et al., 2005; Diamond et al., 2005; White, 2005). 

Actualmente, sus usos han aumentado, prescribiéndose para desórdenes 

alimenticios (De Bernardi et al., 2005; Winkelman, 2003), y tratamiento de 

obesidad (Ioannides-Demos et al., 2005; Wilding, 2004), así como para el 

tratamiento de diversos desórdenes psiquiátricos (Arnone, 2005; Nickel et al., 

2005; Tiihonen et al., 2005) e incluso para el tratamiento de hiperactividad 

(Shaldubina et al., 2002). 

En los últimos años se ha empezado a utilizar el topiramato como agente 

terapéutico para el tratamiento de la adicción a drogas, ya que entre otras 

propiedades atenúa los síntomas somáticos de la retirada de varias drogas de 

abuso (Zullino et al., 2004). El “craving” que aparece durante el tratamiento de 

diferentes adicciones es una de las situaciones más difíciles de tratar (George 

et al., 2001). Por lo tanto, el incremento de GABA (neurotransmisor inhibitorio) 

en regiones del cerebro de pacientes tratados con topiramato, así como  el 

efecto del antiepiléptico sobre el sistema glutamatérgico podrían ser útiles en el 

tratamiento de este desorden en pacientes con dependencia a sustancias. Así, 

varias pruebas clínicas recientes han demostrado la eficacia del topiramato en 

la atenuación del “craving” del alcohol y de su consumo (Anderson and Oliver, 

2003; Johnson et al., 2003; Johnson, 2005; Johnson et al., 2004; Kenna et al., 

2007; Rubio et al., 2004), así como su utilidad para la retirada de opioides 

(Zullino et al., 2004). Igualmente, se ha demostrado que promueve la 

abstinencia de nicotina (Kenna et al., 2007; Khazaal et al., 2006) y de 3,4-

metilendioximetanfetamina (MDMA) (Akhondzadeh and Hampa, 2005). En lo 
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que se refiere a la adicción a cocaína varios investigadores han avalado el uso 

del topiramato para tratar la adicción a esta droga (Johnson, 2005; Johnson et 

al., 2013; Kampman et al., 2004; Karila et al., 2008; Muriach et al., 2010; 

Nuijten et al., 2011; Preti, 2007; Sofuoglu and Kosten, 2006; Uys and 

LaLumiere, 2008).  

Como se puede observar la cocaína y el topiramato tienen efectos 

opuestos sobre los neurotransmisores GABA y Glutamato, por esto se ha 

seleccionado este fármaco como posible tratamiento para la adicción a 

cocaína. Además, el topiramato al bloquear los receptores AMPA puede reducir 

la recaída y el uso de cocaína (Gass and Olive, 2008), ya que en la adicción a 

cocaína se ha visto que el receptor AMPA juega un papel crítico en el 

comportamiento de búsqueda de las drogas y en la recaída al consumo.  

 

4. MEMORIA Y APRENDIZAJE 

Anteriormente se ha explicado que las drogas tienen la capacidad de 

modificar las rutas implicadas en el aprendizaje y la memoria relacionados con 

la recompensa (Everrit and Robbins, 2005), cambiar la conducta y desarrollar el 

comportamiento de búsqueda de drogas.  

El aprendizaje es el fenómeno neurobiológico por el cual adquirimos una 

determinada información, y la memoria es el proceso por el cúal esta nueva 

información es retenida (Bailey et al., 1996), siendo ambos procesos una de las 

características del encéfalo más importante: almacenar información y recuperar 

gran parte de ésta.  

El aprendizaje y la memoria son los mecanismos más importantes a través 

de los cuales el medio puede alterar la conducta (Kandel and Schwartz, 1982). 

Aunque el proceso de aprendizaje es beneficioso, ya que, nos permite 

desarrollar capacidades motoras y de lenguaje para transmitir todo lo que 

hemos aprendido y mantenerlo durante generaciones, no todo lo que 

aprendemos es beneficioso dado que, el aprendizaje también puede producir 
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alteraciones en la conducta que no siempre son positivas, y en casos extremos 

constituir trastornos mentales.  

La memoria se puede clasificar de acuerdo con el tiempo durante el cual es 

efectiva en: memoria a corto plazo y memoria a largo plazo y también se puede 

dividir de acuerdo a la naturaleza de lo que se recuerda, en memoria 

declarativa y memoria no declarativa.  

- La memoria a corto plazo o también conocida como memoria de 

trabajo, se refiere a la memoria que mantiene los procesos el tiempo 

suficiente como para llevar a cabo acciones secuenciales.  

- La memoria a largo plazo declarativa está compuesta por todos los 

datos que uno ha aprendido. El acceso a esta memoria es consciente 

y es dependiente de áreas cerebrales como el hipocampo (Squire, 

1992). Tulving establece, dentro de este tipo de memoria, una 

distinción entre la memoria episódica (memoria de las experiencias 

personales) que es de naturaleza autobiográfica, y la memoria 

semántica (memoria de los hechos) que comprende el conocimiento 

general del mundo y puede ser verbal o visual (Tulving, 2002).  

- La memoria a largo plazo no declarativa o procedimental es 

probablemente la más duradera. Se trata de los hábitos, o 

habilidades que son aprendidas por repetición. El acceso a esta 

memoria es inconsciente. En ella se incluye una colección 

heterogénea de habilidades que no requieren de la participación del 

hipocampo, pero sí de otras estructuras como el neoestriado en el 

caso de los hábitos y destrezas motoras, el cerebelo en el 

condicionamiento de la musculatura esquelética, la amígdala en el 

condicionamiento emocional y la neocorteza  posterior (Passig, 1994). 

Una cuestión que se puede plantear es cómo se transforma la memoria de 

corto plazo, que abarca de minutos a horas, en una memoria de largo plazo 

que puede durar días, semanas e incluso toda la vida. La primera sólo requiere 

modificaciones covalentes de las proteínas preexistentes mientras que la 

memoria a largo plazo, más estable, necesita crecimiento y formación de 
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nuevas sinápsis que requiere expresión de genes y formación de nuevas 

proteínas (Bailey et al., 1996). 

En lo referente a la memoria a corto plazo, un estímulo que la desencadena 

provoca el aumento de AMPc por medio de la activación de la AC. A su vez, 

este AMPc activa a la proteína quinasa A (PKA) la cual potencia la salida de 

mediadores: se cierran los canales de potasio y se amplía el potencial de 

acción, debido a esto se potencia el flujo de Ca2+ necesario para la exocitosis 

de moléculas importantes para la formación de memoria (Byrne and Kandel, 

1996). Con un estímulo repetitivo o prolongado se produce la memoria a largo 

plazo. En este caso, la subunidad catalítica de PKA activada se trasloca al 

núcleo y allí fosforila a CREB que activa genes de respuesta inmediata, para 

dar lugar a la generación de nuevas conexiones sinápticas (Bailey et al., 1996; 

Martin et al., 1997).  

Concretamente en hipocampo, principal área cerebral donde se almacena 

la memoria declarativa en mamíferos, cuando se produce una estimulación de 

frecuencia alta, sucede un incremento de la eficacia sináptica que puede durar 

horas o días, esto se denomina potenciación a largo plazo (PLP). La PLP 

también posee una fase temprana que no requiere síntesis de proteínas y una 

tardía que si requiere, basándose en mecanismos moleculares similares de la 

memoria a largo plazo (PKA-CREB)  (Bailey et al., 1996; Kandel, 2001). 

Experimentos en torno a este asunto han concluido que la PLP requiere a) 

activación de la sinapsis, y b) despolarización de la membrana postsináptica. 

Se sabe que la PLP se puede iniciar por activación de los receptores de N-

metil D-aspartato (NMDA), receptores de glutamato (Morris et al., 1986; 

Watkins and Jane, 2006). El receptor NMDA se encuentra principalmente a lo 

largo de la formación hipocampal y controla la abertura de canales de Ca2+ 

que, habitualmente, se encuentran bloqueados por iones Mg2+ (Malenka et al., 

1988). La elevación del Ca2+ en el interior celular induce la activación de la 

Ca2+/calmodulina quinasa II (CAMKII) y de la proteína quinasa C (PKC) 

(Malinow et al., 1989), además de inducir la activación de otras quinasas como 

la PKA y la quinasa reguladora de señales extracelulares (ERK). Estas quinasa 

pueden fosforilar a AMPA (otro receptor de glutamato) aumentando la 
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sensibilidad al glutamato, lo cual contribuye al mantenimiento de la PLP (Kauer 

et al., 1988).  

Se puede decir que la memoria pasa a ser duradera cuando se produce la 

síntesis de proteínas, este proceso se conoce como consolidación, y con él las 

modificaciones que se generan por lo aprendido pasan a ser estables 

(McGaugh, 2000). Durante años los investigadores pensaron que una vez 

consolidada la memoria pasaba a ser resistente a cambios posteriores, pero se 

sabe que no es así, varios estudios demuestran que cuando la memoria es 

reactivada, es de nuevo lábil y necesita para su mantenimiento síntesis de 

nuevas proteínas, (Koh and Bernstein, 2003; Lee et al., 2004; Morris et al., 

2006; Nader et al., 2000; Rossato et al., 2006) este proceso se conoce como 

reconsolidación. Sin embargo, otros estudios muestran que no es necesaria la 

síntesis de proteínas para la reconsolidación (Bahar et al., 2004; Hernandez et 

al., 2002), en areas como la amígdala y NAc.  

Así, la reactivación de la memoria presenta una oportunidad para 

modificaciones adaptativas, puede dar lugar a cambios plásticos en la 

intensidad de memoria o mantener la relevancia de un recuerdo en la 

orientación de una conducta futura (Lee, 2009).  

Sin embargo, existe controversia sobre si la consolidación y la 

reconsolidación comparten mecanismos moleculares, (Bozon et al., 2003; Kida 

et al., 2002; Lee et al., 2004). En general parece que los mecanismos que 

median consolidación y reconsolidación son los mismos que median la 

memoria a largo plazo (Alberini, 2005), y que sobre todo dependen del área 

estudiada y del tipo de memoria.  

 

4.1 Hipocampo 

El hipocampo es un área relacionada con la corteza cerebral que se ubica 

en el interior del lóbulo temporal, se curva a lo largo del ventrículo lateral y 

forma parte del sistema límbico, la parte emocional del cerebro.  
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El hipocampo juega un papel fundamental en la memoria, ejerce una 

función determinante en el almacenamiento de la información nueva antes de 

que ésta se consolide (Squire, 1992). Una vez procesada, la información llega 

al hipocampo, donde se mantiene activa durante un periodo de tiempo. Durante 

ese tiempo, el hipocampo establece una relación bidireccional con distintas 

regiones de la corteza, como la corteza auditiva o la visual. Estas conexiones 

bidireccionales son las que constituyen el proceso de consolidación. Para ello, 

se requieren interacciones complejas entre las diferentes zonas de 

procesamiento cerebral, especialmente entre la neocorteza y el 

denominado lóbulo temporal medial, que incluye la formación hipocampal y las 

cortezas parahipocampal y perirrinal adyacentes. 

 

Figura 2: Esquema de las estructuras cerebrales relacionadas con la memoria. (Adaptado de 

Squire and Zola, 1996). 

La formación hipocampal se localiza en el lóbulo temporal e incluye 

el subiculum, el hipocampo y la corteza entorhinal (Squire and Zola, 1996).  

El principal tipo celular del hipocampo es una neurona piramidal que se 

agrupa en capas bien definidas morfológicamente. Existen además neuronas 

no piramidales que se distribuyen por todos los estratos y que son 

interneuronas de los circuitos locales hipocámpicos. 
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El hipocampo se encuentra dividido en varias áreas, de entre ellas 

podemas citar la CA1 y CA3. La CA1 es el área de mayor tamaño en humanos. 

El área CA3 está formada por células piramidales que presentan un amplio 

árbol dendrítico, dirigiéndose hacia el giro dentado, centro del hipocampo. En 

estas dendritas se encuentran numerosas espinas dendríticas que reciben 

invervación de terminales excitadoras. Es importante recordar que una mayor 

presencia de espinas dendríticas es sinónimo de mayor número de sinapsis, es 

decir, de aprendizaje.  

 La información fluye hacia lo largo del hipocampo por medio de 3 vías 

principales. La vía perforante que circula desde la corteza entorrinal a las 

células granulares del giro dentado. La vía de las fibras musgosas que va de 

las células granulares del giro dentado a las células piramidales de la región 

CA3 del hipocampo. Y la vía colateral de Schaffer donde los axones de las 

células piramidales de la CA3 emiten ramificaciones colaterales, llamadas 

ramificaciones colaterales de Schaffer, que inervan a las células piramidales de 

CA1 (Figura 3). 

 

Figura 3: Diagrama básico del circuito hipocampal. PP: vía perforante; GD: giro dentado, fm: 

fibras musgosas, sch: fibras colaterales de Schaeffer 

Al lado de la formación hipocámpica se encuentra el núcleo amigdaliano, 

que tiene que ver con las respuestas motoras relacionadas con el instinto. 

Además tiene relación con las conductas y emociones; y con el sistema 

límbico. 

Se ha demostrado que el hipocampo es una región fundamental para la 

orientación espacial, tanto en humanos como en animales (es más, contiene un 
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tipo de neuronas de lugar que responden ante cada localización específica), y 

además también participa en procesos de asociación (Broadbent, 2004).  

 

4.2 Corteza frontal 

En términos anatómicos, la corteza prefrontal es la región cerebral de 

integración por excelencia, gracias a la información que envía y recibe de todos 

los sistemas sensoriales y motores. La corteza prefrontal incluye casi una 

cuarta parte de toda la corteza cerebral y se localiza en las superficies lateral, 

medial e inferior del lóbulo frontal. Se hace referencia a ella como corteza de 

asociación frontal, y se subdivide funcionalmente en corteza prefrontal 

dorsolateral y corteza orbitofrontal (Stern and Prohaska, 1996). La corteza 

orbitofrontal se ha asociado con las funciones cognitivas empleadas en el 

manejo del conocimiento social. Sin embargo, la corteza prefrontal dorsolateral,  

se relaciona más con área asociativa (Vendrell et al., 1995). Pese a que desde 

el punto de vista teórico la corteza prefrontal dorsolateral y la corteza 

orbitofrontal se describen como sistemas funcionales independientes, no 

debemos olvidar que ambas regiones forman parte de un único sistema que, en 

condiciones normales, trabaja de forma coordinada (Tirapu-Ustarroz and 

Munoz-Cespedes, 2005).  

Desde el punto de vista neuroanatómico, se han descrito diferentes 

circuitos funcionales dentro de la corteza prefrontal. Por un lado, el circuito 

dorsolateral se relacionado principalmente con actividades puramente 

cognitivas como la memoria de trabajo (Bechara et al., 2000; Courtney et al., 

1998), la atención selectiva, la formación de conceptos o la flexibilidad 

cognitiva. Por otro lado, el circuito ventromedial se asocia con el procesamiento 

de señales emocionales que guían nuestra toma de decisiones hacia objetivos 

basados en el juicio social y ético.  

http://www.pnas.org/search?author1=Nicola+J.+Broadbent&sortspec=date&submit=Submit
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Figura 4: Esquema general de la corteza prefrontal (Adaptado de Tirapu-Ustarroz and Munoz-

Cespedes, 2005) 

En relación a la memoria, la corteza frontal tiene un papel fundamental en 

la organización, búsqueda, selección y verificación del recuerdo de la 

información almacenada (Shimamura, 2000), es decir, está más relacionada 

con el funcionamiento que con los contenidos de ésta, además dota de 

inteligencia y orienta hacia la emisión de conductas adaptativas a la 

información contenida en el hipocampo. Por otra parte, estudios de 

neuroimagen han indicado que la corteza cerebral también puede estar 

involucrada en la formación de la memoria (Buckner et al., 1999). De hecho, 

han sido descritas interacciones entre el área CA1 del hipocampo y una zona 

de la corteza frontal durante la codificación y la recuperación de memoria 

espacial (Churchwell et al., 2010). Esta idea es corroborada ya que además, se 

ha demostrado que el papel del hipocampo disminuye, cuando se requiere la 

expresión de la memoria remota aumentado el de la corteza prefrontal 

(Anagnostaras et al., 2001; Takehara et al., 2003), aunque una vez reactivada 

podría ser de nuevo dependiente de hipocampo (Debiec et al., 2002). 

 

4.3 Memoria y aprendizaje y drogas 

Tanto el hipocampo como la corteza frontal están implicadas en un número 

de funciones cognitivas muy importantes (Della-Maggiore et al., 2000; 

Seamans et al., 1998), pero también están relacionadas con el desarrollo de 

patologías como la adicción a drogas de abuso. Así el hipocampo está 

implicado en la iniciación y en el mantenimiento de la adicción a drogas (Eisch 

and Mandyam, 2004) y la corteza frontal está relacionada con la búsqueda de 
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drogas (Volkow et al., 2003). Además, ha sido ampliamente descrito que la 

función de la corteza frontal está dañada por el consumo continuado de drogas 

(Bolla et al., 2003; Ernst et al., 2002; Kosten et al., 2006).  

Al igual que ocurre con otras drogas, se sabe que la adicción a cocaína se 

debe a neuroadaptaciones en los procesos de aprendizaje y memoria 

relacionadas con la recompensa (Everrit and Robbins, 2005; Nestler, 2002; 

Wolf et al., 2004). Se puede decir que la adicción representa una usurpación de 

mecanismos neurales de aprendizaje y memoria bajo circunstancias normales 

(Hyman, 2005). Es más, existen estudios que revelan similitudes entre las 

acciones de las drogas y los procesos fisiológicos de aprendizaje y memoria 

(Chao and Nestler, 2004; Hyman and Malenka, 2001; Kelley, 2004; Nestler, 

2002). Este aprendizaje es más fuerte en el comportamiento de búsqueda de 

drogas, por ello en períodos de abstinencia, la recaída depende sobre todo de 

la recuperación de la memoria asociada a la droga aunque la droga no esté 

presente. 

Un hecho importante es que la cocaína también intensifica la PLP, hecho 

demostrado por Ungless et al (Ungless et al., 2001). Y aunque los mecanismos 

por los cuales la cocaína pueden inducir este efecto no se conocen bien, podría  

deberse a que la DA, aumentada por la acción de la cocaína media la inhibición 

de depresión a largo plazo (DLP).  

La cocaína modifica el comportamiento de búsqueda de drogas con el fin 

de facilitarlo, y éste se produce por medio del aprendizaje de estímulos 

condicionados a la droga (Kelley et al., 2007; Ramirez et al., 2009; Théberge et 

al., 2010). Más concretamente, la cocaína podría modificar la memoria 

establecida en el momento de la reconsolidación (Lee et al., 2005; Miller and 

Marshall, 2005). Sin embargo, todavía existen bastantes incógnitas sobre como 

la cocaína interacciona con los procesos de memoria y aprendizaje, y por ello 

resulta también interesante conocer el efecto de esta droga sobre otro tipo de 

memoria no tan íntimamente relacionado con la droga, como es la memoria 

espacial.  
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4.4 Elemento de respuesta a la unión de AMPc (CREB) 

El elemento de respuesta a la unión de AMPc (CREB) es uno de los 

factores de transcripción que está unido como dímero al elemento de respuesta 

del AMPc (CRE), una secuencia específica del ADN. El sitio CRE se encuentra 

en el interior de las regiones reguladoras (promotoras o potenciadoras) de 

numerosos genes. Si un promotor contiene CRE, entonces el gen podría estar 

sujeto a la regulación mediado por CREB, dependiendo de múltiples factores 

específicos del tejido, incluyendo la conformación de la cromatina cercana. 

Tradicionalmente, se ha pensado que los dímeros de CREB estaban unidos a 

su sitio CRE en condiciones basales, pero en la actualidad se sabe que están 

inactivos. Según este punto de vista, eventos en la membrana neuronal, los 

cuales estimulan la cascada de señalización intracelular, causan la fosforilación 

de ambos miembros del dímero de CREB e inician su actividad transcripcional 

(Mayr and Montminy, 2001). CREB es activo cuando se fosforila en la serina 

133 por la PKA dependiente de AMPc, y se transforma en fosfo-CREB 

(pCREB). CREB también es fosforilado en esta misma serina por otras 

quinasas como la calmodulina dependiente de Ca2+ IV (CaMIV) y ERK 

(Kasahara et al., 2001; Lu et al., 2006). Como se puede deducir existen 

numerosas rutas de señalización intracelular (Figura 5) involucradas en la 

transmisión de información desde el receptor de membrana que media su 

acción hasta el núcleo, donde interactúan con CREB para provocar procesos 

que culminan en la transcripción de genes. Los efectores de las rutas de 

señalización implican a la AC, Ca2+ y MAPK (roteína quinasa activada por 

mitogenes). 

La proteína CREB se expresa en todas las células del cerebro, actúando 

como factor de transcripción. Este tipo de factores de transcripción, son 

cruciales para integrar estímulos que se reciben en la membrana celular por 

medio de receptores hacia modificaciones en la expresión de genes. Por esta 

razón la alteración de la expresión génica por esta proteína, puede afectar a la 

función de neuronas individuales y a circuitos neuronales (Carlezon et al., 

1998). 
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Es sabido que CREB es un factor de transcripción muy versátil, dado que 

regula numerosos genes implicados en diferentes funciones en el SNC, entre 

los que destacan cFos (Sheng et al., 1990), dinorfina (Carlezon et al., 1998), 

factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) (McCarthy et al., 2012; Tao et 

al., 1998), GluR1 receptor de glutamato (Borges and Dingledine, 2001), y otros 

genes.   

Como ya se ha citado anteriormente, CREB es una proteína decisiva para 

el almacenamiento de memoria (Bailey et al., 1996; Kandel, 2001; Mizuno et 

al., 2002). Aunque el aprendizaje y la memoria tienen un papel muy importante 

en la adicción, CREB también influye en otros procesos de esta enfermedad 

(Blendy and Maldonado, 1998). Por ejemplo, se sabe que tras el consumo de 

cocaína la activación de CREB aumenta en el NAc mediando tolerancia de los 

efectos reforzantes de esta droga (Carlezon et al., 1998; Mattson et al., 2005; 

McClung and Nestler, 2003; Nestler, 2001). Además, Self (1998) demostraron 

que un incremento de la fosforilación de CREB dentro del NAc reduce los 

efectos reforzantes de la cocaína, mientras que una inhibición tiene efectos 

opuestos (Self et al., 1998). El aumento de pCREB se podría inducir después 

de un consumo de cocaína (Marin et al., 2009), debido al aumento de DA 

producido por la cocaína en la hendidura sináptica, aumentando por lo tanto, la 

activación de los receptores D1 y como última consecuencia el aumento de 

pCREB. Además los receptores D1 juegan un papel importante en la PLP y la 

formación de memoria (El-Ghundi et al., 2007).  

Referente a otras drogas, también se ha documentado un aumento de 

pCREB en NAc, pero en este caso CREB es necesaria para los efectos 

reforzantes de las mismas (Terwilliger et al., 1991; Walters et al., 2005). Sin 

embargo en el caso del alcochol pCREB no aumenta en el NAc (Pandey et al., 

2004).  



   Introducción 

41 
 

 

Figura 5: Rutas y eventos que intervienen en la activación de CREB. (Adaptado de Carlezon et 

al., 2005 (Carlezon et al., 2005). 

 

4.5 Factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) 

BDNF es un miembro de la familia del grupo de cisteínas. Las proteínas 

pertenecientes a esta familia pertenecen a sustancias neurotróficas, entre ellas 

destaca: el factor de crecimiento neural (NGF), neurotrofina 3 (NT-3) y NT4/5 

en mamíferos. BDNF es la neurotrofina más expresada en el SNC, está junto 

con NT-4, presente en hipocampo, cerebelo y corteza. Es un factor 

angiogénico, y relacionado con la respuesta vascular y hemodinámica del 

etanol. BDNF puede estar producido por astrocitos bajo condiciones 

patológicas (Juric et al., 2006; Zafra et al., 1992), por plaquetas (Karege et al., 

2002), por linfocitos (Krause et al., 2008) y por el endotelio vascular.  

Las neurotrofinas inician su señalización por la unión a receptores de baja 

(p75) o de alta afinidad (receptor tirosina quinasa B, TrkB). BDNF en concreto, 

se une específicamente a TrkB lo que provoca una dimerización del receptor, 

posteriormente una autofosforilación en un residuo de tirosina y la activación de 

varias cascadas diferentes, ya que se produce su unión a proteínas 
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adaptadoras, “Growth factor receptor-bound protein 2” (Grb2) y SOS. Estas 

proteínas interaccionan con la proteína Ras, provocando la activación de MAPK 

(Poo, 2001; Reichardt, 2006). También se activan otras cascadas de 

señalización como la ruta que se inicia con la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) 

y la ruta de la fosfolipasa Cγ (PLC) (Atwal et al., 2000).  

La ruta de señalización más importante activada es la MAPK, que lleva a la 

activación de ERK, principal efector de BDNF. Además, una de las proteínas 

activadas por ERK es CREB, estableciéndose por tanto una relación estrecha 

entre BDNF y CREB. De hecho, como ya se ha citado anteriormente BDNF 

también está regulado por el factor de transcripción CREB (McCarthy et al., 

2012; Tao et al., 1998).  

Numerosas investigaciones sugieren que BDNF y sus rutas de señalización 

están implicadas en gran cantidad de funciones. Participan en la diferenciación 

y supervivencia del sistema dopaminérgico (Thoenen, 1995) y además también 

son importantes en la modulación de la plasticidad neuronal (Lee et al., 2004). 

De hecho, BDNF está implicada en el crecimiento de neuritas, y regulación de 

la morfología dendrítica (Kuczewski et al., 2009; Poo, 2001). Como ya hemos 

citado, tanto el sistema dopaminérgico como los procesos de aprendizaje y 

memoria se modifican por el consumo continuado de cocaína. De hecho se 

sabe que BDNF está implicada en los cambios neuroadaptativos del sistema 

dopaminérgico y glutamatérgico provocado por el consumo de drogas 

psicoestimulantes (Altar et al., 1992; Grimm et al., 2003; Pierce et al., 1999).  

BDNF también participa en otras funciones en relación al consumo de 

cocaína, habiéndose documentado que después de la administración de 

cocaína y periodos de abstinencia, BDNF incrementa en diferentes áreas del 

cerebro (Graham et al., 2007; Grimm et al., 2003). En la corteza prefrontal se 

ha descrito que BDNF aumenta después del consumo de cocaína sin periodos 

de abstinencia (Fumagalli et al., 2007; Lu et al., 2010). El incremento de BDNF 

se puede considerar como una estrategia defensiva frente a los efectos nocivos 

de la cocaína (Fumagalli et al., 2009), o como una reacción compensatoria para 

disminuir la eficacia de refuerzo de la cocaína (Sadri-Vakili et al., 2010). En 

relación con esta idea, recientes estudios indican que la administración 
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exógena de BDNF en la corteza prefrontal suprime el restablecimiento del 

comportamiento de búsqueda de drogas (Berglind et al., 2007; Berglind et al., 

2009; McGinty et al., 2010). Estos efectos pueden desarrollarse por efectores 

de BDNF como el neuropeptido Y y la dinorfina, ya que estas proteínas 

favorecen la atenuación de los efectos de las drogas adictivas (Croll et al., 

1994).  

BDNF también puede facilitar el desarrollo de la sensibilización a cocaína, 

ya que según Horger (1999) animales tratados con BDNF incrementan la 

actividad locomotora después de la administración de cocaína (Horger et al., 

1999). 

En resumen, esta neurotrofina participa de forma muy variada en la 

adicción a cocaína, y por ello, es una proteína clave a estudiar.    

 

5. FACTOR NUCLEAR KAPPA B (NF-ΚB) 

La familia del factor nuclear kappa B (NF-κB) o familia Rel, se expresa en 

las células de mamíferos y está altamente conservada a través de las especies. 

En mamíferos, esta familia está formada por 5 miembros: p50 (producto de la 

proteína NFκB1 o p105), p52 (producto de la proteína NFκB2 o p100), p65 

(también conocido como RelA), c-Rel y RelB. Los miembros de la familia Rel 

funcionan como dímeros, y las 5 subunidades pueden formar homodímeros o 

heterodímeros.  

Todos los miembros de la familia tienen un dominio homólogo Rel, que 

contiene las regiones funcionales cruciales para este factor: región de unión al 

ADN, de dimerización, de localización nuclear y de interacción con las 

proteínas inhibitorias IκB, que enmascaran los dominios de localización nuclear 

y de unión al ADN (Baeuerle and Henkel, 1994). Los dímeros de NF-κB 

formados se localizan en forma latente en el citoplasma unida a la proteína 

inhibitoria IκB (Malek et al., 2001). 
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Por otro lado, IκB constituye otra familia evolutivamente conservada 

compuesta por IκBα, IκBβ, IκBε, IκBγ, IκBζ, Bcl-3, y los precursores de p50 y 

p52, p105 y p100, respectivamente (Malek et al., 2001).  

La activación de NF-κB se produce por dos vías principalmente. La 

primera de ellas es la ruta canónica, se inicia ante la llegada de un estímulo a 

la célula y se produce la activación del complejo IκB quinasa (IKK), compuesto 

por dos subunidades catalíticas, IKK1/α y IKK2/β, y una subunidad reguladora 

NEMO/IKKγ. Este complejo fosforila a las IκBs en dos serinas, provocando su 

poliubiquitinación y posterior degradación en el proteasoma de 26S. El dímero 

de NF-κB queda libre pudiéndose traslocar al núcleo por medio de la 

interacción con transportadores núcleo-citoplasma (carioferinas). Ya en el 

núcleo, el factor de transcripción se une a κB lugares con una secuencia 

consenso presentes en promotores y potenciadores de los genes dianas, para 

regular la transcripción de estos genes (Figura 6). El heterodímero que se 

activa principalmente por medio de esta ruta es el formado por las subunidades 

p65/p50. También es sabido que el complejo IKK puede fosforilar directamente 

a la subunidad p65 aumentando su capacidad de transactivación (Iwai and 

Tokunaga, 2009).  

La ruta alternativa o no canónica comienza por la fosforilación, 

ubiquitinación y degradación en el proteasoma de las proteínas precursoras 

p105 y p100. El procesamiento en el proteasoma de estas proteínas genera las 

subunidades maduras p50 y p52 respectivamente, las cuales pueden unirse a 

RelB y formar heterodímeros que se traslocan al núcleo y regulan la 

transcripción de una serie de genes. Esta ruta alternativa tiene lugar 

mayoritariamente en el sistema inmune (Bonizzi and Karin, 2004). 

Entre los genes diana de NF-κB se encuentran miembros de la familia IκB 

indicando que NF-κB limita su propia activación. Así el IκB sintetizado entra en 

el núcleo y separa el NF-κB de su sitio de unión al ADN (Zabel and Baeuerle, 

1990; Zabel et al., 1993). 
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Figura 6: Ruta de señales de NF-κB. Diferentes estímulos pueden inducir la activación por la 

vía canónicade de NF-κB por activación de IκB quinasa (1), la cual fosforila a IκB (2), y la marca 

para su ubiquitinación. El NF-κB libre se trasloca al núcleo (3) y activa la expresión de genes 

(4). (Adaptado de Lorenzo et al., 2011). 

 

5.1 Funciones 

NF-κB es activado por estímulos de diversa naturaleza, destacan las 

citoquinas, factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), quemoquinas, 

lipopolisacárido (LPS), virus como el VIH (Rattner et al., 1993), las especies 

reactivas de oxígeno también están involucradas en la activación de este factor 

de transcripción (Schmidt et al., 1995), entre otras. En la activación también 

influye el tipo de dímero NF-κB, de  los estímulos que recibe y del tipo celular 

donde se encuentra.  

El NF-κB es conocido como mediador central de la respuesta inmune 

humana.  Así muchos patógenos inducen activación de NF-κB y la mayoría de 

los genes inducidos por este factor de transcripción participan en la respuesta 

inmune (Pahl, 1999). 
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Por otro lado, el NF-κB también regula respuestas a estrés oxidativo 

(Schreck et al., 1992), se ha observado que la activación de NF-κB induce una 

variedad de genes implicados en respuesta a estrés oxidativo, como la óxido 

nítrico sintasa inducible (iNOS) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Madrigal et al., 

2001; Pahl, 1999).  

El factor de transcripción NF-κB también participa en el proceso de muerte 

celular programada, teniendo efectos tanto pro-apoptóticos como anti-

apoptóticos (Barkett and Gilmore, 1999; Blondeau et al., 2001; Brambilla et al., 

2005; Fridmacher et al., 2003; Middleton et al., 2000), de hecho se sabe que la 

promoción o la protección de la muerte celular programada depende del tipo y 

duración del estímulo, así como del tipo de célula (Clemens et al., 1997). 

También se ha estudiado el papel de NF-κB durante el desarrollo 

embrionario, incluyendo el sistema nervioso, observándose que también 

participa en el desarrollo de las primeras etapas de la vida. Por ejemplo, se ha 

observado un papel conservado en el establecimiento de la polaridad dorso-

ventral de Drosophila (Hoch and Jackle, 1993).  

 

5.2 NF-κB en el sistema nervioso central 

NF-κB puede encontrarse en el SNC y periférico, donde también ejerce un 

papel importante (Nickols et al., 2003). Cómo en otros órganos NF-κB se puede 

encontrar en todos los tipos de celulares del SNC incluyendo neuronas, 

astrocitos, microglía y oligodendrocitos (O´Neill and Kaltschmidt, 1997). Otro 

dato interesante es que algunas subunidades de NF-κB estan involucradas en 

la neurogénesis (Denis-Donini et al., 2008). 

Dentro del sistema nervioso la cascada de activación de la ruta canónica 

está muy conservada. La principal forma activa de NF-κB en el sistema 

nervioso es el heterodímero p65/p50 (Guerrini et al., 1995; Kaltschmidt et al., 

1993), siendo esta también el dímero más importante dentro de las sinapsis, ya 

que ratones deficientes de p65 carecen de NF-κB en estas estructuras (Meffert 

et al., 2003). 
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Al igual que en otras localizaciones, el NF-κB en el SNC se puede activar 

por estímulos característicos de la respuesta inmune. Estos estímulos incluyen 

citoquinas, aumento de estrés oxidativo o infecciones virales (Meffert and 

Baltimore, 2005). Sin embargo se sabe que el factor de transcripción NF-κB 

también se puede activar por estímulos más específicos del sistema nervioso, 

como la proteína β-amieloide (Behl et al., 1994), la mólecula de adhesión 

neuronal (N-CAM) (Krushel et al., 1999), la deprivación del sueño (Chen et al., 

1999). Igualmente, se ha documentado que NF-κB se puede activar por la 

propia transmisión sináptica y de hecho, se ha observado que el 

neurotransmisor excitatorio glutamato activa NF-κB en neuronas granulares 

cerebelares (Guerrini et al., 1995; Meffert et al., 2003), también se activa por 

medio del ión Ca2+, así como NF-κB puede ser regulado por otros 

neurotransmisores como la DA (Luo et al., 1999; Takeuchi and Fukunaga, 

2004).  

De entre los genes que se sabe que regula NF-κB en el SNC ya hemos 

nombrado anteriormente a los involucrados de alguna forma con el estrés 

oxidativo, pero además de estos encontramos otros con funciones muy 

diversas, como PKAc alfa (Kaltschmidt et al., 2006), N-CAM, el precursor β 

amieloide (APP) (Grilli et al., 1995), BDNF (Lipsky et al., 2001), y el receptor μ-

opioide (Kraus et al., 2003) entre otros.  

Como se observa NF-κB se asocia con el fucionamiento normal del SNC, 

pero también está implicado en procesos patológicos, prueba de ello es la 

asociación de NF-κB con enfermedades neurodegenerativas, como el 

Parkinson (Hunot et al., 1997), el Alzehimer (Guo et al., 1998) y la enfermedad 

de Hungtinton (Khoshnan et al., 2004).  

Por todo ello, en los últimos años NF-κB se está convirtiendo en una pieza 

clave para entender la gran complejidad del sistema nervioso.  

 

5.2.1 Relación de NF-κB con el aprendizaje y la memoria 

NF-κB está implicado en la función fisiológica del SNC, tanto a nivel celular 

y comportamental. Como hemos nombrado anteriormente, participa en la 
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regulación de la transmisión sináptica y por lo tanto en la plasticidad. De hecho, 

NF-κB puede regular (negativamente o positivamente) la expresión de genes 

que gobiernan cambios en la plasticidad sináptica y en las funciones cognitivas 

(West et al., 2002).  

 

5.2.2 NF-κB y drogas de abuso  

Los mecanismos celulares y moleculares inducidos por las drogas de 

abuso inducen neurotoxicidad. Esto puede implicar alteraciones en el estatus 

redox, inducción de respuestas inflamatorias y en última instancia provocar 

muerte celular. Dado que el NF-κB está implicado en todos estos procesos, es 

interesante estudiar, la relación entre las drogas de abuso y la activación de 

NF-κB. De hecho, ya existen algunos estudios que muestran que el etanol 

incrementa la actividad del NF-κB en células astrogliales humanas (Davis and 

Syapina, 2004). Igualmente, se ha encontrado una relación entre NFKB1 (gen 

que codifica para la subunidad de NF-κB p50) y la dependencia a alcohol 

(Edenberg et al., 2008). Otros estudios muestran que el NF-κB está implicado 

en el desarrollo de dependencia a opiáceos y en la aparición del síndrome de 

abstinencia, por lo que podría ser usado como diana farmacológica para el 

tratamiento de la adicción a opiáceos (Rehni et al., 2008). En cuanto a la 

metanfenamina se ha observado que genera radicales libres (RL) en el estriado 

y que esto induce activación de NF-κB (Asanuma and Cadet, 1998). 

En el caso de la cocaína se ha demostrado que el NF-κB se activa en el 

NAc tras su administración, pero no existen prácticamente estudios que 

expliquen los mecanismos por los cuales puede estar actuando este factor de 

transcripción (Ang et al., 2001; Russo et al., 2009). Además también se ha 

observado que el NF-κB puede participar en los efectos tóxicos de la cocaína, 

por ejemplo se ha descrito que regula algunos genes relacionados con la 

muerte celular inducidos por la cocaína (Lepsch et al., 2009; Novikova et al., 

2005).  

Por último, el NF-κB también se relaciona con algunos neurotransmisores, 

como ya hemos nombrado anteriormente. De hecho, la actividad de NF-κB se 

modula positivamente por los receptores D2 de DA y a su vez el NF-κB también 
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regula la señalización a través del glutamato (neurotransmisor excitatorio) y a 

GABA (neurotransmisor inhibitorio) (Furukawa and Mattson, 1998; Takeuchi 

and Fukunaga, 2004). Esto significa que NF-κB podría ser un modulador de la 

homeostasis entre la función neuronal inhibitoria y la excitatoria, balance que 

se sabe que resulta dañado en la adicción a cocaína. 

 

6. ESTRÉS OXIDATIVO 

Se sabe que las drogas inducen neurotoxicidad, y esto puede implicar 

alteraciones en el estatus redox, inducción de respuestas inflamatorias y en 

última instancia provocar muerte celular. Así, uno de los mecanismos de 

neurotoxicidad que se postula es el aumento de estrés oxidativo a nivel celular.  

Dado que el cerebro es un tejido especialmente susceptible al ataque de 

agentes oxidantes, al presentar un elevado consumo de oxígeno y un gran 

contenido en sustratos fácilmente oxidables (Nordmann, 1994), no es de 

extrañar que se hayan descrito reacciones con RL en la fisiopatología de varios 

procesos que afectan al SNC, como la enfermedad de Parkinson (Adams et al., 

1991; Danielson and Andersen, 2008), la enfermedad de Alzheimer (Adams et 

al., 1991; Cenini et al., 2008), la epilepsia postraumática (Mori et al., 1990), y la 

isquemia cerebral (Braughler and Hall, 1989), entre otros. Igualmente, hay que 

destacar que varios investigadores han relacionado los efectos neurotóxicos de 

las drogas de abuso con el estrés oxidativo (Almansa et al., 2009; Herrera et 

al., 2003; Johnsen-Soriano et al., 2007; Miranda et al., 2007; Sulzer and Zecca, 

2000). 

El estrés oxidativo se define como una situación de desequilibrio entre 

agentes oxidantes y antioxidantes en favor de los primeros (Sies and de Groot, 

1992). La vida aerobia se caracteriza por una formación constante de 

prooxidantes balanceada por la desaparición de los mismos debida a los RL.  

Los RL son todas aquellas moléculas que contienen en su orbital más 

externo un electrón desapareado, por tanto, el electrón de dicho orbital 

necesitaría de otro para poseer una configuración bioquímica y 

electromagnética estable. Los RL tienden a reaccionar ávidamente con otras 
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moléculas cercanas para completar este orbital incompleto, desestabilizando 

con ello la configuración electrónica de las moléculas con las que reaccionan, 

convirtiéndolas a su vez en especies reactivas y pudiendo producir reacciones 

en cadena. 

La terminología empleada para designar estas especies químicas presenta 

cierta confusión. En el organismo y en condiciones normales, la mayoría de los 

RL proceden de la respiración aerobia y contienen oxígeno, (como el anión 

superóxido y el radical hidroxilo) por este motivo muchos autores los llaman 

especies reactivas de oxígeno (ROS). Estas dos denominaciones no son 

exactamente sinónimos, puesto que algunas ROS no son radicales, como el 

peróxido de hidrógeno o el ácido hipocloroso. Otros autores hablan de 

oxidantes. Por todas estas razones lo habitual es referirse indistintamente a los 

RL, las ROS o los oxidantes.  

 

6.1 Generación de radicales libres 

Los RL proceden de fuentes metabólicas endógenas o de agresiones 

oxidativas externas.  

Dentro de las fuentes endógenas de producción de RL podemos incluir las 

siguientes:  

1. La cadena electrónica mitocondrial (Kas and Blattna, 1986).  

2. Una excesiva actividad de la NADPH fagocitaria (Gabig and Babior, 

1979).  

3. La activación del metabolismo del ácido araquidónico en procesos 

inflamatorios (Winyard et al., 1994). 

4. La deslocalización de metales de transición (Fe2+ y Cu+) de sus 

sitios de depósito (Halliwell and Gutteridge, 1986).  

5. La hiperactividad de la xantina oxidasa (Chambers et al., 1985).  
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6. La activación de la enzima óxido nítrico sintetasa (Beckman et al., 

1990).  

7. Menor capacidad de los mecanismos protectores antioxidantes 

(Giugliano et al., 1996).  

Algunas de las fuentes exógenas de daño oxidativo son:  

1. Radiaciones ionizantes (Fridovich, 1983). 

2. Aumento en la disponibilidad de metales de transición en algunas 

enfermedades metabólicas y en procesos inflamatorias (Halliwell and 

Gutteridge, 1986).  

3. Acción de xenobióticos y fármacos (Trush et al., 1982).  

 

6.2 Papel fisiológico de los radicales libres 

Se ha demostrado la función de los RL en la defensa antimicrobiana y 

antitumoral, también como mensajeros e inductores genéticos (Al-Shabrawey 

et al., 2008; Hardy and Hunt, 2004; Satriano et al., 1993; Zimmerman et al., 

2002). Pueden intervenir en la inactivación o activación de ciertas enzimas, 

(Fillebeen and Pantopoulos, 2002; Minamiyama et al., 2007) o, contribuir a la 

regulación del proceso inflamatorio (Bourbon et al., 2004). Algunos RL también 

intervienen en los procesos de memoria y aprendizaje, ya que  se ha descrito 

que son necesarios para la generación de una adecuada PLP (Klann, 1998). 

De hecho, cuando el receptor de glutamato, NMDA se activa, proceso que se 

produce durante la PLP, aumenta la cantidad de superoxido (Bindokas et al., 

1996). Sin embargo, otros autores indican que la inducción de estrés oxidativo 

puede causar daños en la memoria y el aprendizaje (Farooqui, 2008).  

 

6.3 Papel patogénico de los radicales libres 

Los RL pueden alterar directa o indirectamente varios mecanismos 

celulares y fisiológicos, por medio de los cuales pueden producir en último 
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término apoptosis y muerte neuronal (Li et al., 2002; Paravicini and Touyz, 

2008; Gupta et al., 2007; Svensk et al., 2004; Torchinsky and Toder, 2007). 

Pueden inducir alteraciones de macromoléculas vitales para los seres vivos, 

entre ellas el ADN (provocando mutaciones), lípidos de membrana (provocando 

su peroxidación) o proteínas (alterando actividades enzimáticas).  

Los RL se relaciona con un número elevado de enfermedades, entre otros, 

con la hipertensión (Touyz, 2004), la disfunción cardiovascular (Ramachandran 

et al., 2003), la inflamación (Telfer and Brock, 2004), y enfermedades como la 

diabetes (Arnal et al., 2010; Miranda et al., 2007; Miranda et al., 2004; Muriach 

et al., 2006), el SIDA (Jareño et al., 2002) etc.  

 

6.4 Defensas antioxidantes 

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, cuando está 

presente a concentraciones bajas en comparación con las del sustrato 

oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidación de dicho sustrato 

(Halliwell and Gutteridge, 1986). El término sustrato oxidable incluye casi toda 

macromolécula que se encuentra en las células vivas, como proteínas, lípidos, 

carbohidratos y ADN.  

La desintoxicación de las especies reactivas del oxígeno es uno de los 

requisitos para la vida aerobia, por lo que se ha desarrollado un importante 

sistema defensivo antioxidante formado por recolectores y neutralizadores no 

enzimáticos que se llaman antioxidantes (vitaminas C y E, glutatión, etc.), por 

las enzimas con actividad antioxidante directa, llamadas así por inactivar 

directamente especies reactivas de oxígeno (catalasa, superóxido dismutasa, 

glutatión peroxidasa, etc.), y por las enzimas con actividad antioxidante 

secundaria, que contribuyen al mantenimiento de otros sistemas antioxidantes 

o bien conjugan sustancias derivadas de la acción tóxica de los radicales 

(glutatión S-transferasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, etc.) (Sies, 1991).  
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6.4.1 El sistema glutatión  

Se denomina sistema glutatión, al conjunto formado por el glutatión y las 

enzimas relacionados con su metabolismo, que son además responsables del 

mantenimiento de su estado redox en condiciones fisiológicas (Meister and 

Anderson, 1983). El glutatión es un tripéptido (constituido por ácido glutámico, 

cisteína y glicina) de interesantes propiedades biológicas debido a dos 

características estructurales: el enlace γ-glutamilo que lo protege de las 

peptidasas, y la presencia de un grupo tiol libre (-SH) que lo convierte en un 

compuesto muy reactivo con todo tipo de sustancias e incluso, consigo mismo 

(Meister and Anderson, 1983). Es el tiol no proteico más abundante en 

prácticamente todas las células animales (Dringen, 2000) y su presencia se 

puede explicar por su función de protección frente a la toxicidad del oxígeno. 

Se considera estado del glutatión al equilibrio entre las distintas formas en las 

que este tripéptido se puede presentar (Kosower and Kosowe, 1978). Podemos 

encontrarlo en forma de tiol reducido (GSH), en forma oxidada (GSSG) y en 

forma de disulfuros mixtos en su mayoría GS-S-proteína. El GSSG es 

regenerado de nuevo a su forma reducida por medio de la glutatión reductasa 

NADPH dependiente, que es constitutivamente activa, por ello el GSH es la 

forma más abundante en la célula preparada para contrarrestar el estrés 

oxidativo (Ballatori et al., 2009).  

El glutatión está relacionado con la actividad de diferentes enzimas, 

destacan:  

 -Actividad peroxidasa representada por tres enzimas:  

 1. Glutatión peroxidasa (GPx): es una enzima que contiene selenio, 

capaz de reducir el peróxido de hidrógeno (H2O2) a agua por oxidación del 

GSH. Es la forma más común de actividad peroxidasa en mamíferos y se 

presenta como un importante sistema protector frente a la peroxidación de 

lípidos. La función de este enzima es proteger a las membranas celulares del 

daño oxidativo. El hígado por ejemplo, que es uno de los principales lugares 

para la detoxificación y está expuesto a altos niveles de oxidantes, posee una 

actividad elevada de GPx. Los animales con deficiencias en selenio, presentan 

un descenso de la actividad de esta enzima (Van Vleet et al., 1981).  
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 2. Glutatión transferasa con acción peroxidasa: Algunos isoenzimas de 

la glutatión S-transferasa también tienen actividad frente a hidroperóxidos 

orgánicos, mientras que no la tienen frente al peróxido de hidrógeno. Bajo 

condiciones de deficiencia de selenio en la rata, la GPx está disminuida 

mientras que la actividad glutatión transferasa está aumentada (Scharmm et 

al., 1985).  

           3. Glutatión peroxidasa frente a fosfolípidos peroxidados: actúa sobre 

fosfolípidos oxidados de membranas biológicas. Es un monómero y ha sido 

descubierto como una seleno enzima distinta de la clásica GPx basándose en 

su cDNA y secuencia aminoácida. 

 

            

Glutamato

ATP Cisteína

γ-Glutamilcisteína

ATP Glicina

ADP + Pi

2 GSH

Reducido
NADP+ H2O2

NADPH + H+
GSSG

oxidado
2 H2O

ADP + Pi

γ-Glutamilcisteína sintasa

Glutation 

reductasa

Glutation 

peroxidasa

Glutation sintasa

   

Figura 7: Esquema de la síntesis de glutatión. (Adaptado de Massaad  et al. 2011). 
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6.5 Sistema dopaminérgico y estrés oxidativo  

Como consecuencia del consumo de cocaína se produce un aumento de 

DA libre en la hendidura sináptica. La actividad de este neurotransmisor se 

regula por dos mecanismos, en el primero de ellos la DA se reasimila en la 

neurona presináptica (70-80%), función que está bloqueada por la cocaína 

(Nestler, 2005), y el segundo es el metabolismo de la DA  (Amara and Kuhar, 

1993). La DA se metaboliza también por medio de dos mecanismos, el primero 

de ellos se produce intracelularmente por medio de una enzima mitocondrial, 

monoamina oxidasa (MAO), generándose H2O2, y el segundo mecanismo es 

por medio de la autooxidación de DA generando anión superóxido y H2O2 

(Hastings, 1995). Cuando se consume cocaína la DA se metaboliza 

principalmente por medio de la autoxidación generando gran cantidad de RL, 

pudiéndose inducir estrés oxidativo y muerte celular en las neuronas 

dopaminérgicas y neuronas adyacentes (Jones et al., 2000).  

Debido a estos antecentes, se puede pensar que el consumo de cocaína 

puede llevar consigo un aumento de estrés oxidativo y ser uno de los 

mecanismos por los cuales daña el SNC. De hecho, ha sido demostrado un 

cambio en las defensas antioxidantes (Dietrich et al., 2005; Macêdo et al., 

2005; Muriach et al., 2010; Peraile et al., 2013; Uys et al., 2011; Pomierny-

Chamiolo et al., 2013) y en RL (Bashkatova et al., 2006; Numa et al., 2011).  

 

6.6 Muerte celular por apoptosis 

La apoptosis es una forma de muerte celular morfológicamente distinta que 

juega un papel central en la embriogénesis y en la homeostasis de los tejidos. 

Los cambios ultraestructurales que caracterizan a la apoptosis fueron descritos 

por primera vez por Kerr (1972), como condensación de la cromatina del 

núcleo, segmentación del núcleo y formación de burbujas en la membrana para 

finalmente dar lugar a la desintegración celular y a la formación de los cuerpos 

apoptóticos los cuales a su vez serán fagocitados por los macrófagos, sin 

pérdida alguna del contenido celular al exterior. La apoptosis provee al 

organismo de un método seguro para mantener la integridad de los tejidos, 
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permitiéndole eliminar las células dañadas o anormales sin comprometer a las 

células vecinas (Kerr et al., 1972).  

La apoptosis puede subdividirse en tres etapas de señalización molecular 

diferentes: iniciación, activación de sistemas efectores y de activación del 

sistema regulador. 

La iniciación se vincula principalmente a la activación de la familia de 

proteínas relacionadas con la Bcl-2 reguladora de la apoptosis. Bcl-2 pertenece 

a una familia de productos genómicos que pueden actuar como proteínas 

inhibidoras de la apoptosis (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1 y A1) o 

con proteínas inductoras de apoptosis (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bad, Bid, Bik y Hrk). 

Se unen a estas los factores de transcripción, tales como el NF-κB, p53, c-Jun 

y c-Fos. 

La etapa de activación del sistema de degradación de la apoptosis se 

caracteriza por la activación de una familia de proteasas, las caspasas, 

encargadas del desmantelamiento y ejecución celular. Las caspasas cortan 

gran variedad de polipéptidos intracelulares que incluyen elementos 

estructurales del citoplasma y del núcleo, componentes de la maquinaria de 

reparación del ADN y un gran número de proteínas cinasas. La detección de 

activación de las caspasas es otro de los criterios para implicar la apoptosis 

como mecanismos de muerte neuronal en tejido cerebral. 

La muerte por apoptosis puede ocurrir como consecuencia de exposición a 

agentes físicos, a agentes tóxicos, por infección viral y otros mecanismos 

inmunológicos (Hockenbery et al., 1993; Maiese et al., 2007). Esta gran 

heterogeneidad de los promotores de la apoptosis sugiere que son muchos 

mecanismos que conducen a las células a la apoptosis. 

 

6.6.1 Efector de la apoptosis. Caspasas 

En el mecanismo molecular que conduce a la apoptosis intervienen 

numerosos agentes, de los cuales uno de ellos es el complejo de cisteinil-

aspartato proteasas (caspasas). Se han descrito 11 caspasas en células 

humanas que provocan una degradación proteica bien definida hasta llegar a la 

http://es.wikipedia.org/wiki/Caspasa
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formación de cuerpos apoptóticos. Algunas caspasas son "iniciadoras" y otras 

"efectoras" del proceso catalítico, actuando sobre endonucleasas que son las 

responsables directas de la fragmentación del ADN.  

Como presentamos en la Figura 8, la activación de las caspasas, que 

existen en calidad de pro-caspasas inactivas, se produce por diversas vías en 

las que participan varios complejos moleculares (Santiago et al., 2006). 

a) Vía extrínseca de apoptosis: 

La vía extrínseca o de los "receptores de muerte" establece conexiones 

con el espacio extracelular, recibiendo señales proapoptóticas desde el exterior 

y de las células vecinas. Dos familias de receptores se han identificado con 

estas características: la proteína Fas y el TNF. 

b) Vía intrínseca de apoptosis o mitocondrial  

Otra vía de inducción de apoptosis es la vía llamada mitocondrial. Las 

proteínas de la familia de Bcl-2 regulan la apoptosis ejerciendo su acción sobre 

la mitocondria. La activación de proteínas pro-apoptóticas de la familia de Bcl-2 

produce un poro en la membrana externa de las mitocondrias que permite la 

liberación de numerosas proteínas del espacio intermembrana; entre ellas, el 

citocromo c. 

El citocromo c, una vez en el citosol, activa un complejo proteico llamado 

"apoptosoma", que activa directamente a la caspasa-9. Una vez que la 

caspasa-9 está activada, ésta activa a las caspasas efectoras como la 

caspasa-3, lo que desencadena las últimas fases de la apoptosis. 

Una vez activado el apoptosoma, éste cliva a la procaspasa 3, activando la  

caspasa 3. Por otro lado a la salida de citocromo c desde la mitocondria, otra 

proteína llamada SMAC/DIABLO la cual es inhibidor de los inhibidores de 

caspasas (IAPS) sale de la misma. Así se tiene una vía en la que la caspasa 

efectora está libre de actuar (dado que sus inhibidores fueron evitados por 

SMAC/DIABLO) y la apoptosis continúa de forma natural. 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Endonucleasa&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Fas
http://es.wikipedia.org/wiki/Bcl-2
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Citocromo_c&action=edit&redlink=1
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Figura 8: Esquema mostrando las dos principales vías que dan lugar a la apoptosis: la vía 

extrínseca  a través de las proteínas TNF y FAS; y la vía intrínseca a través de la mitocondria y 

la liberación de citocromo-c. 

Las caspasas están reguladas a nivel postraduccional, asegurando así que 

puedan ser activadas rápidamente. En un primer momento son sintetizadas 

como zimógenos inactivos (pro-caspasas) con su estructura clásica consistente 

en un prodominio, una subunidad pequeña y una subunidad grande. Estas 

moléculas responden a estímulos, ocasionando el agrupamiento de las 

caspasas iniciadoras, lo que les permite autoactivarse y así proceder a activar 

a las caspasas efectoras. Existen tres mecanismos generales de activación de 

caspasas (Zou et al., 1997): 

1. Activación por otra caspasa: también conocida como cascada de caspasas. 

Es un método útil para amplificar e integrar las señales proapoptóticas, pero 

no pueden explicar cómo se activó la primera caspasa.  

2. Activación inducida por proximidad: la caspasa-8 es la caspasa iniciadora 

clave en la vía de los receptores de muerte.  

3. Asociación con una subunidad reguladora: el mecanismo de activación más 

complejo es el utilizado por la caspasa-9. Al contrario que en otras 

caspasas, el procesamiento proteolítico de la procaspasa-9 tiene un efecto 

mínimo en su activación. El requerimiento clave para la activación de la 

caspasa-9 es su asociación con un cofactor de proteínas, Apaf-1. También 

es necesario el citocromo c liberado por la mitocondria. La activación de la 

http://es.wikipedia.org/wiki/Zim%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Citocromo_c&action=editredlink
http://es.wikipedia.org/wiki/Mitocondria
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caspasa-9 es debida a un cambio conformacional, no a exclusivamente a la 

proteolisis. 

La activación de la caspasa-3 presenta la gran ventaja de que es un evento 

que tiene una alta correlación con la inducción de la apoptosis, por lo que no 

existe la incertidumbre presente en otros marcadores en los que su presencia o 

ausencia no es determinante en el proceso de muerte celular programada 

(Moreno et al., 2000). 

Por todo lo expuesto podemos concluir que la presencia de caspasa 

activadas, en último término de caspasa-3, sería un marcador fiable de 

apoptosis celular como se ha expuesto en diferentes trabajos. Ceccatelli et al, 

describieron como en secciones del SCN de ratones neonatales las neuronas 

morían por apoptosis vía activación de las caspasas y el proceso era inhibido 

por Bcl-2 (Ceccatelli et al., 2004). 

 

6.6.2 Estrés oxidativo y apoptosis 

Hoy en día existen numerosos estudios que relacionan la presencia de 

estrés oxidativo como mecanismo desencadenante de apoptosis vía 

mitocondrial. Annunziato (2003) en estudios con cultivos neuronales, afirmaban 

la implicación del estrés oxidativo como desencadenante de la cascada de 

caspasas, activando la caspasa-3 y dando lugar a una muerte por apoptosis 

independiente de concentraciones de Ca+2 (Annunziato et al., 2003). Donovan 

(2001), demostraron la presencia de RL como necesarios para contribuir a la 

muerte por apoptosis de fotoreceptores en cultivo, considerando a la caspasa-3 

como el principal desencadenante de la apoptosis (Donovan et al., 2001) e 

inhibiéndose esta apoptosis por la administración de un antioxidante como el 

CR-6 (Sanvicens et al., 2004). 

La relación entre caspasas y estrés oxidativo se evidencia por la 

localización de estas proteínas activadas en lugares de generación de RL como 

son la mitocondria y el retículo endoplásmico (Allsopp et al., 1993).  
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6.6.3 Apoptosis y drogas de abuso 

La inducción de la muerte neuronal por medio de la apoptosis por algunas 

drogas de abuso ha sido ampliamente documentada. La muerte celular 

programada puede ocurrir por rutas diversas y la indentificación de estas rutas 

inducidas por las drogas de abuso puede ayudar a construir estrategias para la 

prevención de ese daño neuronal.  

Así, por ejemplo, se ha documentado que tras el consumo crónico de 

alcohol se eleva el número de neuronas hipocampales que mueren por 

apoptosis (Herrera et al., 2003). Además, el alcohol también afecta a las 

neuronas durante el desarrollo cerebral (Ullah et al., 2011), el consumo de 

anfetaminas también provoca muerte neuronal (Krasnova et al., 2005; Warren 

et al., 2007), así como el consumo de opiáceos (Tramullas et al., 2008).  

 

6.7 Óxido nítrico y estrés nitrosativo 

El óxido nítrico es una molécula caracterizada por su alta liposolubilidad y 

por tener una vida media corta. Tiene funciones señalizadoras en el SNC y 

periférico. Está implicado en numerosos procesos fisiológicos y patológicos en 

el cerebro, como la neurotransmisión (Garthwaite et al., 1988), la modulación el 

tono vascular (Palmer et al., 1987), del sistema inmune (Knowles et al., 1989)  

y del cardiovascular (Barañano et al., 2001). También participa en procesos de 

neurogénesis, diferenciación neuronal, y desarrollo (Contestabile and Ciani, 

2004; Estrada and Murillo-Carretero, 2005; Mize and Lo, 2000), memoria, 

aprendizaje y otros comportamientos (Garthwaite, 2008; Golombek et al., 2004; 

Nelson et al., 2006; Susswein et al., 2004) y en procesos de neuropatología y/o 

neuroprotección (Calabrese et al., 2007; Contestabile et al., 2003; Dawson and 

Dawson, 1998; Keynes and Garthwaite, 2004). También se ha visto que el 

consumo de drogas puede afectar a algún aspecto del óxido nítrico (Bonthius et 

al., 2008; Loftis and Janowsky, 2000; Przewlocka et al., 1994). 

En general a bajos niveles, el óxido nítrico puede mediar efectos 

protectores, mientras que su sobreproducción puede inducir daños en el tejido 

(Garthwaite, 2008). Estos daños se pueden producir porque existen también las 
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especies reactivas de nitrógeno que derivan del metabolismo del óxido nítrico. 

El óxido nítrico, debido al electrón desapareado que presenta en su orbital más 

externo es por sí mismo un radical, pero además, en su metabolismo tienen 

lugar reacciones con el oxígeno molecular, metales de transición o tioles que 

darán lugar a la producción de ROS como el peroxinitrito (ONOO-), trióxido 

dinitrógeno (N2O3), dióxido de nitrógeno (.NO2), o nitratos (NO3
-) y nitritos  

(NO2
-), destacando entre ellas el primero por su alta reactividad. Otra 

caracerística del óxido nítrico es su alta capacidad para reaccionar con el anión 

superóxido y generar un peroxinitrito muy reactivo (Radi et al., 1991). Por lo 

tanto, también existe el concepto de estrés nitrosativo, que se produce cuando 

existe una producción excesiva o desregulada del óxido nítrico (Hausladen and 

Stamler, 1999). Esta situación puede ocurrir in vivo en distintas patologías, 

entre ellas las asociadas a procesos inflamatorios, neurotoxicidad, isquemias o 

durante la neurotransmisión que tiene lugar mediante activación de receptores 

NMDA (Heinzel et al., 1992).  

El óxido nítrico es sintetizado a partir de la L-arginina en una reacción 

catalizada por la óxido nítrico sintasa (NOS) en presencia de oxígeno y 

NADPH, la cual también genera L-citrulina y NADP- (Knowles and Moncada, 

1994) (Figura 9).  

Óxido nítrico sintasaL-arginina + 2 O2 + NADPH ON + L-citrulina + NADP + + H+

 
 

Figura 9: Esquema de la reacción catalizada por la óxido nítrico sintasa 

 

La NOS es activa como un homodímero y tiene dos dominios, uno 

reductasa y otro oxigenasa. El dominio oxigenasa contiene tres cofactores 

unidos (BH4, Heme y Zinc) y funciona como el sitio activo de la enzima. El 

dominio reductasa posee también tres cofactores (NADPH, flavina adenina 

dinucleótido FAD y flavina mononucleótico FMN) y funciona principalmente 

como una transfector de electrones. La enzima para ejercer su actividad 

adecuadamente necesita dos Calmodulinas (CaM), que ejercen de nexo de 

unión entre los dos dominios (Massaad and Klann, 2011).  
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Dominio reductasa

Dominio oxigenasa

BH4            Heme

Zinc
FAD NADPH

FMN

CaM

CaM

 

 

Figura 10: Esquema de la enzima óxido nítrico sintasa 

 

Una característica interesante de la NOS, es que en ausencia o en bajas 

cantidades de L-arginina produce ROS en vez de óxido nítroco (Heinzel et al., 

1992). Por lo tanto puede contribuir al aumento de RL.  

Existen dos formas constitutivas de NOS, la endotelial (eNOS) que se 

encuentra en las células endoteliales y la neuronal (nNOS). Existe una tercera 

isoenzima denominada inducible (iNOS), que raramente se presenta en 

condiciones fisiológicas, pero puede ser expresada en numerosos tipos 

celulares (microglía, macrófagos) en respuesta a determinados estímulos 

(Garthwaite, 2008). 

De las tres isoenzimas, la nNOS es la principal forma expresada en el 

cerebro (Liu et al., 2002), donde el óxido nítrico es sintetizado por neuronas 

específicas que expresan dicha isoenzima (Bredt et al., 1990; Rodrigo et al., 

1994).  
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La cocaína es una droga psicoestimulante que produce adicción. Tiene 

numerosos efectos sobre el SNC, y se puede decir que induce una usurpación 

de mecanismos neurales de aprendizaje y memoria bajo circunstancias 

normales que pueden dar lugar a un deterioro en la cognición, aprendizaje y 

memoria. Sin embargo, aún no se conocen bien los mecanismos moleculares 

por los cuales causa esos daños, y urge la necesidad de encontrar un 

tratamiento que ayude a paliar los efectos negativos asociados a cocaína, por 

lo tanto se plantea que: 

 

 

 

La cocaína administrada de forma continuada induce cambios a nivel molecular 

y funcional sobre el SNC. El topiramato es capaz de prevenir estas 

alteraciones. 
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1. Estudiar si existen alteraciones funcionales, en concreto en el 

aprendizaje, y en la recuperación de la memoria de experiencias 

adquiridas previamente al consumo de cocaína.  

2. Comprobar los cambios en la actividad de NF-κB inducidos por la 

cocaína en el cerebro de rata. 

3. Caracterizar los cambios inducidos por la cocaína en el cerebro de 

rata, estudiando la posible implicación del estrés oxidativo, apoptosis, y 

actividad de la enzima nNOS. 

4. Estudiar la expresión de CREB, y proteínas relacionadas, así como su 

relación con diferentes rutas de señalización y la cocaína. 

5. Comprobar el efecto de un tratamiento preventivo con topiramato, 

sobre las posibles modificaciones observadas en el estudio tras 20 días 

de administración de cocaína.  
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1. TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES  

1.1 Condiciones de estabulación 

Para este trabajo se utilizaron ratas macho de raza Wistar que procedían 

de una camada original de Charles Rivers (España). Los animales utilizados 

tenían un peso al inicio del experimento de unos 300 g aproximadamente. En 

todos los casos se dejaron aclimatar al menos una semana antes de iniciar los 

experimentos.  

La estabulación fue realizada en las instalaciones que la Universidad CEU 

Cardenal Herrera tiene acondicionadas para ello. Durante la estabulación, los 

animales se mantuvieron en jaulas bajo condiciones controladas de 

temperatura (20°C) y humedad (60%), y ciclos constantes de luz-oscuridad de 

12 horas, de 08:00 a 20:00 y de 20:00 a 08:00. Durante su estabulación y los 

experimentos los animales tuvieron libre acceso a agua y a una dieta estándar 

para pequeños animales de laboratorio, fabricada y distribuida por Letica 

(España).  

 

1.2 Manejo de los animales 

La manipulación y cuidado de los animales se realizó siguiendo la normativa 

española, Real Decreto 1201/2005, sobre protección de los animales utilizados 

para experimentación y otros fines científicos. Los ensayos experimentales 

llevados a cabo fueron aprobados por el comité ético de la Universidad CEU 

Cardenal Herrera y el número de animales se redujo al mínimo necesario para 

garantizar la fiabilidad de los resultados obtenidos. El sacrificio de los animales 

se llevó a cabo mediante la técnica más incruenta, rápida e indolora que, por 

otra parte, no influyera en las variables consideradas en cada experimento. Las 

ratas fueron sacrificadas con una sobredosis de anestésico (Dolethal ® 

solución inyectable, Madrid, España). 
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2. MODELO EXPERIMENTAL 

Para este trabajo se realizaron dos experimentos con un planteamiento 

similar. Teniendo como base la administración de cocaína y el estudio del 

comportamiento influenciado por la administración del psicoestimulante.  

En el primero de los experimentos, las ratas, después de la semana de 

aclimatación, fueron separadas en 4 grupos y se les administraba cocaína y/o 

topiramato durante 20 días. Un grupo fue el control al cual se le administraba 

suero salino (0.9%). El grupo control y topiramato recibió suero salino y 

topiramato. Al grupo cocaína se le administró cocaína durante todo el tiempo 

que duró el experimento y por último el grupo cocaína y topiramato se le 

administró conjuntamente la droga y fármaco topiramato.  

La cocaína (Sigma-Aldrich, USA) se administraba por vía intraperitoneal a 

los individuos del grupo correspondiente, con una dosis diaria de 15 mg/kg. 

Cómo vehículo fue usado el suero salino (0.9%), siendo comprobado que este 

vehículo no tiene efecto sobre los parámetros a estudiar.  

El topiramato (Topamax®, Jassen-Cilag, S.A., España) se administraba por 

vía oral mediante sonda gástrica para ratas, a una dosis diaria de 10 mg/kg. Se 

utilizó como vehículo suero salino (0.9%).  

Las dosis tanto de la cocaína como la de topiramato se seleccionaron en 

base a estudios previos (Farook et al., 2007; Ishikawa et al., 2009; Rigoulot et 

al., 2003; Schroeder et al., 2009). 

El segundo de los experimentos tuvo una duración de 36 días. Las ratas se 

dividieron en dos grupos, uno control y otro cocaína. La cocaína se administró 

por vía intraperitoneal con la misma dosis que en el anterior experimento, 15 

mg/kg. El grupo control en su defecto recibió suero salino (0.9%) ajustado a la 

dosis correspondiente.  
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3. LABERINTO DE AGUA DE MORRIS 

La memoria y el aprendizaje espacial se han estudiado siguiendo una 

variante del laberinto de agua de Morris (Morris et al., 1982) realizada en 

nuestro laboratorio (Muriach et al., 2010).  

Brevemente, el comportamiento se puede separar en dos bloques. En 

primer lugar, antes de la administración de las drogas, las ratas son entrenadas 

en la tarea del laberinto de agua para posteriomente, el último día de 

administración de las drogas evaluar el efecto de las mismas en la memoria y 

el aprendizaje. 

Las ratas son entrenadas para encontrar una plataforma escondida de 10 

cm de diámetro 4 cm por debajo del agua. La tarea se realiza en una piscina 

redonda de unos 2 m de diámetro, dividida en cuatro cuadrantes, el cuadrante 

donde se coloca la plataforma se denomina cuadrante diana.  Esta tarea se 

basa en la capacidad de las ratas de aprender donde se encuentra la 

plataforma observando pistas visuales situadas alrededor de la piscina. Por lo 

tanto, las ratas aprenden donde está la plataforma invisible y se suben a ella. El 

parámetro que se mide es la latencia, el tiempo en segundos que la rata tarda 

en subirse a la plataforma hasta un máximo de 90 segundos. Además también 

se registra el número de veces que la rata entra en el cuadrante diana.  

La tarea se realiza en una habitación específica para ello. En todo momento 

la temperatura del agua está controlada (24ºC ± 2ºC) y además las condiciones 

de luz son las mismas durante todo el tiempo que en el que se desarrolla el 

laberinto.  
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Plataforma escondida

Cuadrante diana

 

 

Figura 11: Esquema de la piscina del laberinto de agua de Morris 

Antes del inicio de la administración de las drogas, se inicia el 

entrenamiento. Durante 3 días consecutivos las ratas realizan 3 pases cada día 

de la tarea, resultando 9 pases en total. Cada pase comienza poniendo a la 

rata en el agua de forma aleatoria, esta debe encontrar la plataforma 

escondida. Si la rata no encuentra la plataforma en ese tiempo, el 

experimentador la guía hasta la misma, y se deja allí durante 15 segundos. El 

primer pase es diferente al resto, ya que el animal es colocado inicialmente en 

la plataforma durante 15 segundos, de modo que pueda aprender donde se 

localiza la plataforma tomando referencias visuales.  

Antes de iniciar cada pase, las ratas son depositadas en una jaula de 

estabulación en ausencia de agua y comida durante 45 min en la habitación 

donde se estudia el comportamiento. Durante todo el tiempo que dura este 

estudio, cada rata tiene asignada la misma jaula. Al final de cada pase también 

son depositadas en esta jaula durante 1 hora, y transcurrido este tiempo son 

devueltas a su jaula original.  

Después de la fase de entrenamiento las ratas son asignadas a los grupos 

correspondientes de forma aleatoria y se inicia la administración de las 

diferentes drogas. Las ratas que no son capaces de aprender la tarea son 

eliminadas de los estudios de comportamiento.  

El último día de administración de las drogas se realiza la segunda parte del 

estudio del comportamiento, que consiste en identificar como afectan las 

drogas al aprendizaje y memoria espacial. Para ello, se realizan 3 nuevos 
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pases del laberinto de agua durante un solo día (pases 10-12) de la misma 

forma que durante el entrenamiento. La plataforma está colocada en la misma 

posición que en la fase de entrenamiento. Además de eso, se ejecuta el test de 

transferencia, que consiste en realizar otro pase más, pero cambiando la 

plataforma de cuadrante. 

 

ADMINISTRACIÓN DE LAS DROGASENTRENAMIENTO

Pases 1 - 9

MEMORIA Y 

APRENDIZAJE 

Pases 10-12

TEST DE 

TRANSFERENCIA 

 

Figura 12: Esquema general de la tarea del laberinto de agua de Morris 

 

4. OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 

4.1 Orina   

Las muestras de orina se obtuvieron por punción en la vejiga en el momento 

del sacrificio. Esta se recogió para asegurarnos de la presencia de cocaína en 

los animales pertenecientes al grupo administrado con la droga. 

 

4.2 Tejido nervioso 

Transcurrido los experimentos, las ratas fueron sacrificadas como se ha 

indicado anteriormente, y fueron divididas en dos grupos. El primer grupo de 

ratas se destinó para el estudio de las defensas antioxidantes, realizar 

westerns blot y medir la actividad del NF-κB. En este caso el cerebro fue 

extraído rápidamente después del sacrificio, y el hipocampo y la corteza frontal 

fueron diseccionados. El tejido nerviso fue homogenizado con métodos 

diferentes según el análisis que se le quisiera realizar posteriormente. El 

segundo de los grupos fue destinado a histoquímica, en este caso las ratas 

tuvieron que ser perfundidas. 
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4.2.1 Estudio de las defensas antioxidantes 

Para el análisis de los parámetros bioquímicos, las muestras (hipocampo y 

corteza frontal) se homogenizaron manualmente introduciéndolas en un 

homogenizador de vidrio, con 1ml de tampón fosfato potásico 0,1M, pH 7.0, a 

una temperatura de 4°C. Los homogenados se centrifugaron 2 minutos a 6.000 

rpm y el sobrenadante se conservó a -20ºC hasta su utilización para la 

determinación de proteínas y actividad de la enzima GPx. 

Para la determinación del glutatión, inmediatamente después de la 

centrifugación, 180µl del sobrenadante se acidificaron con 20µl de ácido 

perclórico (Panreac, España) al 20% y se conservaron a –20°C hasta la 

determinación de la concentración de este antioxidante endógeno.  

 

4.2.2 Determinación de la actividad de NF-κB 

Para la determinación de la actividad de NF-κB separamos la fracción 

nuclear de la fracción citoplasmática siguiendo el siguiente protocolo.  

Las soluciones empleadas fueron las siguientes: 

- Solución A pH 7.9  

Hepes (Sigma, España) 10mM, KCl (Panreac, España) 5mM, 

EDTA (Panreac, España) 0.1mM, EGTA (Sigma, España) 0.1mM. 

- Solución C pH 7.9  

Hepes 20mM, NaCl (Panreac, España) 0.4M, EDTA 1mM, EGTA 

1mM). 

 

- Solución A de trabajo: Solución A 

     Ditiotreitol 100mM (Fluka, España) 

     IGEPAL 0.05% (Sigma, España) 

     Complete 1x (Biotest, España) 

     NaF 10mM (Sigma, España) 

     Na3V04 200mM (Sigma, España) 

- Solución C de trabajo: Solución C 

     Ditiotreitol 100mM (Fluka, España) 
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     Complete 1x (Roche, España) 

     NaF 10mM (Sigma, España) 

           Na3V04 200mM (Sigma, España) 

El tejido diseccionado, tanto el hipocampo como la corteza frontal, fue 

homogenizado manualmente con 500μl de la solución A de trabajo. 

Posteriormente fue dejado en 4ºC durante 15 minutos, tras los cuales, las 

muestras fueron centrifugadas a 850 g durante 10 minutos a 4ºC. El 

sobrenadante fue separado del pellet y almacenado, por ser este parte de la 

fracción citoplasmática. Al pellet se le añadieron 400μl de la solución A de 

trabajo, fue agitado mediante vortex e incubado 15 min a 4ºC. Seguidamente 

se centrifugó a 10.000 g durante 30 segundos a 4ºC. El sobrenadante fue 

recogido y almacenado ya que también es parte de la fracción citoplasmática. 

Al pellet restante se le añadieron 150μl de la solución C de trabajo, este se 

agitó usando el vortex y se volvió a incubar 15 min a 4ºC. Posteriormente la 

muestra se centrifugó a 10.000 g durante 5 minutos a 4ºC. El sobrenadante 

recogido es la fracción nuclear. Tanto la fracción citoplasmática como la 

nuclear se almacenaron a -20ºC para su posterior uso.  

Para comprobar que el proceso de fraccionamiento celular se realiza 

adecuadamente, se elabora un western blot, para detectar una proteína 

exclusiva de núcleo. 

 

4.2.3 Análisis mediante wester blot 

El tejido seleccionado para western blot fue homogeneizado con el tampón 

de lisis (1 % tritonX-100, 50mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl) suplementado 

con 1mM de DTT, 10mM NaF, 1mM de Na2VO4 y 1x del inhibidor de proteasas 

Complete mini (Roche, España). Cuando finaliza la homogenización, el tejido 

fue incubado durante 30 minutos a 4ºC, ya por último se centrifugó durante 20 

minutos a 13.000 rpm, quedándonos el sobrenadante, siendo almacenado a       

-20ºC para su uso posterior.  
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4.2.4 Histoquímica 

Las ratas seleccionadas para este fin se perfundieron con suero salino 

(0.9%), seguido de una solución de paraformaldehido (Panreac, España) al 4% 

en 0.1 M tampón fosfato, pH 7.4. Los cerebros fueron extraídos y postfijados en 

la misma solución de paraformaldehido durante 24 horas. Después estos se 

depositaron en una solución de tampón fosfato salino (PBS) al 30% de 

sacarosa (Sigma, España). Por último se incluyeron en cryobloc compound 

(DiaPath, España) y se conservaron a -80ºC.  

 

5. DETERMINACIÓN DE COCAÍNA EN ORINA 

La determinación de cocaína en orina se realiza por medio de tiras de 

detección en orina (Gernon, España). Se basa en un método 

inmunocromatográfico. Biológicamente la cocaína se metaboliza rápidamente 

para generar benzoilecgonina, esta puede detectarse hasta 3 días después del 

consumo de cocaína en la orina.   

 

6. ESTUDIO DE LAS DEFENSAS ANTIOXIDANTES 

6.1 Determinación de proteínas  

El contenido de proteínas de las muestras que se usaron para la 

determinación de defensas antioxidantes, se realizó según el procedimiento 

descrito por Lowry (1951) (Lowry et al., 1951), con las modificaciones utilizadas 

habitualmente en nuestro laboratorio (Peterson, 1977) y que a continuación se 

detallan. 

Se emplearon las siguientes soluciones:  

 - Solución 1: Na2CO3 4% (Sigma, España), NaOH 0.8% (Fluka, España).  

 - Solución 2: CuSO4 1.25 mM (Fluka, España), C4H4KNaO6 1.42 mM 

(Fluka, España).  

Las soluciones A y B se conservan a 4ºC hasta su utilización.  

 - Solución 3: Reactivo de Folin-Ciocalteu 1N (Sigma, España). 
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 - Solución 4: Solución estándar de albúmina sérica bovina (BSA) 1 

mg/ml (Sigma, España).  

El procedimiento desarrollado es muy sencillo. Se preparan tubos de 

ensayo con cantidades diferentes de la solución 4 (0,10, 25, 50, 75, 100µl) para 

realizar una recta patrón y con dos cantidades distintas de cada muestra (10 y 

25µl) para identificar las proteínas de cada una de ellas. Se añade agua 

bidestilada hasta 200µl. Se mezclan las soluciones 1, 2a y 2b en una 

proporción 2:1:1, respectivamente y a cada tubo de ensayo se le añade 1ml de 

esta mezcla. Se deja reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente, 

tras lo cual se añaden 100µl de la solución 3 a cada uno de los tubos. Se agita 

bien y se incuba durante 20 minutos. 

La absorbancia de cada una de las soluciones se mide en un 

espectrofotómetro (JENWAY 6300), a una longitud de onda de 696nm. La 

absorbancia obtenida es directamente proporcional a la concentración de 

proteínas. Con los valores de absorbancia de los distintos estándares 

obtenemos la recta patrón y por extrapolación obtenemos las concentraciones 

de proteínas que queremos conocer. 

 

6.2 Determinación del Glutatión 

La concentración de GSH en las distintas muestras se determina por el 

procedimiento descrito por Reed (1980) (Reed et al., 1980). El método se basa 

en la reacción del ácido iodoacético con los grupos tioles para formar derivados 

carboximetilos, seguido de una derivatización cromófora de los grupos amino 

con el reactivo de Sanger (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno), dando lugar a 

derivados N-DPN. Estos derivados son rápidamente separados por 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC), lo que permite la cuantificación 

de niveles nanomolares de GSH, GSSG y aminoácidos relacionados.  

Se ha trabajado con un equipo de HPLC de la marca Gilson que consta de 

los siguientes componentes: 

- Bombas 322 PUMP  

- Detector UV/VIS-156 
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- Autoinyector 234 

- Desgaseador 864 

- Software: Unipoint 

La columna cromatográfica de separación empleada es una Kromasil 

Amino, de 250 x 4,6 mm (Análisis vínicos S.L., España). Las condiciones 

iniciales del flujo son de 1 ml/min, 80 % de la fase móvil A y 20 % de la fase 

móvil B. Estas condiciones iniciales son mantenidas durante 10 minutos 

seguidas de un gradiente lineal hasta el 95 % de la fase móvil B durante 40 

minutos y reequilibrado con las condiciones iniciales durante 10 minutos antes 

del análisis de la siguiente muestra. La longitud de onda utilizada es de 365nm. 

El rango del detector ultravioleta empleado es 0,005 y el tiempo de respuesta 

de 5 segundos.  

La fase móvil A se prepara con metanol a 80% y la fase B se prepara con 

acetato de sodio 5M en metanol al 80%. Posteriormente se filtran a través de 

un filtro-membrana (Scheider y Scuell) de 0,45µm de poro y 47mm de diámetro.  

La solución madre de calibración está compuesta por GSH reducido 10mM 

(Sigma, España), se prepara diariamente y se mantiene a 4°C. La solución 1 es 

una preparación de ácido iodoacético 100mM (Sigma, España) y m-cresol 0,2 

mM (Acros). La solución 2 es una preparación de DNFB (1-fluoro-

2,4dinitrobenceno) (Sigma, España) 1,5 % v/v etanol puro también se prepara 

cada día y se conserva a 4°C protegida de la luz.  

El procedimiento parte de 100μl de muestra sobre los que se añaden 20 μl 

de solución 1. Posteriormente cada mezcla se ajusta a un pH de 8,5-9 por 

adición de KHCO3 2,4 M (Sigma, España) en KOH 2M (Sigma, España). 

Incubamos durante 30 minutos a temperatura ambiente antes de la adición de 

1-fluoro-2,4-dinitrobenceno para formar los derivados N-DNP los cuales 

requieren 4 horas en oscuridad a 4ºC para su formación. Posteriormente se 

centrifugan 10 minutos a 13.000 rpm y el sobrenadante se utiliza para el 

análisis en el equipo de HPLC. 

 En cada medida se prepara una curva de calibración de estándares (0; 20; 

40; 60; 80; 100µM). El área del pico obtenido es directamente proporcional a la 
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concentración de GSH en la muestra, que se calcula por interpolación en la 

recta de regresión obtenida con los estándares.  

 

6.3 Determinación de la actividad glutatión peroxidasa  

La actividad de GPx se determinó según el método propuesto por Lawrence 

(Lawrence et al., 1978) frente al peróxido de hidrógeno. Está basado en las 

siguientes reacciones: 

 
                                       GSH Peroxidasa 
H2O2  + 2 GSH                                                  2 H2O  +  GSSG 
  
                                        GSH Reductasa  

GSSG + NADPH+ + H+                                      2 GSH + NADP     

 

La formación del glutatión oxidado (GSSG) está catalizada por la actividad 

GPx de la muestra, que es, a su vez, reducido de forma continua por un exceso 

de la actividad GSH reductasa presente en el medio. Esta reducción requiere la 

oxidación de NADPH, cuya desaparición se registra espectrofotométricamente 

utilizando una longitud de onda de 340 nm. 

Las soluciones empleadas fueron las siguientes:  

- Solución A. Tampón fosfato potásico 0.1 M, pH 7.0, que contiene 

EDTA 1 mM y azida sódica 1 mM (Sigma, España)  

- Solución B. GSH reductasa 2.4 U/mL (Sigma, España) 

- Solución C. GSH 10 mM  

- Solución D. NADPH 1.5 mM (Roche, España) disuelto en NaHCO3 al 

0.1% (Sigma, España) 

- Solución E. H2O2 1.5 mM (Sigma, España) 

El procedimiento analítico consiste en la adición de forma sucesiva a una 

microcubeta de las siguientes cantidades de las distintas soluciones:  

  1. 550 µl de la solución A (tampón fosfato potásico).  

  2. 50 µl de muestra.  
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  3. 100 µl de la solución de GSH reductasa (solución B).  

  4. 100 µl de la solución C.  

 

Estas soluciones se preincuban durante 5 min a 37ºC, tras lo cual se 

añaden 100 µl de la solución D. Posteriormente el consumo de NADPH no 

dependiente de hidroperóxidos es monitorizado en un espectrofotómetro 

(Hewlet & Packard modelo 8452A Diode Array) durante 3 min.  Finalmente, se 

añaden 100 µl de la solución E, y se registra de nuevo la disminución de la 

absorbancia a 340 nm durante 5 min, que es resultado del consumo de 

NADPH.  

El cálculo se realiza por la diferencia entre el consumo de NADPH antes y 

después de la adición de hidroperóxido:  

 

                 Vf                       ΔA 

c =                              x                 (mmol x L-1 x min-1) 

           ε x d x Vm                Δt     

Donde: 

Vf = volumen final en ml 

Vm = volumen de muestra en ml 

ε = coeficiente de extinción molar (para el NADPH en estas condiciones es 

de 6.22 mM-1 x cm-1) 

d = paso de luz de la cubeta (1 cm en nuestro caso) 

ΔA = disminución de la absorbancia a 340 nm 

Δt = intervalo de tiempo considerado 

Los valores se expresan como nmol de NADPH consumidos por minuto y 

por mg de proteína. 
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7. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS MEDIANTE LA TÉCNICA 

DE WESTERN BLOT 

7.1 Determinación de proteínas (Método Bradford) 

Este método se usa para cuantificar las muestras destinadas a western blot 

y actividad de NF-κB, está basado en el método de Bradford (Bradford, 1976). 

Este es un método espectrofotométrico, por lo tanto se relaciona la 

concentración de proteínas con la absorbancia. En primer lugar se realizó una 

recta patrón con una concentración de proteínas conocida de albúmina sérico 

bovina (0, 0.5, 1, 5, 10, 20). Se añadieron una cantidad determinada de esta 

proteína y un volumen hasta 1ml del kit de detección Bio-Rad “protein assay” 

1x (BioRad, España). Para cuantificar las proteínas de las muestras se 

añadieron 2μl de muestra hasta 1ml del reactivo del kit y se incubaron durante 

5 minutos. La absorbancia de la reacción colorimétrica se midió a 595nm en un 

espectrofotómetro. 

 

7.2 Técnica de western blot 

La metodología de western blot empleada está descrita en “Current 

Protocols in Protein Science” (Coligan, 2003). Este procedimiento consiste en 

la migración de proteínas del tejido fraccionado por medio de una electroforesis 

desnaturalizante en geles de acrilamida (SDS-PAGE). Estas proteínas una vez 

que se han separado en el gel por su tamaño, se transfieren a una membrana 

de nitrocelulosa. La presencia de las proteínas se pone de manifiesto por 

medio de anticuerpos específicos ligados a un sistema de detección y 

visualización. 

Las proteínas se analizaron por SDS-PAGE en geles del 7.5-12.5% de 

poliacrilamida (BioRad, España), cargándose en el gel 40 μg de proteína total. 

Antes de realizar la carga, a las muestras se añadió tampón de carga 1x (15% 

SDS; 50% glicerol; 0.1% azul de bromofenol; 312.5 mM Tris-HCl, pH 6.8; 16% 

ß-mercapto-etanol) y posteriormente se hirvieron a 95ºC durante 5 min. Para su 
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separación por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida, se utilizó el 

sistema MiniProtean III (Bio-Rad) y un tampón compuesto por 50 mM Tris, 27 

mM Glicina y 0.1% SDS. La electroforesis es realizada a 200V durante 60 min. 

La transferencia se hizo a una membrana de nitrocelulosa (Amersham 

Biosciences, UK) durante 90 min a 100 V en un aparato MiniProtean (Bio-Rad) 

y con un tampón compuesto por 20% Metanol, 20 mM Tris y 150 mM Glicina. 

Como patrón para identificar el peso molecular de las proteínas se utilizó el 

marcador el SeeBlue® Plus2 Prestained Standard (Invitrogen).  

Transcurrido ese tiempo, las membranas son teñidas en una solución de 

rojo Ponceau S (Sigma, España) al 0.1% en 1% ácido acético para comprobar 

la eficacia de la transferencia. Seguidamente, las membranas se lavaron con 

TBS (“Tris-Buffered Saline”) y se incubaron en solución de bloqueo (5% de 

leche desnatada en polvo en TBT, TBS + 0.1% Tween-20) durante 1 hora a 

temperatura ambiente y en agitación. 

A continuación se procedió a incubar las membranas con los anticuerpos 

primarios, durante 1 hora o durante toda la noche (según anticuerpos) (Tabla 

1), y después se realizaron 3 lavados con TBT durante 30 min para eliminar los 

restos de anticuerpo. Tras estos lavados las membranas se incubaron durante 

1 hora con los correspondientes anticuerpos secundarios (Tabla 2) a 

temperatura ambiente y en agitación. Posteriormente, las membranas se 

volvieron a lavar 3 veces con TBT durante 30 min.  

La detección de las proteínas se hizo mediante quimioluminiscencia 

empleando el kit ECL (“enhanced chemiluminescence”) (Amersham, UK). Las 

membranas se cubrieron con film transparente y se expusieron a films X-OMAT 

(Kodak, España). 

Para poder reutilizar las membranas, antes de ser incubadas con un 

anticuerpo distinto, fueron tratadas con 200 mM glicina pH 2.5 y 0.4% SDS 

durante 30 min a temperatura ambiente y se lavaron abundantemente con TBS. 
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Anticuerpo 

Primario WB 

Casa 

comercial 
Referencia Dilución Descripción 

Procaspasa 3 Santa Cruz sc-7148 1:1000 
Policlonal de 

conejo 

Caspasa 3 Cell Signaling 9664 1:1000 
Monoclonal del 

conejo 

CREB Santa Cruz sc-186 1:800 
Policlonal de 

conejo 

pCREB (ser133) Millipore 06-519 1:1000 
Policlonal de 

conejo 

PKAc α Cell Signaling 4782 1:1000 
Policlonal de 

conejo 

BDNF Santa Cuz sc-548 1:1000 
Policlonal de 

conejo 

GAD65 Sigma G1166 1:1000 
Monoclonal del 

ratón 

β-Actina Sigma A3854 1:30000 
Monoclonal del 

ratón 

 

Tabla 1: Anticuerpos primarios usados para Western Blot. 

 

 

Anticuerpo 
Secndario WB 

Casa comercial Referencia Dilución 

anti Rabbit IgG-

HRP (Fc) 
Santa Cruz sc-3837 1:5000 

anti-mouse Thermoscientific 31437 1:5000 

 

Tabla 2: Anticuerpo secudarios usados para Western Blot. 
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8. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE NF-ΚB 

El factor de transcripción NF-κB existe de forma latente en el citoplasma 

unido a la proteína inhibitoria IκB (Baeuerle and Baltimore, 1988). Estímulos 

que inducen la activación de NF-κB activan al complejo IκB quinasa, el cual 

fosforila a IκB. Esta se degrada y NF-κB expone su sitio de unión al ADN y la 

secuencia de localización nuclear. 

La activación de NF-κB fue determinada en el extracto nuclear obtenido del 

fraccionamiento celular de hipocampo y de corteza frontal utilizando un kit de 

ELISA, TransAM NF-κB, específico para este factor nuclear.  El kit está 

compuesto por una placa de 96 pocillos, donde cada uno contiene unida la 

secuencia consenso que solo se expone cuando el NF-κB ha sido activado. 

Esta secuencia en concreto es para la subunidad p65.  

En primer lugar la muestra a estudiar se añadió en cada pocillo de la placa 

incubándose durante 1 hora. Después se añadió el anticuerpo primario, el cual 

reconoce la subunidad p65 de la proteína NF-κB activada, también con un 

periodo de incubación de 1 hora en agitación. Posteriormente, se añadió el 

anticuerpo secundario unido a la enzima peroxidasa de rábano a cada pocillo y 

se incubó durante 1 hora.  Esta enzima junto con la solución adecuada dará 

lugar a una reacción colorimétrica que se puede cuantificar por 

espectrofotometría. A continuación se añadió el sustrato de la reacción y 

posteriormente una solución que para la reacción. En último lugar la 

absorbancia de cada pocillo se mide por medio de un lector de placas ELISA a 

450 nm y posteriormente a 655 nm (Espectrofotómetro Placas Elisa, Multiskan 

Ascent, Labsystem).  

 

9. HISTOQUÍMICA DE LA NADPH-DIAFORASA 

Para realizar las pruebas histoquímicas se obtienen secciones coronales de 

un grosor de 35μm de todo el cerebro con ayuda de un criostato (Microm). Las 

secciones se almacenaron en PBS 0,01M pH 7.2 con sacarosa al 30%, y se 

congelaron a -20ºC, donde se conservaron hasta su posterior utilización.   
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La prueba histoquímica de NADPH-Diaforasa, se utiliza para detectar 

neuronas con la enzima nNOS, en tejido fijado con paraformaldehido (Dawson 

et al., 1991; Hope et al., 1991). La enzima nNOS, como ya se ha mencionado 

tiene un dominio reductasa y otro oxigenasa. Como resultado de la reacción se 

oxida un NADPH a NADP+ y H+. En esta prueba histoquímica se usa la 

capacidad de este protón de reducir una sal, “nitro blue tetrazolium”, a un 

complejo insoluble y de color azul, conocido como la reacción NADPH-d, lo que 

nos permite identificar donde se localiza esta actividad en el tejido.  

Para realizar la histoquímica se partieron de cortes de cerebro almacenados 

en PBS-sacarosa 30% a -20ºC. En primer lugar estos cortes se lavaron con 

PBS 0.01M pH 7.2 durante 5 minutos y se repitió 3 veces. Posteriormente 

fueron incubados con tampón fosfato 0.1M pH 8, Tritón X-100 0.8% y NADPH 

(0.05mg/ml) durante 1 hora en agitación y a 37ºC. Una vez transcurrido este 

tiempo el tejido se volvió a lavar con PBS, después los cortes fueron montados 

en un portaobjetos “superfrost plus” con medio de montaje Diomount (Diapath, 

España) quedando listos para su contaje. Las células NADPH-d positivas 

fueron contadas con el microscopio Olympus Bx40 y el software usado para 

ello fue el Software Fotografia NIS-Elements Br 2.30 (Media Cibernetics). 

 

10.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

10.1  Estadística descriptiva 

La medida de tendencia central utilizada en el presente trabajo fue la media 

aritmética, que se define como la suma de los datos dividida por el número de 

casos. 

La medida de dispersión de los datos utilizada fue la desviación estándar 

de la muestra o el error estándar.  
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10.2  Pruebas estadísticas 

Los resultados presentados referentes a dos grupos, control y cocaína, 

fueron analizados con la Distribución t de “Student”. La prueba t para dos 

muestras permite contrastar hipótesis referidas a la diferencia entre dos 

medias. El nivel de significación que se ha utilizado es p<0.05. 

Además también existe la necesidad de comparar más de dos poblaciones, 

surgiendo el inconveniente del elevado número de comparaciones a realizar. 

Para obviar esto, utilizamos el análisis de la varianza, que contrasta 

simultáneamente todos los casos. El ANOVA de un factor sirve por tanto para 

comparar varios grupos en una variable cuantitativa. A la variable categórica 

que define los grupos que deseamos comparar se la llama independiente o 

factor, mientras que a la variable cuantitativa en la que deseamos comparar los 

grupos se la denomina dependiente.  

La hipótesis que se pone a prueba es que las medias poblacionales son 

iguales, si esto es así, significa que los grupos no difieren en la variable 

dependiente, y en consecuencia la variable dependiente es independiente del 

factor.  

La estrategia para poner a prueba la hipótesis de igualdad de medias, 

consiste en obtener un estadístico, llamado F, que refleja el grado de parecido 

entre las medias que se comparan. Cuanto más diferentes sean las medias, 

mayor será el valor de F.  

La interpretación de este estadístico es la siguiente: si el nivel crítico 

asociado al estadístico es menor que 0,05 rechazaremos la hipótesis de 

igualdad de medias y concluiremos que no todas las medias poblacionales 

comparadas son iguales. En caso contrario, no podremos rechazar la hipótesis 

de igualdad.  

En los casos en que se aplica este análisis y se descarta la hipótesis nula, 

hay que utilizar lo que se denomina un contraste post hoc a posteriori para 

averiguar qué medias en concreto difieren de qué otras.  
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En nuestro caso, la diferencia entre las medias de los distintos subgrupos 

se estimó mediante un contraste pot hoc DMS si hay homogenidad de 

varianzas o de T3 Dunnett si las varianzas no son homogéneas. 

El análisis estadístico se realizó usando el programa SPSS 15.0 para 

Windows.  
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I. ADMINISTRACIÓN DE COCAÍNA DURANTE 20 

DÍAS Y TRATAMIENTO CON TOPIRAMATO 

 

1. TEST DE LABERINTO DE AGUA DE MORRIS 

En la Figura 13 se muestra el esquema global del test del laberinto de agua 

de Morris. Se observa que los animales de los diferentes grupos antes del 

tratamiento (pases del 1 al 9) no muestran variaciones en el aprendizaje y que 

las ratas han aprendido la tarea espacial, ya que la latencia va disminuyendo 

después de cada pase. 

El día 22 del experimento se realizan 3 pases más de este test. Lo más 

interesante ocurre en el pase 10 (primero después del tratamiento), la latencia 

acumulada del grupo cocaína es estadísticamente superior al resto de grupos 

volviendo a valores iniciales del entrenamiento (pases del 1 al 3). Este aumento 

puede ser indicativo del daño en la recuperación de la memoria como 

consecuencia de la administración de la cocaína. Además es interesante 

resaltar como el topiramato previene ese daño en la recuperación de la 

memoria.  

 

 

Figura 13: Test del laberinto de agua de Morris. Latencia acumulada (s).*p<0.05 vs todos los grupos. n=8-16 
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Igualmente, hay que destacar que cuando se compara dentro de cada 

grupo, la latencia acumulada entre el último pase antes del inicio del 

tratamiento (pase 9) y el primer pase después del tratamiento (pase 10), el 

único grupo donde existen diferencias significativas es en el grupo cocaína. La 

latencia acumulada es mayor en el pase 10 con respecto al pase 9, indicando 

que las ratas tras el tratamiento con cocaína no recuerdan el proceso de 

aprendizaje previo al tratamiento, ya que tardan más tiempo en encontrar la 

plataforma escondida (Figura 14). Cabe destacar que el topiramato previene 

este efecto adverso de la cocaína. 
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Figura 14: Comparación de latencias (s) entre el pase 9 (último pase antes del tratamiento) y 

pase 10 (primero después del tratamiento). *p<0.05 vs todos los grupos, †p<0.05 vs pase 9. 

n=8-16 

 

Cuando se realiza el test de transferencia (la plataforma se cambia de 

cuadrante) y se compara con los datos del pase 12 (último pase después del 

tratamiento), se observa que se produce un aumento estadísticamente 

significativo de la latencia  en todos los grupos excepto en las ratas a las que 

se les ha administrado cocaína. Éstas requieren el mismo tiempo que en el 

pase 12 para encontrar la nueva ubicación de la plataforma escondida. El  

topiramato como en los casos anteriores evita el efecto causado por la cocaína, 

Figura 15. 
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Figura 15: Comparación de latencia (s) entre el pase 12 (último pase después del tratamiento) y 

el test de transferencia (plataforma cambiada de posición). *p<0.05 vs pase 12. n=8-16 

 

Se ha analizado también el número de veces que el animal ha entrado en 

el cuadrante diana donde se situaba la plataforma inicialmente, después de la 

administración de las diferentes drogas. Si este dato se compara con la latencia 

de cada pase se descubre que no hay diferencias entre ninguno de los grupos 

analizados (Figura 16), sugiriendo que la actividad locomotora no influye en la 

adquisición de esta tarea. 
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Figura 16: Representación del número de veces que el animal entre en el cuadrante diana 

entre la latencia acumulada (pases 10-12). n=8-16 
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2. ACTIVIDAD DE NF-ΚB 

En la corteza frontal se produce un descenso de la actividad de este factor 

de transcripción y el topiramato es capaz de prevenir la disminución de la 

actividad de NF-κB causada por la cocaína en esta área del cerebro (Figura 

17). Sin embargo, en hipocampo no existen cambios en la actividad de NF-κB 

tras la administración de las distintas drogas (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3: Actividad de NF-κB en corteza frontal. *p<0.05 vs todos los grupos. 
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Figura 17: Representación de  la actividad de NF-κB en corteza frontal. *p<0.05 vs todos los 

grupos. n=6 

 

 

 

 
Actividad de NF-κB 

(unidades arbitrarias) 

CONTROL 0.094 ± 0.007 

COCAÍNA 0.070 ± 0.005  * 

CONTROL  TOPIRAMATO 0.113 ± 0.017 

COCAÍNA  TOPIRAMATO 0.111± 0.013 
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Tabla 4: Actividad de NF-κB en hipocampo. 
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Figura 18: Representación de  la actividad de NF-κB en hipocampo. n=6 

  

Existe una correlación negativa estadísticamente significativa entre la 

actividad de NF-κB en la corteza frontal y la diferencia en la latencia entre el 

pase 10 (el primer pase después de tratamiento) y pase 9 (el último pase antes 

del tratamiento). Es decir, los individuos que tienen una variación de latencia 

mayor (aquellos que necesitan más tiempo para encontrar la plataforma 

escondida en relación al que necesitaron previamente al tratamiento), tienen 

disminuida la actividad de NF-κB en la corteza frontal después de la 

administración de cocaína.  

 

 Actividad de NF-κB 

(unidades arbitrarias) 

CONTROL 0.0066 ± 0.0009 

COCAÍNA 0.0073 ± 0.0008 

CONTROL TOPIRAMATO 0.0069 ± 0.0012 

COCAÍNA TOPIRAMATO 0.0069 ± 0.0005 
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Figura 19: Correlación entre la actividad de NF-κB en la corteza frontal  y el incremento de la 

latencia entre los pases 9 y 10. p=0.021 

 

3. ANTIOXIDANTES ENDÓGENOS 

En la corteza frontal no se observa ningún cambio en las defensas 

antioxidantes endógenas: ni la concentración de GSH ni la actividad de GPx 

varían en ninguno de los grupos estudiados (Figura 20 y Figura 21). Sin 

embargo en hipocampo se produce una reducción significativa de las defensas 

antioxidantes a consecuencia de la administración de cocaína (Figura 22 y 

Figura 23). Resaltar que de nuevo el topiramato previene este efecto de la 

cocaína en el hipocampo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5: Concentración de GSH en corteza frontal. 

 GSH 

(nmol/mg proteína) 

CONTROL 39.74 ± 2.22 

COCAÍNA 39.13 ± 2.47 

CONTROL  TOPIRAMATO 39.74 ± 1.93 

COCAÍNA TOPIRAMATO 39.13 ± 1.51 



Resultados 

101 
 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

Control Cocaína Control 
Topiramato

Cocaína 
Topiramato

G
SH

 (
n

m
o

l/
m

g 
p

ro
te

ín
a)

 

Figura 20: Representación de la concentración de GSH en corteza frontal. n=8 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 6: Actividad de la enzima GPx en corteza frontal. 

 GPx 

(nmol/mg prot. x min) 

CONTROL 17.75 ± 0.16 

COCAÍNA 19.78 ± 0.79 

CONTROL TOPIRAMATO 16.55 ± 0.36 

COCAÍNA TOPIRAMATO 18.09 ± 0.08 



Resultados 

102 
 

0

5

10

15

20

25

Control Cocaína Control 
Topiramato

Cocaína 
Topiramato

A
ct

iv
id

ad
 G

P
x 

(n
m

o
l/

m
g 

p
ro

t.
 x

 m
in

)

 

Figura 21: Representación de la actividad de GPx en  corteza frontal. n=8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 7: Concentración de GSH en hipocampo. *p<0.05 vs todos los grupos. 

 GSH 

(nmol/mg proteína) 

CONTROL 44.36 ± 8.61 

COCAÍNA 34.93 ± 3.15 * 

CONTROL TOPIRAMATO 43.45 ± 4.49 

COCAÍNA TOPIRAMATO 41.31 ± 6.46 
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Figura 22: Representación de la concentración de GSH en hipocampo. *p<0.05 vs todos los 

grupos. n=8 

  

 

                                        

 

 

 

 

 

Tabla 8: Actividad de GPx en hipocampo. *p<0.05 vs todos los grupos. 

 

 

 GPx 

(nmol/mg prot. x min) 

CONTROL 17.00 ± 0.97 

COCAÍNA 13.36 ± 1.21 * 

CONTROL TOPIRAMATO 19.96 ± 1.20 

COCAÍNA TOPIRAMATO 20.18 ± 1.45 
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Figura 23: Representación de la actividad de GPx en hipocampo. *p<0.05 vs todos los grupos. 

n=8 

 

Existe, por otro lado, una correlación positiva estadísticamente significativa 

entre la actividad de la enzima GPx en hipocampo, (que está disminuida por la 

administración de cocaína), y el incremento de latencia entre el pase 12 (último 

después del tratamiento) y el test de transferencia (Figura 24). Es decir, existe 

una relación entre la disminución de la actividad GPx y la capacidad de 

aprendizaje de nuevas tareas. 
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Figura 24: Correlación entre la  actividad de GPx en hipocampo y diferencia entre el test de 

transferencia y el pase 12. p=0.003. 
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4. ACTIVACIÓN DE CASPASA 3 

Mediante la técnica de western blot se cuantificó la expresión de la forma 

activa de la caspasa 3  así como la forma inactiva (procaspasa 3). Las medidas 

se realizaron tanto en hipocampo como en corteza frontal de animales 

controles y de animales tratados con cocaína, y se observa que no hay 

activación de caspasa 3 en dichas áreas (Figura 25). Además no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas en los niveles de 

procaspasa 3 en ambos grupos (Figura 26).  

Para comprobar que la técnica se ha realizado adecuadamente se utiliza un 

control positivo, que tiene activada de forma constitutiva la proteína caspasa 3.  

 

 

Figura 25: Western blot de Caspasa 3 (17/19 kDa), Procaspasa 3 (35 kDa) y β-Actina (42 kDa).  

A. Corteza frontal. B. Hipocampo. 
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Figura 26: Expresión de procaspasa 3. A. Corteza frontal. B. Hipocampo. n=4 

 

5. HISTOQUÍMICA DE NADPH-DIAFORASA 

Se observa que la administración de la cocaína no afecta al número de 

células NADPH diaforasa positivas en las regiones estudiadas de la corteza 

frontal (Bregma 1,92 - 1,08 y Bregma 2.28 - 2.04) (Figura 27). 

Por el contrario, la administración de esta droga produce un incremento 

significativo en el número de células NADPH diforasa positivas en la capa 

subgranular del giro dentado de hipocampo en relación al resto de grupos 

(Figura 28). Esto nos indica que el topiramato es capaz, nuevamente, de evitar 

esta alteración inducida por la cocaína. 

B 

A 
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Tabla 9: Número de células NADPH Diaforasa positivas en corteza frontal. 
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Figura 27: Representación comparativa del número de células NADPH Diaforasa positivas en 

corteza frontal. n=6. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Células NADPH Diaforasa (Células/mm2) 

Bregma 1.92-1.08 Bregma 2.28-2.04 

CONTROL 10.28 ± 0.97 12.86 ± 2.09 

COCAÍNA 10.84 ± 1.81 13.71 ± 0.49 

CONTROL TOPIRAMATO 9.40 ± 1.67 8.46 ± 4.12 

COCAÍNA TOPIRAMATO 10.74 ± 1.29 10.13 ±1.23 
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Imagen 1: Imagen comparativa del número de células NADPH-Diaforasa positivas en la corteza 

frontal, 1. Bregma 1.92-1.08. 2. Bregma 2.28-2.04. (A. Control, B. Cocaína, C. Control 

Topiramato, D. Cocaína Topiramato). 
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Tabla 10: Número de células NADPH-Diaforasa positivas en hipocampo. *p<0.05 vs todos los 

grupos. 
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Figura 28: Representación del número de células NADPH Diaforasa positivas en la capa 

subgranular del giro dentado de hipocampo. *p<0.05 vs todos los grupos. n=6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Células NADPH-Diaforasa 

(Células/mm2) 

CONTROL 131.59 ± 13.41 

COCAÍNA 206.01 ± 18.05 * 

CONTROL TOPIRAMATO 117.62 ± 22.52 

COCAÍNA TOPIRAMATO 142.61 ± 13.44 
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Imagen 2: Imagen comparativa del número de células NADPH-Diaforasa positivas en la capa 

subgranular del giro dentado de hipocampo. (A. Control, B. Cocaína, C. Control Topiramato, D. 

Cocaína Topiramato). 

 

Si se estudia la relación entre el número de células NADPH-Diaforasa 

positivas en la capa subgranular del giro dentado de hipocampo y el incremento 

de latencia entre los pases 12 y test de transferencia, se establece una 

correlación negativa estadísticamente significativa (Figura 29). Es decir, que el 

aumento de células NADPH Diaforasa positivas en esta área está relacionado 

de alguna forma con la mejora en la ejecución de tareas después de la 

administración de cocaína.  
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Figura 29: Correlación entre NADPH-diaforasa en hipocampo y diferencia entre el test de 

transferencia y el pase 12. 

 
 

II. ADMINISTRACIÓN DE COCAÍNA DURANTE 36 

DÍAS 

 

En el apartado anterior se muestra como el topiramato tiene la capacidad de 

prevenir algunos efectos nocivos de la cocaína y cómo actúa esta droga 

psicoestimulante a nivel molecular en el hipocampo y en la corteza frontal. En 

este apartado se profundiza en los mecanismos de acción de la cocaína, 

centrándonos sobre todo en cómo daña esta droga la recuperación de la 

memoria de experiencias adquiridas con anterioridad a la administración de 

cocaína.   

 

1. TEST DE LABERINTO DE AGUA DE MORRIS 

En la Figrua 30 se muestra un esquema global del test del laberinto de 

agua. Antes de la administración de cocaína, los animales han aprendido la 

tarea espacial, el tiempo que utilizan para encontrar la plataforma escondida es 

menor si se compara el pase 1 con respecto al pase 9.  
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Después de 36 días de administración de cocaína, se realizan 3 nuevos 

pases del test. En el pase 10 (el primer pase después del tratamiento) a las 

ratas a las que se les ha administrado cocaína su la latencia aumenta 

significativamente si se compara al grupo control lo que indica que podrían 

tener dañada la recuperación de la memoria.  

 

Figura 30: Test laberinto de agua de Morris. Latencia acumulada (s).*p<0.05 vs grupo cocaína 

pase 9. n=8. 

 

 

Además, el daño en la recuperación de la memoria en las ratas tratadas 

con cocaína también se observa en la Figura 31, ya que si se compara la 

latencia de este grupo entre el pase 10 (primero después del tratamiento) y el 

pase 9 (último pase del entrenamiento) es estadísticamente superior. Las ratas 

tratadas con la droga tardan más tiempo en encontrar la plataforma escondida 

con respecto a las ratas controles.  
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Figura 31: Comparación de la latencia (s) entre el pase 9 (último pase antes del tratamiento) y 

el pase 10 (primer después del tratamiento). * p<0.05 vs pase 9. n=8 

 

       Después de analizar la memoria, se ha cambiado la plataforma del 

cuadrante diana y se ha colocado en uno diferente (test de transferencia), 

controlándose el tiempo en segundos que el animal tarda en encontrar la 

plataforma en el nuevo cuadrante. En la Figura 32 se muestra que no hay 

diferencias significativas entre los grupos, aunque en el grupo cocaína parece 

que no varía la latencia entre los dos pases, aunque no es estadístico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: Comparación de la latencia entre el pase 12 (último pase después del tratamiento) y 

el test de transferencia (plataforma cambiada de posición). n=8. 
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La Figura 33 representa el número de veces que los animales entran en el 

cuadrante diana, en el que se sitúa la plataforma escondida. Se observa, que 

no existen diferencias significativas sugiriendo que la actividad locomotora no 

influye en esta tarea.  
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Figura 33: Representación del número de veces que el animal entre en el cuadrante diana 

entre la latencia acumulada (pases 10-12). n=8 

 

2. ACTIVIDAD DE NF-ΚB 

Se mide la actividad del factor de transcripción NF-κB en la corteza frontal y 

en el hipocampo. El resultado obtenido es una disminución significativa de la 

actividad de este factor de transcripción en ambas áreas del cerebro debido a 

la acción de la cocaína tal y cómo se muestra en la Tabla 11 y la Figura 34 y 

Figura 35.  

 

 

 

 

 

 

 Actividad de  NF-κB 

(unidades arbitrarias) 

Corteza Frontal Hipocampo 

CONTROL 0.030 ± 0.002 0.018 ± 0.001 

COCAÍNA 0.016 ± 0.001 * 0.012 ± 0.002 * 

Tabla 11: Actividad de NF-κB en corteza frontal e hipocampo. *p<0.05 vs grupo cocaína. 
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Figura 34: Representación de la actividad de NF-κB en corteza frontal. *p<0.05 vs grupo 

cocaína. n=6 
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Figura 35: Representación de la actividad de NF-κB en hipocampo. *p<0.05 vs grupo cocaína. 

n=7. 

 

Si se correlaciona la actividad de NF-κB en corteza frontal con el incremento 

de latencia entre el pase 9 (último pase del entrenamiento) y el pase 10 (primer 

pase después del tratamiento) se observa una correlación negativa 

estadísticamente significativa (Figura 36). Esta relación sugiere que la actividad 

de NF-κB en corteza frontal está involucrada en la recuperación de la memoria 

espacial.  
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Figura 36: Correlación entre la actividad de NF-κB en la corteza frontal  y el incremento de la 

latencia entre los pases 9 y 10. p=0.023. 

 

3. ANTIOXIDANTES ENDÓGENOS 

 

Se han analizado dos antioxidantes endógenos (GSH y GPx) en hipocampo 

y corteza frontal, después de 36 días de administración de cocaína. En ambos 

casos, tal y como se demuestra en la Tabla 12 no existe variación de estos 

antioxidantes con respecto a los valores de los animales controles  

 

Tabla 12: Concentración de GSH y actividad de GPx en corteza frontal e hipocampo. 

 Corteza Frontal Hipocampo 

Control Cocaína Control Cocaína 

GSH (nmol/mg) 16.81 ± 1.71 16.01 ± 0.84 19.99 ± 3.14 21.33 ± 1.86 

Actividad GPx  

(nmol/mg.min) 
24.79 ± 2.54 20.50 ± 7.31 15.88 ± 3.02 16.87 ± 3.88 
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Figura 37: Representación de la concentración de GSH en corteza frontal. n=6. 
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Figura 38: Representación de la actividad de GPx en corteza frontal. n=6. 
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Figura 39: Representación de la concentración de GSH en hipocampo. n=6. 
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Figura 40: Representación de la actividad de GPx hipocampo. n=6. 

 

4.  ACTIVACIÓN DE CASPASA 3 

Se ha estudiado la actividad de la proteína caspasa 3 en corteza frontal e 

hipocampo. Tal y como sucedía cuando la cocaína se administra durante 20 

días no hay evidencias de la activación de esta proteína (Figura 41). Además 

tampoco hay cambio en la expresión de procaspasa 3 en ambas áreas (Figura 

42 y Figura 43), proteína precursora de la caspasa 3.  
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Figura 41: Western blot de Caspasa 3 (17/19 kDa), Procaspasa 3 (35 kDa) y β Actina (42 kDa).  

A. Corteza frontal. B. Hipocampo. 
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Figura 42: Representación de la cuantificación de procaspasa 3 en corteza frontal. n=4. 
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Figura 43: Representación de la cuantificación de procaspasa 3 en hipocampo. n=4. 

 

5. ESTUDIO DE OTRAS PROTEÍNAS INVOLUCRADAS 

EN PROCESOS DE APRENDIZAJE Y MEMORIA 

 

Se han estudiado los efectos de la cocaína desde un punto de vista 

molecular en la corteza frontal y en hipocampo, centrándonos en otras 

proteínas que también están involucradas en la memoria.  

5.1 Elemento de respuesta a la unión de AMPc (CREB) 

Una proteína que juega un papel muy importante en la formación de la 

memoria es CREB, como ya se ha mencionado anteriormente. En la Figura 44 

se muestra que tras la administración de cocaína no hay cambios en ninguna 

de las dos formas de la proteína (CREB y pCREB) en la corteza frontal. Sin 

embargo, en hipocampo, después de la administración de cocaína hay una 

disminución de los niveles de pCREB mientras que su forma inactiva no se 

modifica (Figura 46). 
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Figura 44: Representación del western blot de pCREB (43 kDa), CREB (43 kDa) y β Actina (42 

kDa) en corteza frontal. 
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Figura 45: Representación de la densidad de pCREB entre CREB en corteza frontal. n=6. 
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Figura 46. Representación del western blot de pCREB (43 kDa), CREB (43 kDa) y β Actina (42 

kDa) en hipocampo. 
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Figura 47: Representación de la cuantificación del western blot de pCREB entre CREB en 

hipocampo. *p<0.05 vs control. n=6. 

 

 

La Figura 48 muestra una correlación estadísticamente significativa entre 

los niveles de pCREB y la actividad de NF-κB en hipocampo, estableciéndose 

una relación entre ambas proteínas. 

 

5

10

15

20

25

30

35

0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030

U
n

id
a
d

e
s
 d

e
 d

e
n

s
id

a
d

NF-κB (unidades arbitrarias) 

Control Cocaína
R=0,560

0

0

 

Figura 48: Representación de la correlación entre pCREB/CREB y la actividad de NF-κB en 

hipocampo. p=0.046. 
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5.2 Proteína quinasa A (PKA) 

Se sabe que CREB es fosforilada por varias quinasas diferentes, entre 

ellas destaca la PKA, que fosforila a CREB en la serina 133. Se ha estudiado 

una subunidad que conforma esta proteína, PKA catalítica alpha (PKAc α), y se 

ha hallado que el nivel de esta proteína está disminuido en aquellos animales 

en los que la cocaína ha sido suministrada (Figura 49) en la corteza frontal.  
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Figura 49: Representación del western blot de PKAc α (42 kDa) y β Actina (42 kDa) en corteza 

frontal. 
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Figura 50: Representación de la cuantificación de PKAc α en corteza frontal. *p<0.05 vs grupo 

control. n=6. 

 

Cómo se demuestra en la Figura 51 existe una correlación positiva 

estadísticamente significativa entre la subunidad alpha de la PKA y la actividad 

del factor de transcripción kappa B.  
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Figura 51: Representación de la correlación de PKAc α y actividad de NF-κB en corteza frontal. 

p=0.028. 

 

Los niveles de la PKAc α también se miden en hipocampo después de 36 

días de consumo de cocaína. En la Figura 52 se observa que no existen 

diferencias en la expresión de esta proteína entre los animales controles y a los 

que se les ha administrado cocaína.  
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Figura 52: Representación del western blot de PKAc alpha (42 kDa) y β Actina (42 kDa) en 

hipocampo. 
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Figura 53: Representación de la cuantificación del western blot de PKAc alpha en hipocampo. 

n=6. 

 
 

5.3 Factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) 

En nuestro modelo experimental se observa una disminución de los niveles 

de BDNF después de 36 días de consumo de cocaína tal y como se muestra 

en la Figura 54, en la corteza frontal. 
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Figura 54: Representación del western blot de BDNF (20 kDa) y β Actina (42 kDa) en corteza 

frontal. 
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Figura 55: Representación de la cuantificación de BDNF en corteza frontal. *p<0.05 vs grupo 

control. n=6 

 

 

Por otro lado, cuando se relaciona la actividad de NF-κB y los niveles de 

BDNF en la corteza frontal encontramos una correlación positiva que es 

estadísticamente significativa (Figura 56). 
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Figura 56: Representación de la correlación entre BDNF y la actividad de NF-κB en corteza 

frontal. p=0.022. 
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En hipocampo después de un consumo prolongado de cocaína no hay 

cambios en los niveles de BDNF si se compara con el grupo no tratado, tal y 

como se observa en la Figura 57.  
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Figura 57: Representación del western blot de BDNF (20 kDa) y β Actina (42 kDa) en 

hipocampo. 
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Figura 58: Representación de la cuantificación del western blot de BDNF en hipocampo. n=7. 

 

5.4 Glutamato descarboxilasa (GAD65) 

En la Figura 59 se muestran los niveles de la enzima GAD65. Tal y como 

se observa, la expresión de la proteína no se modifica después del tratamiento 

con cocaína, los niveles son iguales tanto en el grupo control como en el 

cocaína en la corteza frontal.  
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Figura 59: Representación del western blot de GAD65 (65 kDa) y β Actina (42 kDa) en corteza 

frontal. 
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Figura 60: Representación de la cuantificación de GAD65 en corteza frontal. n=6. 

 

En hipocampo también se ha estudiado la enzima GAD65, no 

observándose ningún cambio en los niveles de la proteína cuando se compara 

con los resultados del grupo control (Figura 61). Sin embargo, la actividad de 

NF-κB de hipocampo y los niveles GAD65 están correlacionados positivamente 

de forma significativa tal y como se muestra en la Figura 63.  
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Figura 61: Representación del western blot de GAD65 (65 kDa) y β Actina (42 kDa) en 

hipocampo. 
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Figura 62: Representación de la cuantificación del western blot de GAD65 en hipocampo. n=6. 
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Figura 63: Representación de la correlación entre GAD65 y la actividad de NF-κB en 

hipocampo. p=0.04. 
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I. ADMINISTRACIÓN DE COCAÍNA DURANTE 20 

DÍAS Y TRATAMIENTO CON TOPIRAMATO 

 

1. TEST DE LABERINTO DE AGUA DE MORRIS 

Está ampliamente documentada la influencia del consumo de cocaína en el 

comportamiento. Se ha observado que la cocaína afecta a la memoria 

condicionada a la droga, de tal forma que se modifica el comportamiento, 

desarrollándose un comportamiento de búsqueda de drogas. Además es 

sabido que los circuitos involucrados en los procesos de memoria y aprendizaje 

se ven afectados por el consumo de drogas (Chao and Nestler, 2004; Hyman et 

al., 2006; Kelley, 2004; Thomas and Malenka, 2003).  

Con el fin de indagar en lo que sucede con la memoria espacial de 

experiencias aprendidas anteriormente al consumo de cocaína se ha diseñado 

una modificación del test del laberinto de agua de Morris. Para ello las ratas 

fueron entrenadas en la tarea explicada en el apartado de material y métodos. 

Antes de iniciar la administración de la droga, y 20 días después, el último día 

de administración de cocaína se volvieron a realizar tres nuevos pases. Se 

observó que las ratas tratadas con cocaína necesitaron más tiempo para 

realizar la tarea (aprendida previamente al tratamiento con cocaína) que el 

resto de grupos, tanto si se comparan los resultados del pase 10 (primero tras 

la administración de droga) entre los distintos grupos, como si se comparan con 

el pase 9 (último antes del tratamiento)  (Figura 13 y Figura 14). Es importante 

resaltar que las ratas a las que se administra cocaína y se las trata con 

topiramato conjuntamente se comportan igual que las ratas controles, 

indicándonos que este fármaco antiepiléptico previene los efectos sobre la 

memoria causados por la cocaína. La modificación de la memoria condicionada  

al consumo de cocaína ha sido ampliamente estudiada y hay numerosos 

antecedentes que lo demuestran, sin embargo, no hay datos que demuestren 

el daño que provoca esta droga sobre la recuperación de la memoria. Ese 

trabajo demuestra por primera vez que la cocaína altera la recuperación de la 

memoria de experiencias previas adquiridas al consumo de cocaína. Además 
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se debe poner especial hincapié en que el topiramato previene este daño 

(Muriach et al., 2010).  

Si nos centramos en el test de transferencia se observa, que las ratas 

tratadas con cocaína tardan menos tiempo en encontrar la plataforma en la 

nueva localización que el resto de grupos (Figura 15). Este resultado, que 

también se describe por primera vez en esta investigación (Muriach et al., 

2010), tiene relación con la mejor adquisición de la tarea del laberinto de agua 

de Morris que se ha demostrado anteriormente, tras la administración de 

cocaína (delOlmo et al., 2007; delOlmo et al., 2006). El topiramato de nuevo 

consigue prevenir esta alteración observada en las ratas tratadas con cocaína. 

El topiramato podría normalizar la memoria bien por su acción opuesta a 

la cocaína, o bien por sus características farmacológicas per se (antagonista de 

los receptores AMPA(GluR5)/kainato de glutamato (Kaminski et al., 2004)). El 

glutamato y sus receptores ejercen un papel clave en los procesos de memoria 

y aprendizaje, por lo tanto la acción continuada del topiramato sobre estos 

receptores pueden afectar a este comportamiento, cómo ha sido demostrado 

anteriormente (Muriach et al., 2010). Existe alguna controversia sobre cómo 

actúa el topiramato en la memoria, algunos estudios indican que la favorece 

(Nowakowska et al., 2009), en cambio en otros estudios se ha demostrado que 

induce un déficit en la memoria (Schmidt do Prado-Lima et al., 2011). La 

diferencia de los resultados se puede deber al tipo de memoria estudiada y 

también a la dosis de topiramato administrada (Martins de Lima et al., 2007). Si 

nos centramos en los resultados obtenidos, se puede descartar un efecto per 

se del topiramato sobre el tipo de memoria estudiada, ya que en el grupo 

control al que además se le administra topiramato, la memoria no está alterada 

(Figura 13). Heidepper (2010) corroboran este resultado, al demostrar que el 

topiramato no afecta a la PLP (Heidegger et al., 2010).  
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2. ACTIVIDAD DE NF-ΚB 

Los resultados obtenidos en hipocampo, indican que a pesar de la 

disminución de las defensas antioxidantes tras la administración de cocaína 

(Figura 22 y Figura 23), la actividad de NF-κB (conocida como sensor de 

situaciones de  estrés oxidativo (Schmidt et al., 1995; Schreck et al., 1992)) no 

es superior a la de las controles (Figura 18). 

Sin embargo, en la corteza frontal la actividad de NF-κB no solo no 

aumenta, sino que desciende en animales tratados con cocaína con respecto a 

los controles (Figura 17). Además, el topiramato previene este descenso 

inducido por la cocaína. Este hecho es destacable y novedoso ya que no hay 

literatura publicada al respecto.  

Si tenemos en cuenta que se ha postulado a NF-κB como un regulador 

positivo del tono GABAergico inhibitorio in vivo (O´Mahony et al., 2006), esta 

disminución de la actividad de NF-κB en corteza frontal de ratas tratadas con 

cocaína, podría estar influenciando el descenso del tono inhibitorio GABAergico 

que se sabe induce la cocaína (Gasior et al., 2004, Tseng and O'Donnell, 

2004). El hecho de que entre los mecanismos de acción del topiramato se 

encuentre el incrementar las concentraciones GABA cerebrales en humanos 

(Kuzniecky et al., 1998; Petroff et al., 1999), nos permite establecer una posible 

relación entre NF-κB y el topiramato. Por lo tanto la normalización de la 

memoria inducida por el topiramato (Figura 13) podría ser debida, en parte, a la 

recuperación de la actividad NF-κB en corteza frontal, también inducida por el 

topiramato (Figura 17). 

Es interesante destacar, que existen estudios que ponen de manifiesto 

un aumento de actividad del NF-κB en el SNC en respuesta a diversos 

estímulos, como la respuesta inmune (Meffert and Baltimore, 2005). En cambio 

no existen investigaciones que pongan de manifiesto el descenso de su 

actividad. Por lo tanto, la disminución de la actividad de NF-κB observada en 

nuestro modelo experimental podría estar  relacionado con otras funciones que 

son propias del SNC, como puede ser la regulación tanto positiva o negativa de 

la expresión de genes que controlan cambios en la plasticidad sináptica y/o las 

funciones cognitivas (West et al., 2002). En relación a sus funciones en el SNC 
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se sabe que la falta de diferentes subunidades de NF-κB, puede inducir daño 

en los procesos de aprendizaje y memoria (Kaltschmidt et al., 2006; Meffert et 

al., 2003; O´Mahony et al., 2006; Yang et al., 2011), como se ha mencionado 

anteriormente. Por otro lado, este factor de transcripción parece ser importante 

en el proceso de consolidación de la memoria (Freudenthal et al., 2005; 

Levenson et al., 2004; Merlo et al., 2002), al concluirse que la activación de NF-

κB es importante para la formación de memoria a largo plazo, sobre todo, 

aquella que depende de hipocampo, como sucede con la memoria espacial. 

Estas evidencias nos permiten relacionar la disminución de la actividad de NF-

κB en corteza frontal con el déficit de la memoria espacial tal y como se 

demuestra en la Figura 19. Además, el uso de la memoria en estas condiciones 

puede que sea más dependiente de la corteza frontal (Anagnostaras et al., 

2001; Takehara et al., 2003) que del hipocampo. En este sentido, estudios 

previos revelan que el NF-κB es activado en el núcleo sólo cuando la memoria 

debe ser recuperada (Merlo et al., 2005). Por lo tanto, el descenso de la 

actividad NF-κB en la corteza frontal observada después de administrar 

cocaína podría estar contribuyendo a la alteración de la memoria que se ha 

demostrado.  

 

3. PARÁMETROS BIOQUÍMICOS INDICADORES DE 

ESTRÉS OXIDATIVO 

La concentración de GSH y la actividad de GPx en hipocampo están 

disminuidas en ratas tratadas con cocaína con respecto a ratas controles  

(Figura 22 y Figura 23). Esta disminución en las defensas antioxidantes puede 

estar indicando un aumento de estrés oxidativo tras la administración de 

cocaína en esta área. Es importante destacar que, aunque otros autores han 

demostrado la existencia de estrés oxidativo en hipocampo de ratas tras una de 

exposición a cocaína intrauterina (Bashkatova et al., 2005; Bashkatova et al., 

2006), existen poco estudios que lo demuestren en ratas adultas (Pomierny-

Chamiolo 2013). 
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El principal efecto conocido de la cocaína en el SNC es la inhibición de la 

recaptación de DA (Nestler, 2005), que implica la acumulación de este 

neurotransmisor en la hendidura sináptica. Se sabe que la DA no secuestrada, 

puede incrementar el estrés oxidativo, debido a que durante el metabolismo de 

este neurotransmisor se generan RL, por medio de dos procesos, el primero de 

ellos se produce intracelularmente por medio de una enzima mitocondrial, 

monoamina oxidasa (MAO), generándose H2O2, y el segundo mecanismo es 

por medio de la autooxidación de DA generando anión superóxido y de nuevo 

H2O2 (Hastings, 1995). Por lo tanto, es posible que la disminución de defensas 

antioxidantes en hipocampo se pueda deber, entre otros, a la acumulación y 

posterior oxidación de la DA, como ya ha sido postulado en el apartado de 

introducción.  

Hemos demostrado que la cocaína ocasiona un déficit en la memoria 

(Figura 13) que, a la vista de los resultados de este estudio, podría ser debido a 

la depleción de GSH que esta droga ocasiona en hipocampo (Figura 22), dado 

que se han relacionado los bajos niveles de GSH con un daño en la plasticidad 

sináptica a largo y corto plazo (Almaguer-Melian et al., 2000). Además, Shukitt-

Hale (1998) han demostrado que la depleción de GSH por medio de un 

inhibidor (butionina sulfoximida) induce un déficit en la memoria después de un 

aumento de estrés oxidativo inducido por la DA (Shukitt-Hale et al., 1998). De 

igual forma se ha demostrado en otros estudios, la necesidad de una función 

correcta de las defensas antioxidantes (GHS y GPx) para la formación de la 

memoria  (Cruz-Aguado et al., 2001; Dean et al., 2009). Asimismo, es sabido 

que la formación de GSH se produce a partir de glutamato y que a su vez, el 

sistema glutamatérgico interviene de forma muy importante en la formación de 

memoria. Por lo tanto, la modificación del sistema GSH por la cocaína puede 

contribuir también a la modificación del comportamiento inducido por cocaína 

tal y como demuestran Uys (2011) (Uys et al., 2011) y esta investigación. 

Entre los efectos de la cocaína también se encuentra la disminución del 

tono inhibitorio GABAérgico, por medio de la modulación de sus receptores 

(Frankowska et al., 2009; Gasior et al., 2004; Huang et al., 2007a; Liu et al., 

2005). Una posible causa puede ser el aumento de las especies reactivas de 

oxígeno, puesto que es conocido que éstas pueden comprometer la inhibición 



Discusión 

138 
 

neuronal mediada por GABA (Sah et al., 2002). Más concretamente, una 

reducción de los niveles de GSH, (como la que hemos observado en nuestro 

estudio, Figura 22), puede llevar a una pérdida significativa de las 

concentraciones de GABA (Gramsbergen et al., 2002; Lyng and Seegal, 2008). 

Enlazando con esta idea, un estudio de Zheng (2007) (Zheng et al., 2007), 

demuestra que un agonista del receptor GABA(A), en parte, mejora la tarea 

espacial en ratas a las que se les ha inducido un estrés. En nuestro caso, se ha 

observado una correlación positiva estadísticamente significativa entre la 

actividad de la enzima GPx en hipocampo (que está disminuida por la 

administración de cocaína), y la diferencia de latencia entre el pase 12 (último 

después del tratamiento) y el test de transferencia (plataforma cambiada de 

posición) (Figura 24) (en el grupo cocaína esta diferencia es mínima). Varios 

estudios han postulado una relación entre la enzima GPx y alteraciones en la 

memoria (Chiu et al., 2009; He et al., 2010). De la misma manera, en nuestro 

caso, la disminución de las defensas antioxidantes observada en el hipocampo 

(Figura 22 y Figura 23) en las ratas tratadas con cocaína puede contribuir a la 

potenciación de la tarea del test de transferencia en el laberinto de agua de 

Morris.  

El topiramato es capaz de normalizar las defensas antioxidantes en el 

hipocampo (Figura 22 y Figura 23), y este es un dato destacable ya que no 

existen prácticamente datos en la literatura a este respecto (Kutluhan et al., 

2009; Nazıroğlu et al., 2008). Estos posibles efectos antioxidantes pueden 

deberse a la inhibición de la anhidrasa carbónica (Dodgson et al., 2000), ya que 

Price (2012) han observado una reducción del estrés oxidativo inducido por la 

anhidrasa carbónica mitocondrial después de la administración de topiramato 

(Price et al., 2012). Sin embargo, no hay que olvidar que contrariamente a los 

resultados de este trabajo, se han observado un posible incremento de estrés 

oxidativo después de la adición del topiramato (Huang et al., 2007b; Pavone 

and Cardile, 2003), aunque se trata de estudios in vitro realizados en cultivos 

de astrocitos y de hepatocitos.  

Por otro lado, como hemos mencionado anteriormente, el topiramato 

permite que las ratas tratadas con cocaína se comporten como las controles, 

en lo que a memoria espacial se refiere (Figura 13 y Figura 15). El hecho de 
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que el topiramato sea capaz de estimular las conexiones GABAérgicas podría 

justificar su efecto en las ratas tratadas con cocaína. Sin embargo, hay que 

tener también en cuenta que en nuestro estudio el topiramato normaliza los 

valores de GSH y GPx en hipocampo (Figura 22 y Figura 23), lo cual podría 

contribuir a mejorar el tono GABAérgico. Además, dada la correlación que 

presentamos entre la actividad GPx en hipocampo y la tarea del test de 

laberinto de agua de Morris (Figura 24), bien podría ser, que el efecto del 

topiramato sobre las ratas tratadas de cocaína estuviera ligado a esta posible 

propiedad antioxidante. 

En cuanto a la corteza frontal no existen diferencias en la concentración de 

GSH (Figura 20) y en la actividad de GPx (Figura 21) entre los diferentes 

grupos estudiados. Este resultado está en consonancia con los estudios 

obtenidos por otros grupos, en los cuales no observan cambios en los 

marcadores de estrés oxidativo en la corteza frontal después de administrar 10 

mg/kg de cocaína (Macêdo et al., 2005). No obstante, otros autores si observan 

un incremento de la actividad GPx en corteza frontal después de la 

administración de cocaína, sin embargo en este estudio la dosis de cocaína es 

más elevada (Dietrich et al., 2005). 

 

4. ACTIVACIÓN DE CASPASA 3 

La proteína caspasa 3 es una intermediaria en la ruta de la apoptosis 

inducida por estrés oxidativo (Annunziato et al., 2003). Además, el NF-κB 

también puede participar en los procesos apoptosis, como ya se ha indicado 

anteriormente, pudiendo tener efectos tanto pro-apoptóticos como anti-

apoptóticos (Barkett and Gilmore, 1999). Por todo ello, se planteó el estudio de 

la activación de Caspasa 3 en nuestro modelo experimental. 

Tal y como se muestra en la Figura 25, no existe activación de esta 

proteína en ninguna de las dos áreas estudiadas, corteza frontal e hipocampo 

respectivamente, confirmándose que el descenso de la actividad de NF-κB en 

corteza frontal en ratas a las que se les ha administrado cocaína no está 

relacionado con los procesos apoptóticos, al menos por los inducidos por la vía 
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de las caspasas. Ni que el posible aumento de estrés oxidativo ocurrido en 

hipocampo desencadene apoptosis en esta área.  

Estos datos están en consonancia con otros estudios como el de Dietrich 

(2005) (Dietrich et al., 2005) que en el estriado y corteza frontal de ratas no 

observan activación de caspasa 3 con una dosis de cocaína más elevada. 

Otros autores, sin embargo, si han descrito la activación de caspasa 3 tras 

administrar cocaína, pero hay que resaltar que se trata de estudios in vitro 

(Cunha-Oliveira et al., 2006; Dey et al., 2007; Novikova et al., 2005). Pero por 

lo general los resultados hallados en este trabajo corroboran el hecho de que 

los efectos tóxicos de la cocaína a dosis normales no provocan muerte celular 

programada (Dominguez-Escriba et al., 2006; Oliveira et al., 2003).   

 

5.  HISTOQUÍMICA DE NADPH-DIAFORASA 

El número de células NADPH-diaforasa aumenta en la capa subgranular de 

giro dentado de hipocampo a causa de la administración de cocaína, indicando 

que el número de neuronas con la enzima nNOS aumenta por algún efecto de 

la cocaína (Figura 28). Es de sobra probada la relación entre la adicción a 

cocaína y la enzima NOS. Así se ha relacionado la NOS con los procesos de 

transmisión de DA (Balda et al., 2009; Volz and Schenk, 2004), 

comportamiento de sensibilización a la cocaína (Balda et al., 2008), la 

abstinencia inducida por la retirada de la droga (Rawls et al., 2006), el 

comportamiento de autoadministración de drogas (Collins and Kantak, 2002) o 

el aprendizaje condicionado de preferencia de lugar (“conditioning place 

preference”) (Itzhak and Anderson, 2007). Además, la ruta del óxido nítrico está 

implicada en el incremento progresivo de la excitabilidad en el SNC después de 

administración repetitiva de cocaína (Przewlocka et al., 1994).  

Existe una interacción entre la DA, glutamato y el óxido nítrico en los 

circuitos mesolímbicos y corticostriales, corroborando la idea de que el óxido 

nítrico puede contribuir a los efectos de la cocaína en el SNC. Además se ha 

demostrado que la administración sistémica de cocaína incrementa 

significativamente el flujo de óxido nítrico en el estriado dorsal (Lee et al., 
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2010). Por otro lado, otros autores también han demostrado una afectación de 

la enzima nNOS por la cocaína en hipocampo, pero en este caso un 

incremento en su actividad  (Bhargava and Kumar, 1997), corroborando el dato 

obtenido en nuestra investigación (Figura 28).  

Entre la enzima nNOS y el receptor de glutamato NMDA (necesario para la 

formación de memoria en hipocampo) existe una relación estructural 

(Christopherson et al., 1999). De hecho, la activación de los receptores de 

NMDA provoca un aumento del flujo de Ca2+ activando a las proteínas 

Calmodulinas, necesarias para el correcto funcionamiento de NOS tal y como 

se ha explicado en el apartado de introducción. Por lo tanto se podría 

establecer una relación entre la mejora en el aprendizaje inducido por la 

cocaína y el aumento de nNOS en hipocampo, tal y como hemos demostrado 

(Figura 29). De hecho, la cocaína también induce un aumento de la acción de 

los receptores NMDA por medio del aumento de la transmisión dopaminérgica 

(Zhang et al., 2009), contribuyendo también al aumento de la actividad de 

nNOS (Bhargava and Kumar, 1997). 

Igualmente se sabe que el óxido nítrico es necesario para la generación 

de PLP (Schuman and Madison, 1991) y por lo tanto necesario para los 

procesos de memoria y aprendizaje. De hecho existen numerosos estudios que 

demuestran que la falta de óxido nítrico induce un déficit en la memoria 

espacial (Chapman et al., 1992; Estall et al., 1993). Otros estudios con ratones 

“knock out” de nNOS y a los que se realiza el test espacial del laberinto de 

agua de Morris, demuestran un empeoramiento en la ejecución de la tarea 

(Kirchner et al., 2004). También se sabe que la expresión de la NOS neuronal 

en el giro dentado de hipocampo y en la corteza frontal aumenta 

significativamente tras la realización de una tarea similar al laberinto de agua 

de Morris (Zhang et al., 1998).  

El hecho de que se haya encontrado el aumento de las células NADPH 

diaforasa positivas en la capa subgranular del giro dentado de hipocampo 

(Figura 28) es muy interesante, ya que este área en concreto está relacionada 

con la formación de nueva memoria. Esto es así porque un proceso 

fundamental ocurre en esta capa, la neurogénesis en adultos (Kempermann 
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and Gage, 2000; Lledo et al., 2006), y la formación de nuevas neuronas en el 

hipocampo está íntimamente relacionada con la formación de memoria espacial 

(Herrera et al., 2003; Snyder et al., 2005).  

Por todos los antecedentes anteriormente expuestos, el incremento que 

observamos en el número de células NADPH-diaforasa en el giro dentado de 

animales tratados con cocaína puede estar relacionado con la mejora en la 

ejecución del test del laberinto de agua que se observa en estos animales. De 

hecho, la Figura 29 muestra una correlación positiva estadísticamente 

significativa entre el aumento de células NADPH-diaforasa en el giro dentado 

de hipocampo y la diferencia entre el pase 12 (último después del tratamiento) 

y el test de transferencia.  

Por último, tal como ocurre con otros parámetros, se destaca el hecho 

de que el topiramato es capaz de mantener el número de células NADPH 

diaforasa positivas similar al de las controles en la capa subgranular del giro 

dentado de hipocampo de ratas tratadas con cocaína (Figura 28). Este efecto 

del topiramato puede contribuir también, por tanto, a la normalización en la 

ejecución del test del laberinto de agua de Morris en los animales tratados con 

cocaína.  

 
 

II. ADMINISTRACIÓN DE COCAÍNA DURANTE 36 

DÍAS 

 

1. TEST DE LABERINTO DE AGUA DE MORRIS 

La administración de cocaína durante 36 días provoca un daño en la 

memoria, como se muestra en la 

Figura 30, siendo la latencia del grupo cocaína significativamente mayor, 

con respecto al grupo control. Se confirma por lo tanto, que la cocaína daña la 

memoria de experiencias adquiridas previo al consumo de la misma, el daño en 

la memoria se mantiene con el aumento del consumo de cocaína.  
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Aunque el principal efecto de la cocaína cuando se administra de forma 

aguda es inhibir la recaptación de DA, y por lo tanto aumentar la DA libre en la 

hendidura presináptica (Nestler, 2005), el consumo crónico se relaciona con 

una hipoactividad de la DA: por un lado, se induce una menor liberación de DA 

(Martinez et al., 2007; Volkow et al., 1997) y por otro lado menor disponibilidad 

de los receptores D2 (Briand et al., 2008; Nader et al., 2006; Volkow et al., 

1993). Se podría relacionar este descenso de la actividad de la DA inducida por 

la cocaína con el daño en la recuperación de la memoria, dado que, existe una 

relación entre los procesos de aprendizaje y memoria, y la DA (Rinaldi et al., 

2007). Concretamente es sabido que la DA controla el mantenimiento de la 

memoria a largo plazo por medio de los receptores D1 en la región dorsal del 

hipocampo (Bethus et al., 2010).  

La afectación de la memoria por la cocaína ha sido demostrada 

anteriormente por numerosos investigadores (Achat-Mendes et al., 2007; 

George et al., 2008; Iñiguez et al., 2011; Ramirez et al., 2009), como 

mecanismo que pudiera contribuir al desarrollo de la adicción a drogas. En este 

trabajo, lo que demostramos es la afectación de la recuperación de la memoria 

espacial de experiencias adquiridas con anterioridad al consumo de cocaína. 

 

2. ACTIVIDAD DE NF-ΚB 

Un descenso de la actividad de NF-κB en hipocampo y corteza frontal se ha 

demostrado por el efecto de la cocaína (Figura 34 y Figura 35). Tal y como se 

ha postulado anteriormente, la neuroadaptación más importante de la cocaína 

administrada de forma crónica es el descenso de la disponibilidad de los 

receptores D2 (Volkow et al., 1993), y si tenemos en cuenta que estos 

receptores D2 regulan la actividad de NF-κB (Takeuchi and Fukunaga, 2004; 

Yang et al., 2003), se puede establecer una relación entre el descenso de la 

actividad de NF-κB y los efectos de la cocaína administrada a largo plazo.  

En la Figura 36 demostramos una relación estadísticamente significativa 

entre la disminución de la actividad de NF-κB en la corteza frontal y el déficit en 

la memoria espacial, tal y como se había hallado a los 20 días de 
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administración de la droga. Ya se ha nombrado anteriormente la importancia de 

NF-κB en la formación de la memoria, pero también es importante en la 

recuperación de la memoria, tal y como demuestran Boccia (2005) (Boccia et 

al., 2005) y nuestros resultados.  

Varios autores han demostrado la influencia de NF-κB en la plasticidad 

sináptica (Kaltschmidt and Kaltschmidt, 2009; Marini et al., 2004; Mattson and 

Meffert, 2006; Mémet, 2006) y por otro lado, es de sobra conocido que la 

cocaína también induce cambios en la plasticidad sináptica relacionados con 

modificaciones en la memoria y el aprendizaje (Chao and Nestler, 2004; Hyman 

et al., 2006; Jones and Bonci, 2005; Kelley, 2004; Nestler, 2002; Thomas et al., 

2008; Thomas and Malenka, 2003). Debido a ello, es posible que los cambios 

en la plasticidad sináptica relacionados con la administración crónica de 

cocaína, especialmente en la recuperación de la memoria espacial, puedan ser 

mediados por NF-κB, tal y como nosotros demostramos (Figura 36). 

Se ha documentado que la prevención de la unión de NF-κB a su secuencia 

consenso en el ADN reduce la magnitud de la PLP en hipocampo (Albensi and 

Mattson, 2000), y como es sabido, la PLP es la base de la formación de 

memoria en hipocampo (Bliss and Collingridge, 1993). Según estos 

antecedentes, se podría relacionar también el daño en la recuperación de la 

memoria (Figura 30 y Figura 31) con el descenso de la actividad de NF-κB en 

el hipocampo (Figura 35) de las ratas a las que se les ha administrado cocaína.  

 

3. PARÁMETROS BIOQUÍMICOS INDICADORES DE 

ESTRÉS OXIDATIVO 

La cocaína tras 36 días de administración, no disminuye las defensas 

antioxidantes endógenas, en ninguna de las áreas estudiadas, en corteza 

frontal e hipocampo (Tabla 12). Anteriormente habíamos demostrado una 

disminución de GSH y GPx en el hipocampo de ratas tratadas con cocaína 

(Muriach et al., 2010), esta aparente contradicción en nuestros resultados, 

parece resolverse si tenemos en cuenta que el aumento de estrés oxidativo 

inducido por la cocaína, se puede deber al aumento de la DA libre y su 
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posterior autoxidación (Hastings, 1995). Así, dado que ya se ha indicado que 

tras el consumo prologando de la cocaína se puede producir una depleción de 

la DA libre como mecanismo de adaptación (Martinez et al., 2007; Volkow et 

al., 1997), es lógico que disminuya también el proceso de autoxidación, y con 

él, la producción de especies reactivas de oxígeno. 

 

4. ACTIVACIÓN DE CASPASA 3 

La cocaína cuando se administra de forma crónica durante 36 días no 

induce activación de caspasa 3 en las áreas estudiadas, corteza frontal e 

hipocampo (Figura 41), y tampoco se producen cambios en la proteína 

precursora (Figura 42 y Figura 43), tal y como ocurría tras 20 días de 

administración. Por lo tanto, se puede concluir que la cocaína no induce 

apoptosis por medio de esa vía, en ninguna de las áreas estudiadas.  

Este resultado se podría esperar, ya que, la administración de cocaína no 

provoca tampoco aumento de estrés oxidativo a este tiempo (Tabla 12), y esta 

caspasa es una intermediaria en la ruta de la apoptosis inducida por este tipo 

de estrés (Annunziato et al., 2003). De hecho numerosos autores no 

encontraron indicio de apoptosis inducido por la cocaína (Alvaro-Bartolome et 

al., 2011; Dietrich et al., 2005; Dominguez-Escriba et al., 2006; Oliveira et al., 

2003). Sin embargo, otros describieron activación de caspasa 3 tras administrar 

cocaína, pero estos estudios se han realizado en cultivos celulares (Cunha-

Oliveira et al., 2006). 

 

5. ESTUDIO DE PROTEÍNAS INVOLUCRADAS EN 

PROCESOS DE APRENDIZAJE Y MEMORIA 

La cocaína afecta ampliamente al SNC, el principal efecto de esta droga el 

aumento de la DA en la hendidura sináptica. Varios autores demuestran la 

influencia de este neurotransmisor en los procesos de memoria y aprendizaje 

(Bethus et al., 2010; Li et al., 2003; Rinaldi et al., 2007; Rossato et al., 2009). 
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Sobre todo por la actuación de la DA en los receptores D1, ya que la activación 

de estos receptores están involucrados en la formación de la memoria por su 

asociación a proteínas Gs (Hartman and Civelli, 1996). La DA cuando actúa 

sobre estos receptores activa la PKA por medio del AMPc, esta quinasa 

fosforila al factor de transcripción CREB induciendo la activación de genes 

inmediatos cómo cFOS, y genes que intervienen en los procesos de memoria y 

aprendizaje (Bethus et al., 2010; Jay, 2003; Nestler and Aghajanian, 1997). En 

el hipocampo, área fundamental de la memoria, los receptores mayoritarios de 

DA son los de la familia D1 (Niznik and Van Tol, 1992). Por lo tanto, se puede 

decir, que el descenso demostrado de la fosforilación de CREB en el 

hipocampo después de la administración de cocaína (Figura 46 y Figura 47) 

puede ser inducido por el descenso de la función dopaminérgica también 

documentada (Martinez et al., 2007; Volkow et al., 1997), y responsable en 

parte del daño observado en la memoria (Figura 30). De hecho, se ha 

demostrado que una depleción de DA en la corteza prefrontal y en el 

hipocampo induce un daño en el aprendizaje y en la memoria (Gasbarri et al., 

1996; Nelson et al., 2011). Además, la activación de CREB está demostrada en 

el hipocampo de ratas cuando desarrollan una tarea de memoria espacial, 

cómo sucede con en el test del laberinto de agua (Mizuno et al., 2002; Morris et 

al., 2006; Porte et al., 2008), por lo tanto el descenso de la fosforilación de 

CREB en hipocampo (Figura 46 y Figura 47) podría estar relacionado con el 

daño en la memoria.  

Por otro lado, el factor de transcripción CREB ha sido estudiado en relación 

con las drogas (Pandey et al., 2004), en concreto a la cocaína se ha estudiado 

en el NAc, centro de la recompensa. Se sabe que la activación de CREB varía 

en el núcleo con diferentes consecuencias (Carlezon et al., 2005; Marin et al., 

2009; McClung and Nestler, 2003; Riday et al., 2012). Concretamente, Malvaez 

(2011) han descubierto que la inactivación de CREB en NAc, podría estar 

relacionado con el daño en la memoria asociada a cocaína (Malvaez et al., 

2011). En referente a las áreas estudiadas en este trabajo, el hipocampo y la 

corteza frontal existe muy poca información al respecto (Edwards et al., 2007).  

Dado que CREB y NF-κB están involucrados en la formación de memoria y 

en la plasticidad sináptica (Bourtchuladze et al., 1994; Kandel, 2001; Lopez de 
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Armentia et al., 2007; Meffert et al., 2003) es interesante estudiar si existe una 

conexión entre ambos factores de transcripción en este modelo de cocaína 

crónica. De hecho, Kaltschmidt (2006) sugirieron una nueva cascada 

transcripcional donde NF-κB podría controlar la ruta de CREB por medio de la 

expresión de la PKA (una de las quinasas que fosforila a CREB), en concreto la 

PKA catalítica alfa (PKAc α) (Kaltschmidt et al., 2006). La conexión entre NF-κB 

y CREB se demuestra en nuestro trabajo mediante la correlación positiva 

estadísticamente significativa puesta de manifiesto entre ambos factores en el 

hipocampo (Figura 48). Sin embargo, los niveles de la PKAc α no cambian en 

este área después de la administración de la cocaína (Figura 52 y Figura 53), 

sugiriendo que en hipocampo el NF-κB podría estar regulando a CREB por 

otras rutas, ya que es conocido que otras quinasas fosforilan a CREB en el 

mismo aminoácido que la PKA (serina 133), como ERK (Mattson et al., 2005) y 

la CaMIV (Kasahara et al., 2001). Además, por otro lado, es bien conocido que 

CREB y NF-κB tienen reguladores comunes, como la quinasa activada por 

mitogen y estrés 1 “mitogen and stress activated kinase 1” (MSK1) (Deak et al., 

1998; Vermeulen et al., 2003). De hecho, esta proteína también se modifica por 

la acción de la cocaína (Bertran-Gonzalez et al., 2008), la modificación de 

CREB podría estar mediado por este mitogen. 

Contrariamente a lo que se produce en el hipocampo, los niveles de 

pCREB no varían en la corteza frontal de las ratas tratadas con cocaína 

después de 36 días de administración (Figura 44 y Figura 45), pero tal y como 

se muestra en la Figura 49 y Figura 50, existe una reducción de los niveles de 

PKAc α en este área. De hecho también, se debe resaltar que estos niveles 

correlacionan de una forma positiva con la actividad de NF-κB (Figura 51), 

confirmando la conexión entre NF-κB y CREB via PKAc α propuesta por 

Kaltschmidt (2006) (Kaltschmidt et al., 2006). Dado que PKA por si sola está 

relacionada con los procesos de memoria (Grimes et al., 2012; Isiegas et al., 

2006; Koh and Bernstein, 2003), el descenso observado en los niveles de PKA 

en la corteza frontal después de la administración de cocaína (Figura 49 y 

Figura 50) podría también contribuir al daño en la recuperación de la memoria 

(Figura 30), tarea que además es más dependiente de corteza frontal que del 

hipocampo (Takehara et al., 2003). 
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Por otro lado, tal y cómo se muestra en las Figura 54 y Figura 55, se ha 

observado un descenso de los niveles de BDNF en la corteza frontal en las 

ratas tratadas con cocaína. BDNF es una proteína regulada por CREB (Tao et 

al., 1998), también está implicada en la plasticidad sináptica, y en los procesos 

de memoria y aprendizaje (Callaghan and Kelly, 2012; Hemmerle et al., 2012; 

Leibrock et al., 1989; McCarthy et al., 2012; Mizuno et al., 2012). Por lo tanto, el 

descenso de BDNF podría también contribuir al daño en la recuperación de la 

memoria observada después de la administración de cocaína (Figura 30). De 

hecho, se sabe que cambios en la expresión de BDNF son importantes en la 

formación de la memoria asociada a la droga (Maze and Nestler, 2011). Al 

mismo tiempo, es importante destacar que, BDNF podría estar regulada 

también por NF-κB (Marini et al., 2004), esta alternativa además, se ajusta con 

la correlación positiva estadísticamente significativa, demostrada en nuestra 

investigación, entre los niveles de BDNF y la actividad de NF-κB en la corteza 

frontal (Figura 56). 

Se ha propuesto a NF-κB como modulador crítico en la homeostasis entre 

la función neuronal inhibitoria y excitatoria (O´Mahony et al., 2006). En concreto 

animales que no expresan NF-κB, tienen incrementada la PLP, potenciando la 

actividad exploratoria, presentando mayor incidencia de crisis, y mejorando en 

la ejecución de varios tests de aprendizaje espacial (O´Mahony et al., 2006). 

Curiosamente estas son las características que se observan en ratas después 

de la administración de cocaína (delOlmo et al., 2006; Gasior et al., 2004; 

Huang et al., 2007a). No solo eso, sino que estas características coinciden con 

la habilidad de la cocaína (probablemente debido a su influencia negativa sobre 

la actividad GABAergica), de potenciar las señales excitatorias (Freund and 

Buzsaki, 1996). Además, por si sola, la cocaína también provoca un descenso 

del tono inhibitorio GABAergico, por medio de la modulación de sus receptores 

(Frankowska et al., 2009; Gasior et al., 2004; Huang et al., 2007a; Liu et al., 

2005). En este sentido, es importante decir NF-κB también se ha postulado 

como un regulador positivo para el establecimiento del tono GABAergico 

inhibitorio in vivo (O´Mahony et al., 2006). Así, la síntesis de GABA está 

regulada por una enzima, la glutamato descarboxilasa en el cerebro de 

mamíferos (Soghomonian and Martin, 1998), cuya isoenzima 65, O’Mahony 
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(2006) han postulado que está regulada NF-κB (O´Mahony et al., 2006). En 

nuestro estudio, aunque no se ha hallado un cambio en la GAD65 después de 

la administración de cocaína, si hemos observado que en hipocampo existe 

una correlación estadísticamente significativa entre la expresión de GAD65 y la 

actividad de NF-κB (Figura 63), dando soporte a la relación entre ambas 

proteínas.  

En resumen, los datos aportados por esta tesis ponen de manifiesto el 

papel crucial de la actividad de NF-κB y de CREB en el daño de la 

recuperación de la memoria espacial inducido por la administración de cocaína, 

así como un posible papel protector de del topiramato ante algunas 

consecuencias de la cocaína.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 





 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

CONCLUSIONES



 

 

 
 

 



Conclusiones 

153 
 

 
 

1. La cocaína administrada en ratas con una dosis de 15 mg/kg altera el 

aprendizaje, y la recuperación de la memoria de experiencias previas a la 

administración de la droga.  

2. La actividad de NF-κB en la corteza frontal  está disminuida tras 20 y 36 

días de administración de cocaína, y se relaciona con el déficit en la 

recuperación de la memoria.  

3. La cocaína induce una disminución de las defensas antioxidantes (GSH y 

actividad de GPx), así como un aumento de la actividad de la de la enzima 

nNOS, tras 20 días de administración de la droga. Tanto la disminución de 

la actividad GPx, como el incremento de nNOS, correlacionan con la mejor 

adquisición de nuevas tareas en el laberinto de agua de Morris. 

4. La administración de cocaína durante 36 días induce una disminución de la 

activación de CREB en hipocampo. Además, en la corteza frontal la 

expresión de PKAc α y BDNF también están disminuidas pudiendo 

relacionarse con la disminución de la actividad de NF-κB en dicha área, así 

como con el empeoramiento de la recuperación de la memoria.  

5. El topiramato es capaz de prevenir todas las alteraciones observadas tras 

20 días de administración de cocaína. 
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INTRODUCTION 
 
 

1. ADDICTION 

Drug addiction is a chronic disease in which relapse often occurs (Leshner, 

1997) and it is characterized by compulsive seeking and use of drugs despite of 

the negative consequences drugs induce in the addict's life and those around 

him. Drug addiction is considered as a disease among other things because 

drugs lead to changes in brain structure and function. It is known that the initial 

decision to take drugs is usually voluntary; however, over time changes in 

cognitive function caused by the continued drug use can affect self-control and 

the subject's ability to make appropriate decisions. In this sense, the decision to 

stop consuming drugs becames a complex goal (NIDA, 2008), since, drugs 

affect directly or indirectly the brain's reward system, whose central area is the 

nucleus accumbens (NAc), and whose main neurotransmitter is dopamine (DA) 

(Bard, 1998; Koob and Nestler, 1997). DA acts on brain regions that regulate 

movement, emotion, cognition, motivation and pleasure feelings. The reward 

system stimulation reinforces our natural behaviors typically linked to survival 

(eating, drinking, etc.), but it can be overstimulated producing euphoric effects 

in response to drugs. This reaction initiates a pattern that induces people to 

repeat behaviors of drug abuse. 

As a result of the former, the brain adapts itself to excessive DA, producing 

less neurotransmitter, and reducing the functionality of DA receptors in the 

reward circuit. Furthermore, it is also known that addicts show a lower response 

to biological stimuli, because drugs reduce prefrontal cortex activity. Therefore, 

DA impact on the reward circuit can be decreased, and the user's ability to 

enjoy with drugs and activities that previously caused him pleasure could be 

reduced. This DA decrease requires the addict individual to continue using 

drugs. However, at this point, the addict individual needs to consume a greater 

amount of drug in order to increase DA level to its previous normal level. This 

effect is known as tolerance (Hyman and Malenka, 2001, NIDA, 2008). 
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The continued drug abuse can affect other neurotransmitters such as 

glutamate, which influences the reward circuit and also the ability to learn 

(McFarland et al., 2004). Drug abuse alters the optimal glutamate 

concentration, and the brain attempts to compensate it, and this fact can impair 

cognitive function. Drugs of abuse facilitate non-conscious learning 

(conditioning), which induces in the drug user an uncontrollable desire to take 

drugs when he is in a context associated with drug use, even when it is not 

present. Neuroimaging studies of addicts show changes in brain areas critical to 

judgment, decision making, learning, memory and behavior control (Kaufman et 

al., 1998; Volkow et al., 1999; Volkow et al., 1997). All these changes induce 

the addict to consume drugs compulsively despite drug adverse consequences 

(NIDA, 2008). Therefore drugs become more important than other aspects of 

the life, and all activities are directed toward drug consumption when the 

addiction is established (Hyman et al., 2006). 

The most important pathways involved in addiction are: 

- Dopaminergic mesolimbic pathway: It has mainly dopaminergic neurons 

whose cell bodies are located in the ventral tegmental area (VTA) and project 

their axons to the NAc, to the prefrontal cortex regions and to the amygdala 

among others (Gardner and Ashby, 2000; Rockville, 1996). This pathway is 

involved in emotions, memory, learning, and behaviors and planning execution 

(Di Chiara et al., 1999). 

- Mesocortical pathway: The function of this pathway is to control the 

decisions, primarily using reward values associated with incentives to choose 

the appropriate action (Pierce and Kumaresan, 2006). 

 

2. COCAINE 

According to The United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) 

cocaine consumption is a global problem. It was estimated that annual cocaine 

consumption prevalence among 15 to 65 years was between 0,3% and 0,5% in 

2009, i.e. cocaine was consumed between 14.2 and 20.5 million people in this 
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age group. The largest cocaine market is the United States, with an estimated 

consumption of 157 tons, 36% of global consumption. The second cocaine 

market is Europe, particularly Western and Central Europe with an estimated 

consumption of 123 tons of this drug (United Nations Office on Drugs and 

Crime, 2011). 

Focusing on Spain, cocaine is the second illegal drug most used after 

cannabis, and it is estimated that 2.3% of the population between 15 and 64 

have used cocaine in the last 12 months (Observatorio Español Sobre Drogas, 

2012). It is also estimated that 3.6% of adolescents between 14 to 18 years 

have used cocaine in the last 12 months (Observatorio Español Sobre Drogas,, 

2010), therefore the cocaine consumption is not stable and far from being 

eradicated in our society. 

 

2.1 Cocaine mechanisms of action 

The main cocaine effect is the specific inhibition of monoamine transporter 

of presynaptic neuron. Thereby, it prevents the reuptake of DA but also 

serotonin and norepinephrine (Cunha-Oliveira et al., 2008; Nestler, 2005; Ritz et 

al., 1987). As a result, the concentration of these neurotransmitters increases in 

the synaptic gap, facilitating its binding to receptors and increasing its intense 

physiological action, particularly in the VTA and the NAc. 

It is known that there are 5 kinds of DA receptors (D1-D5). These receptors 

can be classified into two pharmacological families known as D1 and D2. All 

receptors are G protein-coupled. The D1 receptors family (D1 and D5 subtypes) 

are coupled to Gs proteins that activate adenylate cyclase and stimulate the 

cAMP formation. In contrast, the D2 family (D2, D3 and D4 subtypes) is coupled 

to Gi proteins whose action is to inhibit the adenylate cyclase (Hartman and 

Civelli, 1996; Sibley et al., 1993). The D1 family has also been shown to 

activate the protein phospholipase C (PLC) (Undie et al., 1994), while the family 

of D2 receptors increases potassium conductance (Jackson and Westlind-

Danielsson, 1994) and attenuates calcium entry through voltage-gated channels 

(Missale et al., 1998). 
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It is known that D2 receptor activation mediates the acute effects of cocaine 

and is responsible, at least in part, of euphoria feeling. Also it enhances the 

reinforcing effects of cocaine-induced (Welter et al., 2007). In contrast, the 

activation of adenylate cyclase enzyme by D1 receptors, induces activation of 

immediate genes, that are main mediators of neuroadaptation after cocaine 

use, for example the cAMP response element binding (CREB) and cFOs 

(Seger, 2010; Thomas et al., 2008). 

Cocaine can also increase glutamatergic activity mediated by D1 receptors 

(Kalivas and Duffy, 1998). Particularly, an increase of extracellular glutamate 

has been observed after cocaine administration (Pierce et al., 1996). It is also 

known that cocaine causes a decrease of GABAergic inhibitory tone, through 

modulation of its receptors (Gasior et al., 2004; Liu et al., 2005; Huang et al., 

2007; Frankowska et al., 2009). 

Cocaine consumption also reduces cerebral blood flow and this cerebral 

blood flow reduction is related to the pleasurable cocaine effects (O'Brien, 

2006). Moreover, Volkow et al. described that there is a direct relationship 

between the rate of DA transporter occupancy and its pleasurable effects in 

human (Volkow et al., 1999). 

Drug induces changes in the CNS that may lead to addiction development 

when cocaine is consumed during a long time. The main one is the decrease of 

D2 receptors available in striatum (Volkow et al., 2004; Volkow et al., 1990), 

which occurs when the DA supraphysiological levels remain for a long period of 

time. This neuroadaptation keeps the brain homeostasis, but the decrease of 

these receptors increases the vulnerability to cocaine consumption (Moore et 

al., 1998; Seger, 2010). In addition, the glutamatergic and GABAergic systems 

are affected (Bell et al., 2000). 

 

3. TOPIRAMATE 

Topiramate (Topamax ®) is an antiepileptic drug derived from the 

monosaccharide D-fructose (Maryanoff et al., 1987).   
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Topiramate has multiple action mechanisms. 1) It enhances GABAergic 

inhibitory activity (Gordey et al., 2000; White et al., 2000). 2) It blocks AMPA 

(GluR5)/kainate glutamate receptors (Kaminski et al., 2004). 3) It inhibits the 

neuronal activity of Na+ and Ca2+ voltage-sensitive channels (Gibbs et al., 2000, 

White, 2005). 4) In addition, topiramate slightly inhibits the activity of carbonic 

anhydrase (Dodgson et al., 2000). 

A side effect of these action mechanisms is the reduction of DA release in 

corticomesolymbic system, which is known to be involved in reward and 

reinforcement mechanisms (Nuijten et al., 2011; Shinn and Greenfield, 2010). 

Moreover, topiramate is used as a therapeutic agent for drug addiction, 

because it can reduce the withdrawal symptoms associated to several abuse 

drugs (Zullino et al., 2004). Craving is one of the most difficult symptoms to treat 

in the addiction (George et al., 2001), as topiramate increases GABA  it may be 

useful in the treatment of craving in patients with substance dependence. In 

fact, several recent clinical trials have demonstrated the topiramate efficacy in 

the attenuation of alcohol craving and its consumption (Anderson and Oliver, 

2003; Johnson et al., 2003; Johnson et al., 2004; Rubio et al., 2004; Johnson, 

2005; Kenna et al., 2007). It has also been shown that topiramate promotes 

nicotine (Kenna et al., 2007; Khazaal et al., 2006) and 3,4-

methylenedioxymethamphetamine (MDMA) abstinence (Akhondzadeh and 

Underworld, 2005). In regard to cocaine addiction several investigators have 

supported the use of topiramate for treating this addictions (Johnson, 2005; 

Kampman et al., 2004; Karila et al., 2008; Nuijten et al., 2011; Preti, 2007; 

Sofuoglu and Kosten, 2006; Uys and Lalumiere, 2008; Muriach et al., 2010; 

Johnson et al., 2013). Cocaine and topiramate have opposite effects on the 

GABA and glutamate neurotransmitters, so this drug has been selected as a 

potential treatment for cocaine addiction. Furthermore, AMPA receptor plays a 

critical role in the cocaine seeking behavior and relapse, thus, topiramate could 

reduce relapse and cocaine use by blocking AMPA receptors (Gass and Olive, 

2008). 
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4. MEMORY AND LEARNING  

As mentioned above, drugs have the ability to modify the pathways involved 

in learning and memory associated with reward (Everrit and Robbins, 2005), to 

change behavior and to develop drug-seeking behavior. 

Learning is a neurobiological phenomenon by which we acquire information, 

and memory is the process by which new information is retained (Bailey et al., 

1996). Learning and memory are the most important mechanisms through 

which behavior can be altered (Kandel and Schwartz, 1982). Not everything we 

learn is beneficial because learning can also cause changes in behavior that 

are not always positive, and in extreme conditions constitute mental disorders. 

Memory can be classified according to time during which it is effective: 

short-term memory and long-term memory. In addition, memory can be divided 

according to the nature of what is remembered, in declarative memory and 

nondeclarative memory. 

One issue that may arise is how to transform short-term memory, which 

lasts from minutes to hours, in a long-term memory that lasts for days, weeks or 

even a lifetime. The first requires only covalent modifications of preexisting 

proteins while the long-term memory, more stable, needs growth and new 

synapses formation that requires gene expression and new proteins formation 

(Bailey et al., 1996). 

A stimulus that triggers a short-term memory causes increased cAMP via 

activation of the adenylate cyclase. In turn, this cAMP activates protein kinase A 

(PKA) which enhances transmitters release: potassium channels are closed and 

the action potential is extended, because it enhances the Ca2+ flow required for 

certain molecules exocytosis that is important for memory formation (Byrne and 

Kandel, 1996). A repeated or prolonged stimulation induces long term memory. 

In this case, the activated PKA catalytic subunit translocates to nucleus and 

phosphorylates CREB, triggering immediate genes response, giving rise to 

generation of new synaptic connections (Bailey et al., 1996; Martin et al., 1997). 

Hippocampus is the main brain area where declarative memory is stored in 

mammals. It high frequency stimulation occurs and an increase in synaptic 
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efficacy is developed, it can last hours or days, this process is called long-term 

potentiation (LTP). Furthermore, the LTP also has an early phase that does not 

require protein synthesis and a late phase based on similar molecular 

mechanisms of long-term memory (PKA-CREB) (Bailey et al., 1996; Kandel, 

2001). Experiments related with LTP concluded that it requires: a) activation of 

synapse, and b) post synapse membrane depolarization. It is known that LTP 

can be initiated by activation of NMDA receptor, a glutamate receptor (Morris et 

al., 1986; Watkins and Jane, 2006). The NMDA receptor is found mainly along 

the hippocampal formation and controls the opening of Ca2+ channels which 

usually are blocked by Mg2+ (Malenka et al., 1988). The Ca2+ elevation induces 

the activation of Ca2+/calmodulin kinase II (CAMKII) and protein kinase C (PKC) 

(Malinow et al., 1989) and induces the activation of other kinases such as PKA 

and extracellular signal-regulating kinase (ERK). These kinases phosphorylate 

the AMPA receptor increasing the sensitivity to glutamate, which contributes to 

the LTP maintenance (Kauer et al., 1988). 

Thus, memory reactivation represents an opportunity for adaptive 

modifications, it can lead to plastic changes in the intensity of memory or 

maintain the relevance of memory in guiding future behavior (Lee, 2009). 

 

4.1 Hippocampus 

Hippocampus is an area related to the cerebral cortex that it is located 

inside the temporal lobe and is curved along the lateral ventricle. It is also part 

of the limbic system, the emotional part of the brain. 

Hippocampus plays a fundamental role in memory, it also plays a key role 

in storing new information before it is consolidated (Squire, 1992). The 

information reaches the hippocampus once it is processed, where it remains 

active for a time. During that time, hippocampus provides a bidirectional 

relationship with different cortex regions, such as visual or auditory cortex. 

These bidirectional connections are essential for the consolidation process. 
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The hippocampal formation is located in the temporal lobe and includes the 

subiculum (area where the memory lies), the entorhinal cortex and 

hippocampus (Squire and Zola, 1996). 

 

4.2 Frontal cortex 

Prefrontal cortex is the brain region of integration due to the information it 

receives and sends from the sensory and to the motor systems, respectively. 

The prefrontal cortex contains almost a quarter of all the cerebral cortex and is 

localized in the lateral surface, medial and inferior frontal lobe. The frontal 

cortex is divided functionally into dorsolateral prefrontal cortex and orbitofrontal 

cortex. The orbitofrontal cortex has been associated with cognitive functions 

employed in the management of social knowledge. The dorsolateral prefrontal 

cortex has also been described as an associative area (Vendrell et al., 1995).  

From a neuroanatomical point of view, different functional circuits within the 

prefrontal cortex have been described. On the one hand, the dorsolateral circuit 

is mainly related to cognitive activities such as working memory (Bechara et al., 

2000, Courtney et al., 1998), selective attention, concepts formation and 

cognitive flexibility. On the other hand, the ventromedial circuit has been 

associated with emotional cues processing. 

Regarding memory, frontal cortex plays a key role in the organization, 

search, selection and verification of stored memory (Shimamura, 2000). In 

addition, brain imaging studies have indicated that the cortex may also be 

involved in memory formation (Buckner et al., 1999). In fact, interactions 

between hippocampal CA1 area and an area of the frontal cortex during spatial 

memory encoding and retrieval have been described (Churchwell et al., 2010). 

Furthermore, it has also been shown the decrease of hippocampus function and 

an increase in the prefrontal cortex function, when the remote memory is 

necessary (Anagnostaras et al., 2001; Takehara et al., 2003), although if the 

memory is reactivated again, it could be dependent on hippocampus (Debiec et 

al., 2002). 
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4.3 Memory, learning and drugs 

Both hippocampus and frontal cortex are involved in a number of cognitive 

functions (Della-Maggiore et al., 2000; Seamans et al., 1998), but are also 

related to addiction development. Thus, hippocampus is involved in drug 

addiction initiation and maintenance (Eisch and Mandyam, 2004) and frontal 

cortex is related to drug search (Volkow et al., 2003).  

Addiction could represent an usurpation of neural mechanisms of learning 

and memory (Hyman, 2005). Moreover, several studies reveal similarities 

between drug actions and physiological processes of learning and memory 

(Chao and Nestler, 2004; Hyman and Malenka, 2001; Kelley, 2004; Nestler, 

2002). In this sense, Ungless et al. demonstrated that cocaine could enhance 

LTP (Ungless et al., 2001). Although the mechanisms by which cocaine can 

induce this effect are not well understood, it may be because DA mediates long-

term depression (LTD) inhibition. 

Cocaine alters drug seeking behavior in order to facilitate it, and this occurs 

through learning of drug conditioned stimuli (Kelley et al., 2007; Ramirez et al., 

2009; Théberge et al., 2010). Cocaine may alter memory stabilization during 

reconsolidation time (Lee et al., 2005; Miller and Marshall, 2005). However, 

there are still many questions about how cocaine interacts with memory and 

learning processes and it is also interesting to know its effect on other 

memories not so closely related to the drug, such as spatial memory. 

 

4.4 cAMP response element binding (CREB) 

CREB is a versatile transcription factor, since it regulates many genes 

involved in different functions of the CNS, the most important are cFos (Sheng 

et al., 1990), dynorphin (Carlezon et al., 1998), BDNF (Tao et al., 1998), GluR1 

glutamate receptor (Borges and Dingledine, 2001), etc. It is active when is 

phosphorylated at serine 133 by the cAMP dependent protein kinase A (PKA), 

and becomes phospho-CREB (pCREB). CREB is also phosphorylated in the 

same serine by other kinases such as calmodulin-dependent Ca2+ IV (CaMIV) 
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and ERK (Kasahara et al., 2001; Lu et al., 2006). Activated CREB induces 

transcription of its target genes. There are several intracellular signaling 

pathways involved in the information transmission from membrane receptor to 

the nucleus, where they interact with CREB to trigger processes that culminate 

in gene transcription.  

CREB is a critical protein for memory storage (Bailey et al., 1996; Kandel, 

2001; Mizuno et al., 2002). Although learning and memory have an important 

role in addiction, CREB also influences other processes of this disease. For 

example, it is known that there is CREB activation after cocaine use in the NAc, 

mediating the reinforcing effects of this drug (Carlezon et al., 1998; Mattson et 

al., 2005; McClung and Nestler, 2003; Nestler, 2001). Furthermore, Self et al. 

demonstrated that an increase of CREB phosphorylation reduces the 

reinforcing effects of cocaine in the NAc, while an inhibition has opposite effects 

(Self et al., 1998). The pCREB increase could be induced after cocaine use due 

to the DA increase in the synaptic cleft. Therefore, D1 activation and pCREB 

increase. D1 receptors also play an important role in LTP and memory 

formation (El-Ghundi et al., 2007). 

 

4.5 Brain derived neurotrophic factor (BDNF) 

BDNF is the most expressed neurotrophin in the CNS; it is present in 

hippocampus, cerebellum and cortex. It is an angiogenic factor and is also 

related to the vascular and hemodynamic response to ethanol. BDNF may be 

produced by astrocytes, under pathological conditions (Juric et al., 2006, Zafra 

et al., 1992), platelets (Karege et al., 2002), lymphocytes (Krause et al., 2008) 

and by the vascular endothelium. 

MAPK pathway is one of the most important signaling pathways activated 

by BDNF, leading to ERK activation, the main effector of BDNF. In addition, 

ERK also activates CREB, thus it is possible to establish a close relationship 

between BDNF and CREB. In fact, as mentioned above, BDNF is also 

regulated by the transcription factor CREB (Tao et al., 1998). 
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Several studies suggest that BDNF and its signaling pathways are involved 

in many functions. It is involved in dopaminergic system differentiation and 

survival (Thoenen, 1995) and also is important in the modulation of neuronal 

plasticity (Lee et al., 2004). In fact, BDNF is involved in neurite growth and 

dendritic morphology regulation (Kuczewski et al., 2009; Poo, 2001). Both 

dopaminergic system such as learning and memory processes are modified by 

the continued cocaine abuse. In fact, it is known that BDNF is involved in 

neuroadaptive changes in dopaminergic and glutamatergic system after 

psychostimulant drugs consumption (Altar et al., 1992; Grimm et al., 2003; 

Pierce et al., 1999). 

BDNF is also involved in other functions in relationship to cocaine use, for 

example BDNF increases after cocaine administration and withdrawal periods in 

different brain areas (Graham et al., 2007; Grimm et al., 2003). The increase in 

BDNF may be considered as a defensive strategy against the harmful cocaine 

effects (Fumagalli et al., 2009), or as a compensatory reaction to reinforcing 

efficacy decrease after cocaine consumption (Sadri-Vakili et al. 2010). 

In summary, this neurotrophin participates in many different ways in cocaine 

addiction, and therefore is a key protein to study. 

 

5. NUCLEAR FACTOR KAPPA B (NF-ΚB) 

The NF-κB family is expressed in mammalian cells and is highly conserved 

across species. In mammals, this family (also known as Rel family) consists of 5 

members: p50 (protein product NFκB1 or p105), p52 (protein product NFκB2 or 

p100), p65 (also known as RelA), c-rel and RelB. Members of the Rel family 

function as dimers and the 5 subunits can form homodimers or heterodimers. 

All family members have a Rel homologous domain, which contains 

functional regions, as the region of DNA binding, dimerization, nuclear 

localization and interaction with inhibitory IκB proteins, which masks the 

domains of nuclear localization and DNA binding (Baeuerle and Henkel, 1994). 
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The NF-κB dimers are in a latent form in the cytoplasm bound to the inhibitory 

protein IκB (Malek et al., 2001). 

Among the NF-κB target genes are IKB family members indicating that NF-

κB activation limits its own. It is known that IKB enters to nucleus and NF-κB 

DNA binding site is separated (Zabel and Baeuerle, 1990; Zabel et al., 1993). 

NF-κB is a central mediator of human immune response. Therefore, many 

pathogens induce NF-κB activation (Pahl, 1999). Furthermore, NF-κB also 

regulates oxidative stress responses (Schreck et al., 1992); NF-κB activation 

induces a variety of genes involved in response to oxidative stress, such as 

inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) (Madrigal 

et al., 2001; Pahl, 1999). 

The transcription factor NF-κB is also involved in the programmed cell death 

process, with both pro-apoptotic as anti-apoptotic effects (Barkett and Gilmore, 

1999; Blondeau et al., 2001; Brambilla et al., 2005; Fridmacher et al., 2003; 

Middleton et al., 2000). In fact it is known that the programmed cell death 

promotion or protection depends on the type and duration of stimulus and cell 

type (Clemens et al., 1997). 

 

5.1 NF-κB in the central nervous system 

NF-κB can be found in all CNS cell types including neurons, astrocytes, 

microglia and oligodendrocytes (O'Neill and Kaltschmidt, 1997), and it is 

involved in physiological functions of the CNS, both at the cellular and 

behavioral level. Moreover, some NF-κB subunits are involved in neurogenesis 

(Denis-Donini et al., 2008). 

The main active form of NF-κB in the nervous system is the p65/p50 

heterodimer (Guerrini et al., 1995; Kaltschmidt et al., 1993), moreover this dimer 

is also important within the synapse, because mice with a lack of p65 are 

deficient in NF-κB in these structures (Meffert et al., 2003). It has also been 

documented that NF-κB can be activated by the own synaptic transmission and 

in fact it has been observed that excitatory neurotransmitter glutamate activates 
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NF-κB in cerebellar granule neurons (Guerrini et al., 1995; Meffert et al., 2003), 

through Ca2+ ion, and is also regulated by other neurotransmitters such as DA 

(Luo et al., 1999; Takeuchi and Fukunaga, 2004). As we have mentioned 

above, NF-κB is involved in synaptic transmission regulation and in the synaptic 

plasticity. In fact, NF-κB can regulate (negatively or positively) gene expression 

that govern changes in synaptic plasticity and cognitive function (West et al., 

2002). 

There are many genes regulated by NF-κB with different functions in the 

CNS: PKAc alpha (Kaltschmidt et al. 2006), N-CAM, the β amyloid precursor 

(APP) (Grilli et al., 1995), BDNF (Lipsky et al., 2001), and μ-opioid receptor 

(Kraus et al., 2003). 

Regarding drug abuse, NF-κB is activated in the NAc after cocaine 

administration (Ang et al. 2001; Russo et al., 2009), but there are no studies 

explaining the mechanisms by which this may be active. In addition, NF-κB can 

participate in cocaine toxic effects, for example it has been demonstrated that it 

regulates some genes related to cell death induced by cocaine (Lepsch et al., 

2009; Novikova et al., 2005). 

Moreover, NF-κB activity is positively modulated by D2 receptors, and it 

also regulates signaling via glutamate (excitatory neurotransmitter) and GABA 

(inhibitory neurotransmitter) (Furukawa and Mattson, 1998; Takeuchi and 

Fukunaga, 2004). This means that NF-κB could be a modulator of neuronal 

function homeostasis between inhibitory and excitatory, moreover, it is known 

this balance is damaged in cocaine addiction. 

 

6. OXIDATIVE STRESS 

Oxidative stress is defined as an imbalance between oxidants and 

antioxidants in favor of the former (Sies and de Groot, 1992). Aerobic life is 

characterized by a constant formation of prooxidants balanced by their 

disappearance due to antioxidants. 
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Moreover, oxidative stress have been involved in the pathophysiology of 

several brain diseases such as Parkinson's disease (Adams et al., 1991, 

Danielson and Andersen, 2008), Alzheimer's disease (Adams et al., 1991; 

Cenini et al., 2008), post-traumatic epilepsy (Mori et al., 1990), and cerebral 

ischemia (Braughler and Hall, 1989), among others. This can be explained 

because the brain is susceptible to be attacked by oxidant agents, since it has a 

high oxygen consumption and easily oxidizable substrates (Nordmann, 1994). 

Similarly, it is noteworthy that the neurotoxic drugs of abuse effects have been 

repeatedly linked to oxidative stress (Almansa et al., 2009, Herrera et al., 2003; 

Johnsen-Soriano et al., 2007; Miranda et al., 2007; Sulzer and Zecca, 2000; 

Muriach et al., 2010). 

 

6.1 Physiological role of free radicals 

Some free radical processes are involved in learning and memory, because 

it has been described that they are necessary for the LTP generation (Klann, 

1998). In fact, when NMDA receptor is activated, a process that occurs during 

LTP, the amount of superoxide increases (Bindokas et al., 1996). However, 

other researchers suggest that the induction of oxidative stress can damage 

memory and learning (Farooqui, 2008). 

 

6.2 Pathogenic role of free radicals 

Free radicals can alter directly or indirectly alter several cellular and 

physiological mechanisms through which they may cause neuronal death (Li et 

al., 2002; Paravicini and Touyz, 2008; Gupta et al., 2007; Svensk et al., 2004; 

Torchinsky and Toder, 2007). Free radicals can induce alterations in vital 

macromolecules, including DNA (inducing mutations), membrane lipids 

(inducing lipid peroxidation) or proteins (altering enzyme activities). 
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6.3 Antioxidant defenses 

Detoxification of reactive oxygen species is one of the requirements for 

aerobic life, moreover, an important antioxidant defense system, made up of 

collectors and buffers that are called non-enzymatic antioxidants (vitamin C and 

E, glutathione, etc.), direct antioxidant enzymes, (catalase, superoxide 

dismutase, glutathione peroxidase, etc.), and enzymes with secondary 

antioxidant activity, has developed contributing to the maintenance of other 

antioxidant systems (glutathione S-transferase, glucose 6-phosphate 

dehydrogenase, etc.) (Sies, 1991). 

 

6.3.1 Glutathione system 

Glutathione system is the result of by the combination of the glutathione 

status and all enzymes related with their metabolism, which are also 

responsible of maintaining the redox state under physiological conditions 

(Meister and Anderson, 1983). Glutathione is a tripeptide (constituted by 

glutamic acid, cysteine and glycine) with interesting biological properties 

because of two structural characteristics: the γ-glutamyl link which protects it 

from peptidases, and the presence of a free thiol group (-SH) that makes it a 

very reactive compound (Meister and Anderson, 1983). 

Glutathione can be found in the free thiol form (GSH), in oxidized form 

(GSSG) and as mixed disulphides, the most important GS-S-protein. The 

GSSG is regenerated back to its reduced form by NADPH-dependent 

glutathione reductase, which is constitutively active, so the GSH is the most 

abundant thiol to counter act oxidative stress in the cell (Ballatori et al., 2009). 

Glutathione is related to the activity of several enzymes, the most important 

is the peroxidase activity, represented by glutathione peroxidase (GPx). GPx is 

an enzyme that contains selenium, which can reduce hydrogen peroxide (H2O2) 

to water by GSH oxidation. The function of this enzyme is to protect cell 

membranes from oxidative damage. The liver for example, one of the main loci 

for detoxification and that is exposed to high levels of oxidants, possesses a 

high activity of glutathione peroxidase (Van Vleet et al., 1981). 
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6.4 Oxidative stress and the dopaminergic system 

Free DA is increased in the synaptic cleft after cocaine consumption. The 

activity of this neurotransmitter is regulated by two mechanisms, the first of 

them is DA reassimilation in the presynaptic neuron (70-80%), a function that is 

blocked by cocaine (Nestler, 2005), and the second is the DA metabolism 

(Amara and Kuhar, 1993). DA is also metabolized by two mechanisms, the first 

one is produced intracellularly by monoamine oxidase, a mitochondrial enzyme 

(MAO), generating H2O2, and the second mechanism is the DA autoxidation 

generating superoxide anion and H2O2 (Hastings, 1995). DA is metabolized 

primarily by autoxidation when cocaine is consumed, generating large amounts 

of free radicals, being able to induce oxidative stress and cell death in 

dopaminergic neurons and adjacent neurons (Jones et al., 2000). 

Given these evidences, we may assume that cocaine use can lead to an 

increase of oxidative stress and be one of the mechanisms by which cocaine 

damages the CNS. Indeed, changes in antioxidant defenses (Dietrich et al., 

2005, Macedo et al., 2005; Muriach et al., 2010; Uys et al., 2011; Peraile et al., 

2013; Pomierny-Chamiolo et al., 2013) and free radicals (Bashkatova et al., 

2006; Numa et al., 2011) have been shown after cocaine consumption. 

 

6.5 Cell death by apoptosis 

Apoptosis provides the organism with a safe method to maintain tissue 

integrity, allowing removing damaged or abnormal cells without compromising 

neighboring cells (Kerr et al., 1972). 

The apoptosis initiation is mainly linked to the activation of the related 

proteins Bcl-2 family. Bcl-2 belongs to a family of genomic products that can act 

as inhibitors proteins of apoptosis (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1 and 

A1) or induce proapoptotic proteins (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bad, Bid, Bik and HRK).  

Cell death by apoptosis can occur as a result of exposure to physical 

agents, toxic agents, viral infection and other immunological mechanisms 
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(Hockenbery et al., 1993, Maiese et al., 2007). This heterogeneity of apoptosis 

promoters suggests that many mechanisms can lead cells to apoptosis. 

The initial phase of apoptosis is characterized by the activation of a 

protease family called caspases; they are responsible of the dismantling and 

apoptosis execution. Caspases cut a variety of intracellular polypeptides that 

include structural elements of the cytoplasm and nucleus, components of the 

DNA repair machinery and a large number of protein kinases.  

Eleven caspases have been described in human cells that cause well-

defined protein degradation up to the formation of apoptotic bodies. Some 

caspases are "starter" and other "effector" of the catalytic mechanism, acting on 

endonucleases that are directly responsible of DNA fragmentation. 

Caspases are regulated at post translational level, ensuring that they can 

be quickly activated. Caspases are initially synthesized as inactive zymogens 

(pro-caspases) with its classical structure consisting of a prodomain, a small 

subunit and large subunit. These molecules answer to stimuli, resulting in 

clustering of initiator caspases, allowing them to activate themselves and then 

proceed to activate effector caspases (Zou et al., 1997). In the case of  

caspase-3, its activation is highly correlated with the induction of apoptosis 

(Moreno et al., 2000, Ceccatelli et al., 2004). 

Today, there are several studies linking the presence of oxidative stress as 

a triggering mechanism of mitochondrial apoptotic pathway. Annunziato et al. in 

studies with neuronal cultures, claimed the involvement of oxidative stress as a 

trigger of the caspase cascade by activating caspase-3 and leading to apoptotic 

death independent of Ca+2 concentrations (Annunziato et al., 2003). In addition, 

Donovan et al., demonstrated that the presence of free radicals is necessary to 

contribute to the apoptotic death of photoreceptors, and caspase-3 could be 

consider as the main trigger of apoptosis (Donovan et al., 2001).  

The induction of apoptosis by some drugs of abuse has been widely 

documented. Thus, for example, it has been documented that after chronic 

consumption of alcohol, the number of hippocampal neurons that die by 

apoptosis increases (Herrera et al., 2003). In addition, alcohol also affects 
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neurons during brain development (Ullah et al., 2011). Amphetamine (Krasnova 

et al., 2005; Warren et al., 2007) and the opiates consumption (Tramullas et al., 

2008) also causes neuronal death. Programmed cell death can occur by 

different pathways and the identification of the pathways induced by drugs of 

abuse can help to build strategies for the prevention of neuronal damage. 

 

6.6 Nitric oxide and oxidative stress 

Nitric oxide (NO) is a gas molecule characterized by its high lipid solubility 

and its short half-life. It has signaling functions in the central and peripheral 

nervous system. It is involved in many physiological and pathological processes 

in the brain, such as neurotransmission (Garthwaite et al., 1988), vascular tone 

(Palmer et al., 1987), immune system (Knowles et al., 1989) and cardiovascular 

system (Barañano et al., 2001). It also participates in the processes of 

neurogenesis, neuronal differentiation and development (Contestabile and 

Ciani, 2004; Estrada and Murillo-Carretero, 2005; Mize and Lo, 2000), memory, 

learning and other behaviors (Garthwaite, 2008; Golombek et al. 2004; Nelson 

et al., 2006; Susswein et al., 2004) and in other processes involved in 

neuropathology and/or neuroprotection (Calabrese et al., 2007; Contestabile et 

al., 2003; Dawson and Dawson, 1998; Keynes and Garthwaite, 2004). It has 

also been demonstrated that drugs of abuse may affect some aspects of the 

NO function (Bonthius et al., 2008, Loftis and Janowsky, 2000; Przewlocka et 

al., 1994). 

Low NO levels may mediate protective effects generally, while its 

overproduction can induce tissue damage (Garthwaite, 2008). This damage can 

happen because there are also reactive nitrogen species (RNS) derived from 

the metabolism of NO. Nitric oxide, due to the unpaired electron orbital can be 

consider a radical itself, but it also reacts with molecular oxygen (Radi et al., 

1991). Therefore, the concept of nitrosative stress appearse, which happens 

when there is an excessive or unregulated production of nitric oxide (Hausladen 

and Stamler, 1999). 
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Nitric oxide is synthesized from L-arginine in a reaction catalyzed by nitric 

oxide synthase (NOS) in the presence of oxygen and NADPH, which also 

generates L-citrulline and NADP+ (Knowles and Moncada, 1994). An interesting 

feature of NOS is that in the absence or low amounts of L-arginine, it produces 

ROS instead of NO (Heinzel et al., 1992). Therefore it can contribute to 

increase free radical levels. 

There are two constitutive forms of NOS, endothelial (eNOS) present in 

endothelial cells and neuronal (nNOS). There is a third isoform called inducible 

(iNOS), which rarely occurs in physiological conditions, but can be expressed in 

many cell types (microglia, macrophages) in response to certain stimuli 

(Garthwaite, 2008). 

Of the three isozymes, nNOS is the main form expressed in the brain (Liu et 

al., 2002), where nitric oxide is synthesized by specific neurons that express 

this isoenzyme (Bredt et al., 1990; Rodrigo et al. 1994). 
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HYPOTHESIS 

 

 

Cocaine is a stimulant drug that causes addiction. It has many effects on 

the CNS, and can induce usurpation of neural learning and memory 

mechanisms under normal circumstances. It can also lead to impaired 

cognition, learning and memory. However, the molecular mechanisms by which 

cocaine cause such damage are still not well known, and the need to find a 

treatment is urgent in an attempt to alleviate the negative effects associated 

with cocaine. Therefore it is proposed that: 

 

 

Cocaine administration induces molecular and functional changes in the CNS. 

Topiramate can prevent these alterations.
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OBJECTIVES 

 

1. To determine the impact of cocaine consumption on past experiences 

memory retrieval. 

 

2. To test changes in the activity of NF-KB induced by cocaine in the rat brain. 

 
 

3. To characterize the cocaine-induced alterations in rat brain oxidative stress, 

apoptosis and nNOS enzyme activation 

 

4. To study CREB and related proteins and their relationship to different 

signaling pathways and cocaine.  

 
 

5. To determine the efficacy of topiramate pretreatment in preventing cocaine-

induced alterations in brain function. 
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RESEARCH DESIGN AND METHODS 

 

1. ANIMALS CARE 

Male Wistar rats were used throughout the study from Charles Rivers 

(Spain). The animals used had a weight at the beginning of the experiment of 

300 g approx. In all cases, we allowed rats to acclimate at least one week 

before starting the experiments. 

The housing was made in the University CEU Cardenal Herrera. During the 

confinement, the animals were kept in cages under controlled temperature 

(20ºC) and humidity (60%) and constant cycles of light-dark of 12 hours, from 

08:00 to 20:00 and 20: 00 to 08:00. Animals had free access to water and a 

standard diet for small animals, manufactured and distributed by Letica (Spain), 

during all experiments. 

 

2. EXPERIMENTAL MODEL 

Two experiments were conducted with a similar design for this work.  

During the first experiment, rats were separated into 4 groups and were 

administered cocaine and/or topiramate for 20 days. One group was the control 

group which was administered saline (0.9%). The control group and topiramate 

received saline and topiramate. The cocaine group was administered cocaine 

throughout the duration of the experiment and finally the cocaine and 

topiramate group was coadministered both drugs, cocaine and topiramate. 

Cocaine (Sigma-Aldrich, USA) was injected intraperitoneally to the 

corresponding group, with a daily dose of 15 mg/kg. The vehicle was saline 

(0.9%), and this vehicle had no effect on the parameters studied. The animals 

that were not administered cocaine received saline (0.9%). 
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Topiramate (Topamax ®, Jassen-Cilag, SA, Spain) was administered orally 

with a daily dose of 10 mg/kg. The vehicle was saline (0.9%). Similarly, animals 

not receiving topiramate were administered saline (0.9%). 

The second experiment lasted 36 days, and in this case rats were divided 

into two groups, one control and one cocaine group. Cocaine was administered 

intraperitoneally with the same dose as in the previous experiment, 15 mg/kg. 

The control group received saline (0.9%). 

 

3. MORRIS WATER MAZE TEST 

Memory and spatial learning have been studied following a variant of the 

Morris water maze test (Morris et al., 1982) conducted in our laboratory 

(Muriach et al., 2010). 

Briefly, the behavior can be separated into two blocks. First, rats are trained 

in the water maze task before the drug administration and secondly, the drug 

effect in memory and learning is evaluated the last day of drug administration. 

Rats are trained to find a 10 cm diameter platform hidden 4 cm below water. 

Task is performed in a round pool about 2 m in diameter, divided into four 

quadrants; the quadrant where the platform is placed is called the “target 

quadrant”. This task is based on the rats ability to learn where the platform is 

located observing visual cues around the pool. Therefore, rats learn where the 

invisible platform is and climb to it. The measured parameter is the latency, the 

time in seconds a rat takes to reach the platform, up to 90 seconds. In addition 

the number of times the rat enters the target quadrant were also recorded. 

Training is started three days before the start of drug administration. Rats 

were given 3 trials each day, for 3 consecutive days, resulting in 9 total trials. 

The last day of drug administration the second part of the behavior study is 

performed, in order to identify how drugs affect the spatial learning and 

memory. Three new trials are made during a single day (trials 10-12) in the 

same way as during training. The platform is placed in the same position that in 
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the training phase. Also the transfer test was performed the last day of the 

experiment. In this case, the platform position is changed.  

 

4.  STUDY OF ANTIOXIDANT DEFENSES 

4.1 GSH determination 

 The GSH content was quantified by the method of Reed (Reed et al., 

1980). Briefly, samples were homogenized in prechilled medium containing 

phosphate buffer (pH 7.0) and perchloric acid (PCA). Suspensions were 

centrifuged at 14000 x g and the resulting supernatants were collected and 

stored at –80º C. The samples were mixed with a solution of iodoacetic acid 

and Sanger reagent (1-fluor-2,4- dinitrobencene). These products are quickly 

separated by HPLC which allows the quantification of nanomolar levels of GSH. 

 

4.2 GPx activity 

 GPx activity was assayed as reported by Lawrence (Lawrence et al., 

1978) towards hydrogen peroxide in hippocampus and in frontal cortex. The 

disappearance of NADPH was followed spectrophotometrically at 340 nm. The 

reaction mixture consisted of 240 mU/ml of glutathione disulfide reductase, 1 

mM GSH, 0,15 mM NADPH in 0,1 M potassium phosphate buffer, pH 7.0, 

containing 1 mM EDTA and 1 mM sodium azide; 50 µl sample were added to 

this mixture and allowed to equilibrate at 37 ºC for 3 min. Reaction was started 

by the addition of 1.5 mM hydrogen peroxide to adjust the final volume of the 

assay mixture to 1 ml. 

Protein content was measured by means of the Lowry method (Lowry et al., 

1951). 
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5. WESTERN BLOT ANALYSIS 

The western blot methodology employed is described in "Current Protocols 

in Protein Science" (Coligan, 2003). This procedure involves the migration of 

tissue proteins fractionated by electrophoresis through a denaturing acrylamide 

gel (SDS-PAGE). These proteins, once they have separated on the gel due to 

its size, are transferred to a nitrocellulose membrane. The presence of proteins 

is illustrated by specific antibody bound to a detection and display system. 

 

6. NF-ΚB ACTIVITY 

The transcription factor NF-κB exists in a latent form in the cytoplasm bound 

to the inhibitory protein IKB (Baeuerle and Baltimore, 1988).  

The activation of NF-κB was determined using the nuclear extract obtained 

from cell fraction of hippocampus and frontal cortex, using an ELISA kit, 

TransAM NF-κB. The kit comprises a 96-well plate, each of which contains the 

consensus sequence linked only exposed when the NF-κB is activated. This 

sequence is specific for the p65 subunit. 

 

7. HISTOCHEMICAL NADPH-DIAPHORASE 

Coronal brain sections with a thickness of 35μm were obtained using a 

cryostat (Microm).  

NADPH-diaphorase histochemistry is used to detect the nNOS neurons in 

PFA-fixed tissue (Dawson et al., 1991; Hope et al., 1991). The enzyme nNOS, 

as mentioned above has a reductase and an oxygenase domain. As a result of 

the reaction NADPH is oxidized to NADP+ and H+. In this histochemical test we 

used the ability of the proton to reduce a salt, nitro blue tetrazolium, to a 

complex insoluble and of blue colour, known as the NADPH-d reaction, allowing 

us to identify where this activity is located in the tissue. 
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8. STATISTICAL ANALYSIS 

The results are presented as mean values and standar desviation. 

Statistical significance was assessed by Student’s t-test (when comparing two 

groups) or when necessary by ANOVA followed by the DMS or T3 Dunnett test 

(when comparing more than two groups). The level of significance was set at 

p<0.05. The program used is SPPS 15.0 for Windows.   
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RESULTS 

 

I. COCAINE ADMINISTRATION FOR 20 DAYS AND 

TOPIRAMATE TREATMENT 

 

1. MORRIS WATER MAZE TEST 

The following figure shows an overall diagram of the Morris water maze test 

after 20 days of cocaine administration. It is observed that animals in the 

different groups show no changes in learning before cocaine and topiramate 

administration (trials from 1 to 9). 

On day 22 of the experiment (last day of drug administration) three more 

trials are performed. The most interesting result occurs in trial 10 (the first post-

treatment). The accumulative latency in the cocaine group is statistically higher 

on trial 10 if we compare to all the other groups. It is also interesting to note that 

topiramate prevents damage in memory retrieval. 

 

 

Figure 64: Morris water maze test. Accumulated latency (s). *p<0.05 vs all groups.n=8-16.  
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Moreover, when comparing group by group, the latency on trial 10 (the first 

one after treatment) and the latency on trial 9 (the last one before starting 

treatments), the only group in which the latency is significantly higher, is in the 

cocaine-treated one (Figure 65).  
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Figure 65: Latencies comparison (s) between trial 9 (last trial before treatment) and trial 10 (the 

first trial post-treatment). *p<0.05 vs all groups, †p<0.05 vs trial 9. n=8-16. 

 

In the transfer test, cocaine treated animals spent the same time to find the 

hidden platform than in trial 12 (the last one after treatments) while the rest of 

groups increased significantly the latency to find it (Figure 66).  
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Figure 66: Latencies comparison (s) between trial 12 (final trial after treatment) and transfer test 

(platform position changed). *p<0.05 vs trial 12. n=8-16. 

 

No differences were found in the number of times that animals entered the 

quadrant where the platform was located related with the latency, suggesting 

that locomotor activity was not influencing this task acquisition (Figure 67).  
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Figure 67: Number of times that animal enters target quadrant and accumulated latency (trials 

10-12). n=8-16. 
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2. NF-ΚB ACTIVITY 

Nuclear factor kappa B activity is decreased in frontal cortex of cocaine-

treated animals when compared to control rats. In addition, administration of 

topiramate kept NF-κB activity at control levels in the cocaine-treated animals 

(Figure 68). No changes were observed in the hippocampus (Figure 69).  
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Figure 68: NF-κB activity in frontal cortex. *p<0.05 vs all groups. n=6. 
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Figure 69: NF-κB activity in hippocampus. n=6. 
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There is a statistically significant negative correlation between NF-κB 

activity in frontal cortex and the difference in latency between trial 10 (the first 

trial after treatment) and trial 9 (the last trial before treatment) (Figure 70). Rats 

that have a higher latency variation (those who need more time to find the 

hidden platform in relation to that required prior to treatment), have reduced NF-

κB activity in the frontal cortex after administration of cocaine. 
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Figure 70: Correlation between NF-κB activity in the frontal cortex and latency increased 

between trials 9 and 10. p=0.021. 

 

3. ENDOGENOUS ANTIOXIDANTS 

No changes in either of the oxidative stress markers studied were observed 

in the frontal cortex after cocaine administration (data not shown). In contrast, 

both GSH concentration and GPx activity were decreased in the hippocampus 

of cocaine treated animals (Figure 71 and Figure 72), and topiramate prevented 

these decreases. 
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Figure 71: GSH concentration in hippocampus. *p<0.05 vs all groups. n=8. 
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Figure 72: GPx activity in hippocampus. *p<0.05 vs all groups. n=8. 

 

Moreover, there is a statistically significant positive correlation between the 

GPx activity in hippocampus (which is reduced by the cocaine administration), 

and latency difference between the trial 12 (final trial after treatment) and the 

transfer test (Figure 73). That is, there is a relationship between GPx activity 

and the ability to learn new tasks. 
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Figure 73: Correlation between GPx activity in hippocampus and the difference between the 

transfer test and trial 12. p=0.003. 

 

4. NADPH-DIAPHORASE HISTOCHEMISTRY 

As shown in Figure 74, there was a significant increase in the number of 

NADPH diaphorase positive cells in the dentate gyrus of cocaine treated 

animals when compared to control rats, and Topiramate prevented this 

increase. In contrast, no differences were found in the frontal cortex in either of 

the areas studied: Bregma +1.92 and +1.08 or Bregma +2.28 and +2.04 (data 

not shown). 
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Figure 74: Number of NADPH diaphorase-positive cells in subgranular layer of the dentate 

gyrus of hippocampus. *p<0.05 vs all groups. n=6. 
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When the relation between the number of NADPH-diaphorase-positive cells 

in hippocampus and increased latency between trial 12 and transfer test is 

studied, a statistically significant negative correlation is established (Figure 75). 

The increase of NADPH diaphorase-positive cells in the hippocampal DG could 

be related in some way to the improvement task performance after cocaine 

administration. 
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Figure 75: Correlation between NADPH-diaphorase in hippocampus and difference between the 

transfer test and trial 12.  

 

 

II. COCAINE ADMINISTRATION FOR 36 DAYS 

This section explores the mechanisms of action of cocaine, with special 

focus on how this drug impairs memory retrieval of experiences acquired prior 

to drug administration. 

 

1. MORRIS WATER MAZE TEST 

The following figure shows an overall scheme of the results of the water 

maze test. Before cocaine administration animals learned the task, since rats of 

different groups spent the same time to find the hidden platform when 

comparing trial 1 with trial 9. 
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After 36 days of administration of cocaine, 3 new trials are made. A 

statistically significant increase in the latency (time needed to find the hidden 

platform) is observed on trial number 10, the first trial after cocaine 

administration, when compared to latency of trial number 9, the last one before 

the treatment (Figure 76).  

 

 

 
Figure 76: Test Morris water maze. Accumulated latency (s). *p<0.05 vs cocaine group trial 9. 

n=8. 
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In addition, the impairment in memory retrieval in rats treated with cocaine 

has also been demonstrated in the Figure 77. 
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Figure 77: Latency comparison (s) between trial 9 (last trial before treatment) and trial 10 (first 

trial post-treatment). *p<0.05 vs trial 9. n=8. 

 

No differences were found in the number of times that animals entered the 

quadrant where the platform was located related with the latency, suggesting 

that locomotor activity was not influencing this task performance (Figure 78). 
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Figure 78: Number of times that animal enters to target quadrant and accumulated latency 

(trials 10-12). n=8. 
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2. NF-ΚB ACTIVITY 

After 36 days of cocaine administration, NF-κB activity is decreased in 

frontal cortex (Figure 79) and in hippocampus (Figure 80) when compared to 

the control group. Moreover, NF-κB activity levels negatively correlates (p<0.05; 

R=-0.647) with latency differences between trials 10 (the first one after cocaine 

administration) and 9 (the last one before cocaine administration) (Figure 81).  
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Figure 79: NF-κB activity in frontal cortex. *p<0.05. n=6. 
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Figure 80: NF-κB activity in hippocampus. *p<0.05. n=7. 
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Figure 81: Correlation between NF-κB activity in the frontal cortex and increased latency 

between trials 9 and 10. p=0.023. 

 

3. STUDY OF OTHER PROTEINS INVOLVED IN 

LEARNING AND MEMORY PROCESSES 

 

3.1 cAMP response element-binding (CREB) 

A protein which plays a very important role in memory formation is CREB, 

as mentioned above. There was no change in the two forms of the protein 

(CREB and pCREB) in frontal cortex after cocaine (data not shown). However, 

pCREB levels were decreased after cocaine administration in hippocampus, 

while its inactive form was unchanged (Figure 82 and Figure 83). 
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Figure 82: Western blot representation of pCREB (43 kDa), CREB (43 kDa) and β actin (42 

kDa)  in hippocampus. 
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Figure 83: Western blot quantification of pCREB related with CREB in hippocampus. * p <0.05. 

n=6. 

 

The following figure shows a statistically significant correlation between the 

levels of pCREB and NF-κB activity in hippocampus, thus establishing a 

relationship between these two proteins.  
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Figure 84: Correlation between pCREB/CREB and NF-κB activity in hippocampus. p = 0.046. 

 

3.2 Protein kinase A (PKA) 

It is known that CREB is phosphorylated by several different kinases, 

including PKA. One of the subunits of this protein has been studied, PKA 

catalytic alpha (PKAc α), and it has been found that the level of this protein is 

decreased in frontal cortex in those animals where cocaine has been 

administered (Figure 85 and Figure 86). 
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Figure 85: Western blot representation of PKAc α (42 kDa) and β Actin (42 kDa) in frontal 

cortex. 
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Figure 86: Western blot quantification of PKAc α in frontal cortex. *p<0.05. n=6. 

 

In addition, a significant positive correlation appears between NF-κB activity 

and PKAc α (Figure 87) in the frontal cortex area. 
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Figure 87: Correlation between PKAc α and NF-κB activity in frontal cortex. p = 0.028. 

 

3.3 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 

In our experimental model, there was a decrease of BDNF levels after 36 

days of cocaine administration in the frontal cortex, as shown in Figure 88 and 

Figure 89. 
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Figure 88: Western blot representation of BDNF (20 kDa) and β Actin (42 kDa) in frontal cortex. 
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Figure 89: Western blot quantification of BDNF in frontal cortex. *p<0.05. n=6. 

 

Furthermore, it was found a positive correlation between NF-κB activity and 

BDNF levels was found that was statistically significant in the frontal cortex 

(Figure 90).  
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Figure 90: Correlation between BDNF and NF-κB activity in frontal cortex. p=0.022 
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3.4 Glutamate decarboxylase 65 (GAD65) 

We did not observe any changes in this protein levels in the cocaine group 

when compared with the control group in hippocampus. However, NF-κB 

activity and GAD65 levels in hippocampus showed a significant and positive 

correlation as shown in Figure 91.  
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Figure 91: Correlation between GAD65 and NF-κB activity in hippocampus. p=0.04 
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DISCUSSION 

 

I. COCAINE ADMINISTRATION FOR 20 DAYS AND 

TOPIRAMATE TREATMENT 

 

1. MORRIS WATER MAZE TEST 

It is well documented the influence of cocaine on behavior. It has been 

found that cocaine affects the drug conditional memory, developing a drug-

seeking behavior. Specifically, the circuits involved in memory and learning 

processes are affected by the drug (Chao and Nestler, 2004; Hyman et al., 

2006; Kelley, 2004; Thomas and Malenka, 2003). 

In our experimental model, it was observed that cocaine-treated rats spent 

more time to perform the task of the Morris water maze test (learned prior to 

treatment with cocaine) than other groups, both when comparing the results of 

the trial 10 (first after drug administration) between all groups, as well as when 

compared with trial 9 (last before treatment) (Figura 364 and Figure 65). It is 

important to note, that rats treated with topiramate and cocaine had the same 

behavior as control rats, indicating that this antiepileptic drug prevents these 

memory effects caused by cocaine. Memory modification conditioned to cocaine 

has been widely studied and there are many reports that prove it, however, 

there is no data showing impairment on memory retrieval of experiences 

acquired prior to cocaine administration caused by this drug. This study 

demonstrates for the first time that cocaine alters this process. It should also be 

particularly emphasized that topiramate prevents this memory impairment 

(Muriach et al., 2010). 

If we focus on the transfer test, we show that cocaine-treated rats spent 

less time to find the platform than the other groups (Figure 66). This result was 

demonstrated for the first time in Muriach et al., 2010, and it could be related to 

the enhancement of task acquisition during the Morris water maze test, that has 
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been induced after cocaine administration (delOlmo et al., 2007; delOlmo et al., 

2006). Topiramate prevents again an alteration observed in rats treated with 

cocaine, allowing them to behave as control animals. 

Topiramate could normalize memory probably due to its opposite action to 

cocaine, or by its pharmacological characteristics per se (AMPA receptor 

antagonist (GluR5)/kainate of glutamate (Kaminski et al., 2004)). Glutamate and 

its receptors exert a key role in the learning and memory processes, therefore, 

the continuous action of topiramate on these receptors can affect this behavior, 

as we have previously reported (Muriach et al., 2010). There is some 

controversy about how topiramate acts regarding memory processes: some 

studies indicate it improves memory (Nowakowska et al., 2009), whereas others  

show that topiramate induces a memory deficit (Schmidt do Prado-Lima et al., 

2011). This difference may be due to the kind of memory and the dose of 

topiramate administered (Martins de Lima et al., 2007). If we focus on the 

results obtained, we can rule out a topiramate effect per se on spatial memory, 

because control group was also treated with topiramate and memory was not 

altered (Figura 364). Heidepper et al. indirectly conformed this result, because 

they demonstrated that topiramate does not affect LTP (Heidegger et al., 2010). 

 

2. NF-ΚB ACTIVITY 

The hippocampus results indicate that despite of the decreased of 

antioxidant defenses after cocaine administration, the activity of NF-κB 

(proposed such as oxidative stress sensor (Schmidt et al. 1995; Schreck et al., 

1992)) was not superior to the controls (Figure 69). 

However, NF-κB activity did not increase, but it decreased in cocaine 

treated animals compared to controls, in the frontal cortex (Figure 68). 

Additionally, topiramate prevents this decrease induced by cocaine. This fact is 

remarkable and novel because it has not been described elsewhere. 

Considering that NF-κB has been postulated as a positive regulator of the 

inhibitory GABAergic tone in vivo (O'Mahony et al., 2006), NF-κB activity 
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decrease in frontal cortex of cocaine-treated rats, could be influenced by 

inhibitory GABAergic tone induced by cocaine (Gasior et al., 2004, Tseng and 

O'Donnell, 2004). Topiramate could increase GABA concentrations in human 

brain (Kuzniecky et al., 1998; Petroff et al., 1999), the results allow us to 

propose a possible link between NF-κB and topiramate. Therefore, memory 

normalization induced by topiramate (Figura 364) might be due related, al least 

in part, to the recovery of NF-κB activity in frontal cortex, also induced by 

topiramate (Figure 68). 

In relation with NF-κB and their functions in the CNS, it is known that lack of 

different subunits, can induce a damage in learning and memory processes 

(Kaltschmidt et al., 2006; Meffert et al., 2003; O'Mahony et al., 2006; Yang et 

al., 2011). Furthermore, this transcription factor appears to be important in the 

memory consolidation (Freudenthal et al., 2005, Levenson et al., 2004; Merlo et 

al., 2002). It is possible to conclude that NF-κB activation is important for long 

term memory formation, especially one that depends on hippocampus, as the 

spatial memory. This evidence allows us to relate decreasing NF-κB activity in 

the frontal cortex with spatial memory deficit as shown in Figure 70. 

Furthermore, memory in these conditions may be more dependent on frontal 

cortex than hippocampus (Anagnostaras et al., 2001; Takehara et al., 2003). In 

this sense, previous studies show that NF-κB is activated in the cell nucleus 

only when memory must be retrieved (Merlo et al., 2005). Thus, the decrease of 

NF-κB activity in frontal cortex observed after cocaine administration could help 

to memory impairment. 

 

3. ENDOGENOUS ANTIOXIDANTS 

GSH concentration and GPx activity were reduced in cocaine treated rats 

with respect to controls in rat hippocampus (Figure 71 and Figure 72). This 

decrease in antioxidant defenses may indicate an increase of oxidative stress 

following cocaine administration in hippocampus. Although other authors have 

shown an oxidative stress situation in hippocampus of rats following intrauterine 

exposure to cocaine (Bashkatova et al., 2005; Bashkatova et al., 2006), there 
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are not many studies demonstrating this process in adults rats (Pomierny-

Chamiolo et al., 2013). 

The main cocaine effect on CNS is the inhibition of DA reuptake (Nestler, 

2005), with an accumulation of this neurotransmitter in the synaptic cleft. Free 

DA, can increase oxidative stress, because during the metabolism of this 

neurotransmitter, free radicals are generated (Hastings, 1995). Therefore it is 

possible that the decrease of antioxidant defenses in hippocampus may be due 

to the accumulation and subsequent oxidation of DA. 

We have demonstrated a memory deficit induced by cocaine (Figura 364) 

which could be due, at least in part, to the GSH depletion that this drug causes 

in hippocampus (Figure 71), since there is a link between low levels of GSH 

with an impairment in the long and short-term synaptic plasticity (Almaguer-

Melian et al., 2000). Furthermore, Shukitt-Hale et al. have shown that GSH 

depletion induces a memory deficit following an increase of oxidative stress 

induced by DA (Shukitt-Hale et al., 1998). Other studies also have proved the 

need of a right function of antioxidant defenses (GSH and GPx) for the memory 

formation (Cruz-Aguado et al., 2001, Dean et al., 2009). It is also known that 

GSH synthesis is produced from glutamate and the glutamatergic system and 

that is is involved in memory formation. Therefore GSH system modification by 

cocaine could also contribute to the modification of the plasticity behavior 

induced by cocaine as Uys et al. demonstrated (Uys et al., 2011).  

Cocaine also decreases GABAergic inhibitory tone (Frankowska et al., 

2009; Gasior et al., 2004, Huang et al., 2007a, Liu et al., 2005). It is known that 

a reduction of GSH levels, (as we have observed in our study, Figure 71), can 

lead to significant loss of GABA concentrations (Gramsbergen et al., 2002; Lyng 

and Seegal, 2008). Linking with this idea, a study by Zheng et al. shows that a 

GABA(A) receptor agonist, in part, enhances spatial task, in rats with an 

induced stress (Zheng et al., 2007). In our case, we have observed a 

statistically significant positive correlation between the GPx activity in 

hippocampus (which is reduced by the administration of cocaine), and the 

latency difference between trial 12 (final trial after treatment) and the transfer 

test (platform position changed) (Figure 73) (this difference is minimum in 
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cocaine group). Several studies have postulated a relationship between GPx 

enzyme and memory impairment (Chiu et al., 2009, He et al., 2010). Similarly, 

in our case, the decrease in antioxidant defenses observed in hippocampus of 

cocaine-treated rats can contribute to modify the task of Morris water maze test. 

Topiramate is able to normalize the antioxidant defenses in hippocampus 

(Figure 71 and Figure 72), and this is an important finding since there are no 

data in the literature related to this subject (Kutluhan et al., 2009; Nazıroğlu et 

al., 2008). These antioxidant effects may result from inhibition of carbonic 

anhydrase (Dodgson et al., 2000). Price et al. (2012) have observed a reduction 

of oxidative stress induced by mitochondrial carbonic anhydrase after 

administration of topiramate (Price et al., 2012). However, we should not forget 

that, contrary to the results of this work, other groups have described a possible 

oxidative stress situation after topiramate addition (Huang et al., 2007b; Pavone 

and Cardile, 2003), although this results have been observed in vitro studies, 

such as astrocytes or hepatocytes culture. 

Furthermore, as mentioned above, topiramate allows that cocaine-treated 

rats behave as controls rats, when spatial memory is studied (Figura 364 and 

Figure 665). The fact that topiramate is able to stimulate GABAergic 

connections could justify its effect in rats treated with cocaine. However, we 

should also note that topiramate normalizes GSH and GPx values in 

hippocampus in our study (Figure 71 and Figure 72), which could help to 

improve the GABAergic tone. Moreover, the correlation between the GPx 

activity in the hippocampus and the task of Morris water maze test in Figure 73 

could suggest that topiramate effect on cocaine-treated rats was induced by its 

possible antioxidant capacity.  

 

4. NADPH-DIAPHORASE HISTOCHEMISTRY 

The number of NADPH-diaphorase positive cells increased in the 

subgranular layer of dentate gyrus of hippocampus due to cocaine 

administration that could indicate an increase of nNOS activity in cocaine group 

(Figure 74). It is known a relation between cocaine addiction and the nitric oxide 
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synthase enzyme, since NOS has been associated with DA transmission 

processes (Balda et al., 2009; Volz and Schenk, 2004), behavioral sensitization 

to cocaine (Balda et al., 2008), abstinence-induced withdrawal drug (Rawls et 

al., 2006), drug self-administration behavior (Collins and Kantak, 2002) or the 

learning of conditioning place preference (Itzhak and Anderson, 2007).  

Moreover, other authors have also demonstrated that nNOS is affected by 

cocaine in hippocampus (Bhargava and Kumar, 1997), and are in agreement 

with the increase of positive NADPH diaphorase- cells reported in our 

experiment (Figure 74). 

On the other side, there is a structural connection between nNOS and 

NMDA glutamate receptor (necessary for memory formation in the 

hippocampus) (Christopherson et al., 1999). In fact, the activation of NMDA 

receptors induces an increase of Ca2+ flux, activating Calmodulin proteins 

(CaM) necessary for proper functioning of NOS. Therefore, a relationship 

between the improvement in cocaine-induced learning and hippocampal nNOS 

increase could be established, as we have shown (Figure 75). In fact, cocaine 

induces an increase in NMDA receptor action by increasing dopamine 

transmission (Zhang et al., 2009) and this it also helps increasing nNOS activity 

(Bhargava and Kumar, 1997). 

It is also known that NO is necessary for LTP generation (Schuman and 

Madison, 1991) and therefore necessary for learning and memory processes. In 

fact there are numerous studies showing that the lack of NO induces spatial 

memory deficits (Chapman et al., 1992; Estall et al., 1993). Other studies in 

nNOS knock out mice that performed the spatial Morris water maze test, 

showed a worsening in the execution of the task (Kirchner et al., 2004). It is also 

known that the expression of the neuronal NOS in the dentate gyrus of 

hippocampus and frontal cortex is significantly increased following the 

completion of a task similar to Morris water maze (Zhang et al., 1998). 

The increase of NADPH diaphorase-positive cells in the subgranular layer 

of the hippocampal dentate gyrus of cocaine treated animals (Figure 74) is of 

interest, since this area is associated with the formation of new memory. This is 

because adult neurogenesis occurs in this area (Kempermann and Gage, 2000; 
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Lledo et al., 2006), and the formation of new neurons in the hippocampus is 

intimately related to spatial memory formation (Herrera et al., 2003, Snyder et 

al., 2005). In fact, the increase observed in the number of NADPH-diaphorase 

cells in the dentate gyrus of animals treated with cocaine may be related to the 

improved performance of the water maze test observed in these animals, as 

Figure 75 shows. 

Finally, as with other parameters, it is noteworthy that topiramate is able to 

keep the number of NADPH diaphorase-positive cells similar to the controls in 

the dentate gyrus of hippocampus of cocaine treated rats (Figure 74). This 

topiramate effect may also contribute, therefore, to normalize the execution of 

Morris water maze test in the cocaine-treated animals (Figure 66 and Figure 

65). 

 

II.  COCAINE ADMINISTRATION FOR 36 DAYS 

1. MORRIS WATER MAZE TEST 

Cocaine administration for 36 days caused memory impairment, as shown 

in Figure 76. Therefore, it is confirmed that cocaine impairs memory of 

experiences acquired prior to drug consumption, and memory impairment is 

maintained with the time increase cocaine administration. 

The main cocaine effect when it is administered acutely, as mentioned 

previously, is the inhibition of DA reuptake, and the consequent increase in free 

DA in the presynaptic cleft (Nestler, 2005). However, chronic cocaine use is 

associated with DA underactive since on one hand, it induces a lower DA 

release (Martinez et al., 2007; Volkow et al., 1997) and on the other,  less D2 

receptor availability (Briand et al., 2008; Nader et al., 2002; Volkow et al., 1993). 

This decline in activity of cocaine-induced DA could be related with memory 

retrieval impairment, because there is a relationship between learning and 

memory processes and DA (Rinaldi et al., 2007). Specifically, it is known that 

DA controls the maintaining of long term memory via D1 receptors in the dorsal 

region of hippocampus (Bethus et al., 2010). 
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Memory impairment induced by cocaine has been demonstrated previously 

by many researchers (Achat-Mendes et al., 2007; George et al., 2008; Iñiguez 

et al., 2011; Ramirez et al., 2009), as a mechanism that could contribute to 

development of drug addiction. In this work, we show, for the first time, the 

cocaine effect on the spatial memory retrieval of experiences acquired prior to 

cocaine consumption. 

 

2. NF-ΚB ACTIVITY 

It has been shown the decrease of NF-κB activity in frontal cortex and 

hippocampus due to the cocaine administration (Figure 79 and Figure 80). As it 

has been previously postulated, the most important cocaine neuroadaptation 

when this drug is administered chronically, is the decline of D2 receptors 

availability (Volkow et al., 1993), and if we consider that these D2 receptors 

regulate NF-κB activity (Takeuchi and Fukunaga, 2004; Yang et al., 2003), it is 

possible to establish a relationship between the decrease in NF-κB activity and 

the effects of long-term cocaine treatment. In fact, we show a statistically 

significant relationship between the decrease in the NF-κB activity in the frontal 

cortex and deficits in spatial memory (Figure 81) at 20 days of drug 

administration. It has been previously mentioned the importance of NF-κB in the 

memory formation, but is also important in the memory retrieval, as evidenced 

by Boccia (2005) and our results (Boccia et al. 2005; Muriach et al, 2010). 

Several authors have demonstrated the NF-κB influence in synaptic 

plasticity (Kaltschmidt and Kaltschmidt, 2009; Marini et al., 2004; Mattson and 

Meffert, 2006; Memet, 2006). On the other hand, it is well known that cocaine 

also induces changes in synaptic plasticity associated with changes in memory 

and learning (Chao and Nestler, 2004; Hyman et al., 2006; Bonci and Jones, 

2005; Kelley, 2004; Nestler, 2002; Thomas et al., 2008; Thomas and Malenka, 

2003). Therefore, it is possible that changes in synaptic plasticity associated 

with chronic cocaine administration, especially in the spatial memory retrieval, 

could be mediated by NF-κB, as could be interpreted from Figure 81. 



Discussion 

208 
 

At the same time, it is well stablished that LTP is the basis of memory 

formation in the hippocampus (Bliss and Collingridge, 1993). Besides of this, 

Albensi and Mattson have reported that the prevention of the NF-κB binding to 

their consensus DNA sequence reduces the magnitude of LTP in hippocampus 

(Albensi and Mattson, 2000). This supports our findings related to damage in 

the memory recovery (Figure 76 and Figure 77) with the decrease of NF-κB 

activity in the hippocampus (Figure 80) of the cocaine-treated rats. 

 

3. STUDY OF OTHER PROTEINS INVOLVED IN 

LEARNING AND MEMORY PROCESSES 

Several authors have demonstrated the influence of DA in learning and 

memory processes (Bethus et al., 2010, Li et al., 2003, Rinaldi et al., 2007; 

Rossato et al., 2009). DA acts, among others, on D1 receptors, and it has been 

documented that D1 activation is involved in memory formation by its 

association to Gs proteins (Hartman and Civelli, 1996). When DA acts on this 

kind of receptors, it activates PKA by cAMP, this kinase phosphorylates the 

transcription factor CREB inducing the activation of the immediate gene cFos, 

and genes involved in memory and learning processes (Bethus et al. 2010, Jay, 

2003; Nestler and Aghajanian, 1997). Furthermore, in the hippocampus, the 

memory core area, the majority of DA receptors are from the D1 family (Niznik 

and Van Tol, 1992). Therefore, the decline shown of CREB phosphorylation in 

the hippocampus after cocaine administration (Figure 82 and Figure 83) could 

related to the decrease of dopaminergic function (Martinez et al., 2007; Volkow 

et al., 1997), and partially responsible for the memory impairment observed ( 

Figure 76). In fact, it has been shown experimentally that DA depletion 

induces an impairment in learning and memory processes in prefrontal cortex 

and hippocampus (Gasbarri et al., 1996; Nelson et al., 2011). Furthermore, 

CREB activation is demonstrated in rat hippocampus when developing spatial 

memory task, as in the water maze test (Mizuno et al., 2002; Morris et al., 2006, 

Porte et al., 2008), therefore the decrease of CREB phosphorylation in 
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hippocampus (Figure 82 and Figure 83) may be associated with memory 

impairment. 

Since CREB and NF-κB are involved in memory formation and synaptic 

plasticity (Bourtchuladze et al., 1994; Kandel, 2001; Armentia Lopez et al., 

2007; Meffert et al., 2003), it is interesting to study if there is a connection 

between these transcription factors in this chronic cocaine model. In fact, 

Kaltschmidt et al. suggested a new transcriptional cascade where NF-κB 

pathway may control CREB through the expression of PKA (a kinase that 

phosphorylates CREB), namely the PKA catalytic alpha (PKAc α) (Kaltschmidt 

et al., 2006). The connection between NF-κB and CREB is demonstrated in our 

work by the statistically significant positive correlation between these two 

factors in the hippocampus (Figure 84).  

pCREB levels do not change in the frontal cortex of cocaine treated rats 

after 36 days of administration, contrary to what happens in hippocampus, but 

as shown in Figure 85 and Figure 86, there is a reduction of PKAc α levels in 

this area. In fact, it should also be noted that these levels correlate positively 

with NF-κB activity (Figure 87), confirming the connection between NF-κB and 

CREB via PKA α given by Kaltschmidt et al. (2006) (Kaltschmidt et al., 2006). 

Since PKA is related to memory processes (Grimes et al., 2012; Isiegas et al.; 

2006; Koh and Bernstein, 2003), the observed decrease in PKA levels in the 

frontal cortex after cocaine administration (Figure 86 and Figure 87) may also 

contribute to memory retrieval impairment (Figure 76), task which is also more 

dependent of frontal cortex than hippocampus (Takehara et al., 2003). 

Furthermore Figure 88 and Figure 89, it has been described a decrease in 

BDNF levels in the frontal cortex in cocaine-treated rats. BDNF is a protein 

regulated by CREB (Tao et al., 1998), it is also involved in synaptic plasticity, 

and in the learning and memory processes (Callaghan and Kelly, 2012; 

Hemmerle et al., 2012; Leibrock et al., 1989, Mizuno et al., 2012; McCarthy et 

al., 2012). Therefore, the decrease in BDNF may also contribute to the damage 

of the memory retrieval observed after cocaine administration (Figure 76). At 

the same time, it is important to note that BDNF may also be regulated by NF-

κB (Marini et al., 2004), this alternative also fits with the statistically significant 
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positive correlation between BDNF levels and NF-κB activity in the frontal cortex 

shown in Figure 90.  

It has been proposed that NF-κB acts as a critical homeostasis modulator 

between excitatory and inhibitory neuronal function (O'Mahony et al., 2006). 

Specifically, animals that do not express NF-κB have increased LTP, promoting 

exploratory activity, showing higher incidence of crisis, and improving 

performance in several tests of spatial learning (O'Mahony et al., 2006). 

Interestingly these are features observed in rats after cocaine administration 

(delOlmo et al.; 2006 Gasior et al., 2004; Huang et al. 2007a). These features 

are consistent with the ability of cocaine (probably due to its negative influence 

on GABAergic activity), to enhance excitatory signals (Freund and Buzsaki, 

1996). Furthermore, cocaine also causes a GABAergic inhibitory tone decrease, 

through the modulation of their receptors (Frankowska et al., 2009; Gasior et 

al., 2004; Huang et al. 2007a; Liu et al., 2005). In this regard, it is important that 

NF-κB has also been postulated as a positive regulator for the establishment of 

inhibitory GABAergic tone in vivo (O'Mahony et al., 2006). Moreover, GABA 

synthesis is regulated by an enzyme in the brain of mammals, the glutamate 

decarboxylase (Soghomonian and Martin, 1998). O'Mahony et al. have 

postulated that NF-ΚB regulates a GAD isoenzyme, the GAD65 (O 'Mahony et 

al., 2006). In our study, no change of GAD65 levels were found after cocaine 

administration in hippocampus, but we have found a statistically significant 

correlation between the expression of GAD65 and NF-κB activity (Figure 91), 

giving support to the propose above. 

In summary, the data provided by this thesis demonstrates the crucial role 

of NF-κB activity and CREB in the impairment of spatial memory retrieval 

induced by cocaine administration, as well as a possible protective role of 

topiramate in some cocaine negative effects. 
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CONCLUSIONS 

 

 

 

1. Cocaine administered at dose of 15 mg/kg, alters learning and also memory 

retrieval of previous experiences in our rat experimental model. 

2. NF-κB activity is reduced after 20 and 36 days of cocaine administration in 

frontal cortex and correlates with memory impairment.  

3. Cocaine induces a decrease of antioxidant defenses (GSH concentration 

and GPx activity) as well as an increase in nitric oxide synthase activity 

after 20 days of cocaine administration. Both of them, a decrease in GPx 

activity, and the increase of nNOS activity correlate with better acquisition of 

new task in the Morris water maze test. 

4. Cocaine administered during 36 days induces a decrease of CREB 

activation in the hippocampus. Furthermore, PKAc α and BDNF levels are 

reduced in the frontal cortex. All of these parameters correlate with the 

decrease of NF-κB activity as well as with the memory impairment. 

5. Topiramate is able to prevent all the alterations observed at 20 days of 

cocaine administration. 
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