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RESUMEN

El sistema dopaminérgico mesolimbico cortical esta implicado en aspectos de
recompensa, ademas de estar relacionado con el reforzamiento de ciertas sustancias de
abuso como son los psicoestimulantes. La exposicion a alcohol prenatal produce
afectaciones en este sistema de neurotransmisién (Shen y colaboradores, 1999; Xu &
Shen, 2001; Choong, 2004 Wang, 2006) que se manifiesta entre otras cosas por una
reduccion de la actividad de las neuronas dopaminérgicas (DA) del area tegmental ventral
(ATV) (Wang y cols, 2006), la cual puede ser normalizada con la administraciéon de
metilfenidato (Choong, 2004; Xu & Shen, 2001). Alteraciones conductuales como son;
impulsividad, hiperactividad, ansiedad, falta de atencion entre otras, se han asociado a
una disfunciébn en el sistema dopaminérgico; sin embargo, los posibles trastornos
conductuales ocasionados por la afectacién de este sistema de neurotransmision debido a
la exposicion prenatal al alcohol no han sido estudiados. En el presente estudio se analizé
la actividad motriz, la ansiedad vy la impulsividad en sujetos prepuberes tratados
prenatalmente con alcohol asi como el efecto del metilfenidato sobre los niveles de
dopamina en el ndcleo accumbens (NAc) vy la corteza prefrontal medial (CPFm)

estructuras que forman parte del sistema DA mesolimbico cortical.



ABSTRACT

Mesolimbic dopaminergic system is involved in aspects of reward, besides being
related to the strengthening of certain substances of abuse such as psychostimulants.
Prenatal alcohol exposure produces affectation in this neurotransmitter system (Shen
et al, 1999; Xu & Shen, 2001; Choong & Shen 2004 Wang et al, 2006) which is
manifested by reducing the activity of dopamine neurons (DA) of ventral tegmental
area (ATV) (Wang et al, 2006), that can be normalized with the administration of
methylphenidate (Choong & Shen 2004, Xu & Shen, 2001). The effects of prenatal
alcohol in the behavior are not well described, although it is known that a dysfunction in
this system may occur with certain behavioral disorders such as, impulsivity,
hyperactivity, anxiety, lack of attention among others.

On this basis, this study analyzes the motor activity, anxiety and impulsivity through
behavior that mimics the decision-making in situations of risk in prepubertal subjects
treated prenatally with alcohol, and the effect of this treatment on the dopamine levels
in the nucleus accumbens (NAc) and prefrontal cortex (PFC) structures that are part of

the mesolimbic dopaminergic system.



INTRODUCCION

El sistema dopaminérgico mesolimbico cortical (conexiones entre el &area tegmental
ventral con estructuras limbicas como en ndcleo accumbens, tubérculo olfatorio y la
amigdala y del area tegmental ventral a corteza prefrontal) esta implicado en aspectos de
recompensa, ademas de estar relacionado con el reforzamiento de ciertas sustancias de
abuso como son los psicoestimulantes. La exposicidbn a alcohol prenatal produce
afectaciones en este sistema de neurotransmision (Xu & Shen, 2001; Choong & Shen
2004 Wang y cols, 2006) que se manifiesta entre otras cosas por una reduccion de la
actividad de las neuronas dopaminérgicas (DA) del area tegmental ventral (ATV) (Wang y
cols, 2006), la cual puede ser normalizada con la administracion de metilfenidato
(Choong, 2004; Xu & Shen, 2001) un farmaco psicoestimulante que actla en este
sistema.

También se ha vinculado la alteracion en el sistema dopaminérgico con algunos
trastornos clinicos, en los cuales el uso de psicoestimulantes es el tratamiento principal de
eleccion al incrementar los niveles de dopamina extracelular disponibles.

Los efectos del alcohol prenatal en el ambito conductual no estan bien descritos, si bien
se sabe que una disfuncidn en este sistema puede presentarse con ciertas alteraciones
conductuales como lo son; impulsividad, hiperactividad, ansiedad, falta de atencion entre
otros, estos problemas conductuales se han observado hasta el momento en modelos
animales en edad adulta y en los cuales existe gran variabilidad entre la temporalidad y la
dosis a la cual se administra el alcohol. Asi, no existen estudios que aborden los efectos
conductuales producidos por una disfuncion dopaminérgica en animales prepuberes. Esta
situacion adquiere relevancia si consideramos que en clinica, los trastornos de conducta
asociados presumiblemente a una alteracibn en el sistema dopaminérgico son
generalmente diagnosticados y tratados en la infancia, tal es el caso del trastorno de
déficit de atencion con hiperactividad (TDAH). Ademas de que existen discrepancias
sobre si las alteraciones conductuales observadas a temprana edad desaparecen por

completo en la edad adulta tras el tratamiento con psicoestimulantes.

Una de las principales causas por las cuales conductas como la impulsividad se estudian
en animales en edad adulta es porque las pruebas conductuales disponibles hasta el
momento requieren largos periodos de entrenamiento a fin de que el animal cumpla los
criterios establecidos satisfactoriamente, imposibilitando de esta forma el poder medir este

tipo de conductas en sujetos prepuberes, al menos en especies murinas.
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Por otro lado, es posible que esta alteracion del sistema DA en sujetos tratados
prenatalmente con alcohol esté asociada a una deficiencia en la liberacion dopaminérgica
en las proyecciones del &rea tegmental ventral con estructuras como el nucleo
accumbens y la corteza prefrontal, estructuras involucradas en la actividad motriz y la
impulsividad; no obstante, hasta donde sabemos, tampoco hay estudios que analicen esta
condicién asi como tampoco la respuesta de este sistema dopaminérgico ante la
administracion de psicoestimulantes, los cuales parecen normalizar la actividad de las
neuronas DA, pero no se conoce la capacidad de respuesta del sistema ante una
estimulacion de esa naturaleza.

Con esta base, el presente estudio pretende analizar la actividad motriz, la ansiedad y la
impulsividad a través de la conducta que remeda la toma de decisiones ante situaciones
de riesgo en sujetos prepuberes tratados prenatalmente con alcohol, asi como el efecto
de este tratamiento sobre la concentracion de dopamina en el nicleo accumbens (NAc) y
la corteza prefrontal medial (CPFm) estructuras que forman parte del sistema DA

mesolimbico cortical.
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MARCO TEORICO

1. ALCOHOL PRENATAL

Se ha reportado que la exposicion a alcohol prenatal puede influir en la proliferacion y
diferenciacion celular en el sistema nervioso central (SNC) causando retardo en el
crecimiento cerebral y déficit en el sistema limbico asi como en estructuras involucradas
con funciones cognitivas (Aloe, 2006) como lo es la corteza prefrontal.

Por otro lado, la liberacion dopaminérgica por las neuronas del ATV ha sido implicada en
propiedades reforzantes ante consumo de drogas de abuso, incluyendo el alcohol (Appel
y cols, 2006).

El consumo de alcohol en dosis elevadas durante el embarazo se ha asociado con
diversos trastornos clinicos como el sindrome feto alcohdlico (SAF) en el nacimiento, el
cual se caracteriza por retardo en el crecimiento, anormalidades morfolégicas y
disfunciones en el sistema nervioso central (SNC). Los problemas en este ultimo se
observan en la reduccién de las actividades basicas de adaptacion, incluyendo problemas
en el aprendizaje y la memoria (Tattoli y cols, 2001). De igual manera, diversos estudios
indican que la exposicion a alcohol prenatal puede ocasionar cambios importantes en el
sistema dopaminérgico a nivel de cerebro medio (Shen y cols, 1999; Xu & Shen, 2001;
Choong y Shen, 2004), el cual como es sabido es el sistema de neurotransmision que ha
sido implicado en los aspectos de reforzamiento de diversas sustancias de abuso.

Se ha descrito que el alcohol induce excitacion de las neuronas dopaminérgicas del ATV
al modular los canales i6nicos dependientes de voltaje de estas neuronas. Koyama y
colaboradores (2007) reportan que el alcohol excita las neuronas DA del ATV por medio
de la reduccién sostenida de potasio (K*) ademas de incrementar la tasa de disparo de las
neuronas DA del ATV acrecentando de esta manera el efecto reforzante del alcohol.
Estudios en ratas han evidenciado que la administracion de alcohol en etapa gestante
causa decremento en la unién de dopamina (DA) y sus metabolitos (Acido homovanilico y
3,4-dihidroxifenilacético) en los receptores vinculados con esta zona del cerebro (ATV),
ademas de que observaron un decremento en la concentracion de DA en CPF en las
crias tratadas prenatalmente con alcohol (19 al 35 EPN) respecto a sus controles,
concluyendo asi que el sistema DA es afectado tras la administracion de alcohol en etapa
gestante (Rathbun & Druse 1985).

Estudios farmacolégicos han demostrado que el sistema dopaminérgico mesolimbico

cortical es critico para reforzar los efectos del alcohol (Appel & Cols, 2006; Koyama &
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Cols, 2007; Rathbun & Druse 1985), ademas se ha reportado ampliamente que la
administracion prenatal de alcohol puede alterar los sistemas neuroquimicos que estan
involucrados en la motivacion y en aspectos de reforzamiento del consumo del alcohol
(sistema dopaminérgico). Otros estudios han sefialado que esta exposicion puede alterar
patrones de respuesta relacionados a la percepcion de ciertas caracteristicas quimicas
(olor y probablemente sabor) en crias expuestas prenatalmente al alcohol incrementando
el consumo de este en la pubertad y la edad adulta (Chotro y Arias, 2006).

Ademas la ingesta de alcohol durante la gestacion afecta de diferente manera a diversas
estructuras cerebrales, el grado de afectacion de cada area depende en gran medida del
periodo en que se realice el consumo y de la dosis; ademas, la ingesta de alcohol no sélo
afecta el desarrollo del cerebro si no también la funcionalidad neuronal, lo cual indica que
se alteran los sistemas de neurotransmision (Ponnappa & Rubin, 2000). Shen vy
colaboradores (1999) administraron alcohol intragastricamente durante la gestaciéon (dia 8
a 20), en 3 dosis; 0, 3y 5 mg/Kg BW a ratas; observaron que la actividad espontdnea de
las neuronas DA en ATV y en sustancia nigra se reducia en ratas de 3 a 5 meses de EPN
y que este déficit persistia en ratas de 14 a 16 meses de EPN. Por lo cual, la reduccion en
la actividad espontanea de las neuronas DA es persistente en edad adulta tras el
tratamiento prenatal con alcohol, ademas; esto no es resultado de una perdida de las
neuronas DA per se, como observaron estos autores al realizar las tinciones
inmunocitoquimicas con tiroxina hidroxilasa (TH).

Por otro lado, se ha descrito que la administracion prenatal de alcohol disminuye la
actividad espontanea tipo “marca paso” y otras propiedades de la membrana de las
neuronas DA en ATV en animales en desarrollo y en adultos. Este efecto puede contribuir
a la disfuncién del sistema DA mesolimbico cortical (Wang y Cols, 2006).

Xu & Shen (2001) administraron prenatalmente alcohol (6g/Kg BW del dia 8 al 20 de
gestacion) a ratas, observando que se producia una disminucion en la actividad
espontanea de las neuronas DA en ATV asi como en la neurotransmision DA. Para
comprobar que este efecto no estaba influenciado por el uso de anestesia general a la
mitad de los animales los trataron con un anestésico local (bupivacaina) y el resto con
hidrato de cloral (crias macho de 6 a 8 semanas EPN). Ademas de administrarles
anfetaminas en dosis agudas (2 mg/Kg iv) a ambos grupos. La exposicion a alcohol
prenatal disminuy6 la actividad espontanea de las neuronas DA en ATV con cambios en
los patrones de disparo en las ratas con anestesia local y general y la administracion
aguda de anfetaminas incrementé la actividad de éstas neuronas tras la exposicion a

alcohol prenatal.
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Diversas investigaciones han mostrado los efectos nocivos del consumo de alcohol sobre
el aprendizaje de habilidades en crias de ratas expuestas a alcohol durante la gestacion
(Riley & McGee, 2005).

En los estudios con tratamiento prenatal de alcohol es importante considerar el periodo en
el que éste se administra y la dosis, Aloe (2006) realizé un estudio en el cual administro
una sola dosis de alcohol intragastrica al 20% v/v (4 g/Kg de peso corporal), el dia 15 de
gestacion; esto tomando en cuenta investigaciones previas que refieren que en este dia
las células cerebrales son particularmente susceptibles de ser afectadas; el autor reporta
gue la cantidad de alcohol administrada a las ratas gestantes no causo un efecto letal en
ellas, ademas al nacer las crias de estas ratas tenian una apariencia normal, aunque
tenian menor peso respecto a las ratas control; sin embargo, a las dos semanas del
nacimiento no habia diferencias en el peso corporal , asi como efectos en el factor de
crecimiento nervioso (Aloe, 2006). Por su parte, en 1990 Abello y colaboradores
realizaron un estudio en el cual presentaban un régimen diferente de ingesta de alcohol
en diversas etapas de la gestacion, con el fin de evaluar el efecto del consumo de alcohol
sobre el aprendizaje de las crias de éstas ratas. Los investigadores administraron alcohol
a una dosis equivalente a 14.29 mil/Kg de manera oral; en cuatro grupos, el primero
recibié alcohol del dia 1 de gestacion al dia 11, el segundo del dia 12 de gestacion al dia
de parto, el tercero durante toda la gestacion y el cuarto fue el grupo que no recibio
alcohol en ninguna etapa. Se observod que las crias de las ratas que recibieron alcohol en
algun periodo de la gestacion presentaron un déficit en el aprendizaje; no obstante, los
resultados obtenidos no fueron suficientes para dilucidar en que etapa de la gestacion el
consumo de alcohol resulta mas critico para la rata. Por ello, los autores reportan que no
existe un periodo critico durante la gestacion, en el que la administracién de alcohol tenga
un efecto nocivo diferencial sobre el aprendizaje de crias (Abello y Cols, 1990).

En otro estudio, Arias y colaboradores (2008) administraron alcohol intragastricamente en
la etapa gestante en ratas del dia 17 al 20 en una concentracion que variaba de 0 a 2
g/Kg, los autores reportan que las crias de estas ratas presentaron una alta actividad
locomotora y presentaron mayor tolerancia al alcohol cuando éste les fue administrado
postnatalmente respecto al grupo control. Ademas, esta dosis moderada de alcohol en
etapa prenatal fue suficiente para inducir hiperactividad en las crias sin afectar el
fendmeno de habituacién (Arias y Cols, 2008). Por otro lado, Neese y colaboradores
(2004) estudiaron el efecto del alcohol prenatal en 3 etapas de la gestacion (primera,
segunda y tercera semana) sobre la memoria de trabajo espacial (MTE), el alcohol fue

administrado a través de una dieta liquida (35% alcohol), la MTE fue evaluada en las
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crias de estas ratas a los 60 dias postnatales en un laberinto de brazos radiales. Se
observaron déficits en la MTE, ademas de que las crias de las ratas tratadas en la tercera
semana de gestacion tuvieron un peso significativamente menor del cerebro respecto a
las ratas que fueron tratadas durante la primer o segunda semana. Los autores concluyen
gue el tratamiento de alcohol durante las Ultimas semanas de gestacion tiene un alto
impacto sobre la MTE (Neese y Cols, 2004).

Hausknecht y colaboradores (2005), evaluaron la atencion de ratas que fueron expuestas
prenatalmente a alcohol (dia 8 a 20 EPN) en edad adulta, reportando que estos animales
presentan problemas de atencion similares a los observados en nifios con TDAH al
presentar tiempos de reaccion incrementados respecto a sujetos control, ademas de un
ndamero mayor de respuestas falsas, asociando esto Ultimo a una inhibicion conductual
deficiente, ademas estos autores sefialan que las alteraciones conductuales producto de
la administracion prenatal de alcohol puede ser mediada por substratos neuronales en
comun, siendo el sistema DA de un interés particular.

Un resumen de algunos resultados de estudios previos con tratamiento prenatal de
alcohol se muestra en la Tabla 1.

Con base en los resultados reportados en la literatura sobre los efectos del alcohol
prenatal parece claro que existen discrepancias en los efectos del alcohol cuando es
administrado en diferentes etapas de la gestacion. No obstante, parece haber bastante
consistencia en los resultados cuando el alcohol se administra en una dosis de 6g/kg
dividida en dos tomas al dia del dia 8 a 20 de gestacion, tratamiento que produce
consistentemente alteraciones del sistema dopaminérgico (Xu & Shen, 2001; Choong &
Shen, 2004; Hausknecht y Cols, 2005; Wang y Cols, 2006; Shen y Cols, 2006); lo cual es

importante para los analisis realizados en este trabajo.
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Tabla 1. Estudios en roedores en los que se utilizé un tratamiento prenatal con alcohol. El
tratamiento se continué en la etapa posnatal (*).

Afio Autor Dosisy Resultados
Tratamiento
1982 Sighy 20% v/v (dieta Bajo peso en las crias, disminucion en la ingesta de alimento en
Snyder. liquida), dia 1 a la etapa postnatal, alteraciones conductuales.
20 gestacion.
1985 Rathbun & 6% v/v (dieta Incremento de DA en hipotalamo, decremento de DA en corteza.
Druse. liquida), dia 1 a
20 gestacion.
1999 | Shenycols. 6g/Kgig,dia8 Afecta sensibilidad de los receptores pre y postsinapticos de DA.
a20de
gestacion
2001 | Tattoliy cols. 3% oral, 15 de Hiperactividad, problemas de atencion, y memoria (*)
gestacion al 7
EPN.
2001 Xu & Shen 6 g/Kgig, dia8 Reduccion de la actividad de neuronas DA en ATV.
a 20 de
gestacion
2002 Cagianoy 3% oral, 15 de Incremento en la ansiedad, aumento en los niveles de DA basal
cols. gestacion al 7 en NAc pero no en CPF (*).
EPN.
2004 Choong & 6 g/Kg ig, dia8  Alteraciones del sistema dopaminérgico mesolimbico cortical.
Shen a 20 de
gestacion
2005 | Hausknechty 6 g/Kgig, dia8 Incrementos en tiempos de reaccion (conductas de tipo
cols. a 20 de impulsivas con base en 5-CSRTT).
gestacion
2008 | Ariasycols. 0.5a2.5qg/Kg Hiperactividad, tolerancia al alcohol postnatal.
ig, dia 17 a 20

de gestacion.
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2. SISTEMA DOPAMINERGICO

Resultados de estudios en humanos y animales, sugieren que en disfuncion del sistema
dopaminérgico mesolimbico cortical, originado en el area tegmental ventral (ATV) esta
presentes en diversos trastornos conductuales como lo es el trastorno de déficit atencion
con o sin hiperactividad (TDAH) y el SAF. Este sistema esta principalmente implicado en
aspectos de reforzamiento para diversas sustancias adictivas.

La DA es considerada uno de los principales factores en la etiologia de trastornos
conductuales como el TDAH. Esto basado en; a) La neurofarmacologia de los diferentes
tratamientos con psicoestimulantes, b) los estudios de genética molecular, c) los estudios
en pacientes de neuroimagen y, d) la conducta y bioquimica de los diferentes modelos
animales (Van der Kooji & Glennon, 2007).

La DA es un neurotransmisor de la familia de las catecolaminas al incluir en su estructura
quimica al grupo catecol (anillo bencénico con dos grupos hidroxilo). La DA se originan de

la molécula precursora tirosina. La sintesis de las catecolaminas se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Sintesis de catecolaminas. Tomada de: www.themedicalbiochemistrypage.org
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Existen cuatro vias principales de la conduccion dopaminérgica; la mesoaccumbens (ATV
a NAc), la mesocortical (ATV a CPF), la nigroestrial (sustancia nigra compacta a estriado)
y, la hipotadlamo tubero-infundibular (ntcleo arqueado hipotalamico, nicleo paraventricular
y glandula pituitaria). Las vias mesolimbica y mesocortical se ha reportado que estan
involucradas en el TDAH (Van der Kooji & Glennon, 2007); ya que la via mesolimbica se
ha asociado a conductas impulsivas y de reforzamiento, y la via mesocortical a la
regulacion de procesos de informacion, atencion selectiva, memoria de trabajo, lenguaje y
planeacién. Ademas, la via mesolimbica esta involucrada en la conducta motivada a
objetivos y en procesos de aprendizaje, la mesocortical en funciones cognitivas y la
nigroestrial en procesos de control motor (Engert & Pruessner, 2008).

La nomenclatura empleada para las proyecciones de monoaminas ha variado desde que
comenzo a estudiarse mas a fondo al neurotransmisor DA, desde los reportes en donde
marcaban la importancia de este neurotransmisor en la regién estriada ventral, a
mediados de los sesentas Dahlstrom y Fuxe introdujeron una serie de términos para
marcar a grupos de células, A1 — Al2 y nucleos B1 — 9. Los grupos de células
dopaminérgicas del estriado ventral fueron clasificados dentro de 3 nucleos celulares; A8,
A9 y Al10 (area tsai), éste ultimo ndcleo fue diferenciado de los otros con base en su
selectiva asociacion con las aferencias limbicas del ATV (Citado en Ikemoto, 2007).

Se conoce que las neuronas DA se localizan de forma posteromedial al ATV y de manera
central al nucleo de Raphe donde proyectan de manera selectiva al estriado ventromedial
(tubérculo olfatorio y la parte shell del NAc) (Ikemoto, 2007).

Es sabido que la ingestion de drogas como la nicotina u opidceos tienen valores
altamente recompensantes cuando son administrados en la porcion posterior al ATV. En
la literatura se ha reportado que; a) el ATV tiene proyecciones al NAc (core y shell); b) la
porcién estrial del tubérculo olfatorio es una extension ventral shell del NAc; y ¢) un
modelo doble de proyecciones DA de la parte ventral del cerebro al estriado ventral, son
importantes para entender las funciones del sistema de recompensa (Ikemoto, 2007).
Otras proyecciones relevantes asi como otros neurotransmisores involucrados en el
sistema mesolimbico cortical y estructuras afines se muestran en la figura 2.

Algunos estudios sugieren que las neuronas DA mesolimbico corticales pueden estar
involucradas en la modulacion de dafios cognitivos relacionados al alcohol. A su vez, las
neuronas DA que proyectan del ATV a regiones limbicas y corticales del cerebro tienen un
papel importante en la modulacién psicologica y en funciones cognitivas (Dazzi y cols,
2007).
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Tattoli y colaboradores (2001) encontraron que los niveles basales de DA y su metabolito
el acido homovanilico (HVA) se elevan en el NAc en ratas a las cuales trataron
prenatalmente con alcohol, relacionando esto a la baja regulacién de DA extracelular por
los receptores D2 (las caracteristicas de los receptores D1 y D2 se muestran en la Tabla
2).

Las técnicas de imagen (p.ej. Resonancia magnética funcional (RMf)) han sido muy utiles
para corroborar el papel reforzante del sistema dopaminérgico sobre las drogas de abuso,
estos estudios demuestran que no es el incremento de DA per se lo que resulta relevante
para el reforzamiento; sin embargo este rapido incremento de DA y la subsecuente
activacion de los receptores DA, son importantes para este fendmeno. Los estudios de
imagen también han revelado que el estado hipo dopaminérgico que sobreviene en los
sujetos adictos lleva a la regulacion de los circuitos de recompensa y motivacion, ademas
este déficit de DA estd asociado con la disfuncion de la corteza orbito frontal (COF), la
cual podria contribuir a la conducta compulsiva que se observa en procesos adictivos por
la ingesta de la droga. (Volkow y cols, 2002).

Kuczenski & Segal (2002) reportaron que la administracion de metilfenidato (MP) oral
durante la fase de oscuridad-actividad del ciclo circadiano afecta la actividad locomotora
de las ratas produciendo una sensibilizacién e incrementa la noradrenalina extracelular
en hipocampo sin afectar la dopamina en NAc. Sin embargo, dosis orales bajas de MP no
producen un efecto significativo en la DA en NAc ni en otras proyecciones como en la
CPF.

Lesiones en el NAc se han relacionado con un incremento en la conducta de impulsividad
en ratas (Winstanley y cols, 2005), esto es importante ya que esta estructura cerebral
forma parte como ya se ha mencionado del sistema dopaminérgico mesolimbico el cual
esta vinculado con la regulacién del valor heddnico de las sustancias y con el sistema de
recompensa, también es sabido que estas proyecciones mediales son importantes en la
regulacion de la conducta por conducir y modular diferentes papeles de las conductas
dirigidas a objetivos (Ikemoto, 2007).

La actividad eléctrica controla la sintesis y liberacibn de dopamina, la exposicién a
alcohol prenatal reduce esta actividad lo que puede contribuir a la disminucion de la
cantidad de DA y sus metabolitos disponibles tanto extracelular como intracelularmente
(Shen y cols, 1999; Xu & Shen, 2001), esta reduccion en la actividad espontanea de las
neuronas DA del ATV tras la exposicién prenatal a alcohol puede ser normalizada por el

tratamiento agudo y sistémico con metilfenidato y anfetaminas. EI MP como las
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anfetaminas aumentan la neurotransmision de DA incrementando sus niveles
extracelulares (Choong & Shen, 2004; Xu & Shen, 2001).

Como ya se dijo, el sistema DA mesolimbico cortical juega un papel crucial en el efecto de
los psicoestimulantes, la sensibilizacion conductual es un consecuencia de cambios
neuroadaptativos de la induccion a las drogas psicoestimulantes, un proceso que
involucra a la neurotransmision DA y glutamatérgicas y las interacciones entre el ATV,
NAc, CPF y la amigdala. Existen algunas discrepancias en cuanto al papel de la CPF en
la induccion a la sensibilizacion por anfetaminas o cocaina, se ha reportado que lesiones
en la CPFm impiden la sensibilizacion a anfetaminas mientras que otros autores reportan
gue bajo ciertas circunstancias, la CPF ejerce un papel importante en la modulacion de la
sensibilizacion a los psicoestimulantes (Vanderschureny & Kalivas, 2000).

La CPF juega un papel importante en la regulacién de funciones cognitivas de orden
superior como la impulsividad y la conducta, en diversos estudios se ha observado que
afectaciones de la CPF estan relacionadas con trastornos conductuales como el TDAH.
Devilbiss & Berridge (2008) demostraron recientemente que dosis bajas de MP
incrementan el flujo de catecolaminas en la CPF, sugiriendo que ésta es el sitio principal
de accion en conductas de calma y mejora de la cognicién, efectos observables a bajas
dosis de psicoestimulantes. Estos autores para demostrar que dosis bajas de MP ip
incrementan la actividad neuronal en la CPF, midieron la descarga de actividad neuronal
por EEG a diferentes concentraciones de psicoestimulante (0.25, 0.5, 1, 2 y 15 mg/KgBW
ip) y analizaron la memoria de trabajo por medio de un laberinto en T. Concluyendo que
bajas dosis de MP inducen alteraciones en la CPF, asociadas a un cambio minimo en la
actividad espontanea de las neuronas de la CPF e incrementan la actividad locomotora
observandose también aumento del nUmero de estereotipias. Por su parte las dosis altas
de MP (15 mg/KgBW ip) carecen de efectos significativos en la actividad locomotora y en
problemas que dependen mas de cognicion (medida en el laberinto en T), se observan
efectos minimos en la actividad de las neuronas de la CPF. Ademas, ante dosis altas de
MP se observa una marcada supresion de las respuestas evocadas en CPF (Devilbiss &
Berridge, 2008).
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Corteza Prefrontal

Tubérculo
Olfatorio

Figura 2. Proyecciones del sistema dopaminérgico mesolimbico cortical y estructuras a fines, con
base en: Dumont & Williams, 2004; Ikemoto, 2007; McFarland y cols, 2004; Ubeda-Bafion y coals,
2007 & Zahm & Trimble, 2008.

Como ya se menciond, afecciones del sistema DA se relacionan con trastornos
conductuales como el TDAH, en los cuales el uso de psicoestimulantes como el MP es el
tratamiento de eleccion al incrementar tanto los niveles de DA extracelular disponibles
como los de NA, los dos neurotransmisores relacionados a este trastorno. Es sabido que
dosis bajas de MP incrementan de manera significativa los niveles de DA y NA en CPF
(Berridge y cols, 2006), al ser esta una zona muy sensible a los niveles de catecolaminas
(Arnsten, 2006).
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Tabla 2. Receptores a dopamina. Subtipos de receptores de DA definidos en estudios
fisiologicos, farmacoldgicos y bioquimicos. a [*H]SCH 23390 también puede unirse a receptores
5HT,c y 5HT,, b [®H] spiperona también puede unirse a receptores 5HT;s 5HT, y a receptores

adrenérgicos alfa-1.

Familias

D1

D2

Subfamilias

D1y D5

D2, D3y D4

Caracteristicas
farmacoldgicas

Antagonistas
Selectivos

Agonistas
Selectivos

Radioligandos

SCH 23390

SKF 38393

[®H]SCH 233902

(-)-Sulpirida
YM 09251-2

Quinpirola
N-0437

[*H]YM 09151-2

especificos [*H] Spiperona®
Respuesta Aspectos de funcion motora Aspectos de funcion motora y conductual
fisiologica (cerebro), funcion (cerebro), control de prolactina y aMSH
cardiovascular. secrecién de la pituitaria, funcién
cardiovascular.
Respuestas Adenilciclasa 1 Adenilciclasa |

bioguimicas

Fosfolipasa C 1

Canal de K" 1
Canal de Ca™ |

Localizacion

Nucleo caudado, putamen,
nucleo accumbens, tubérculo
olfatério, corteza cerebral,
sistema cardiovascular.

Nucleo caudado, putamen, nucleo
accumbens, tubérculo olfatério, corteza
cerebral, l6bulos anterior e intermédio de la
glandula pituitaria, sistema cardiovascular.

Tamafo de la
proteina
(Daltons)
Afinidad de
marcaje

Purificacion

85,000 — 150,000 (mayor especie de 94,000,
118,000, 140,000)

92,000 — 95,000 (cerebro), 120,000 (pituitaria).

Tabla tomada de; Neve & Neve. The Dopamine Receptors, 1997.
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3. EL TRASTORNO DE DEFICIT DE ATENCION CONHIPERACTIVIDAD (TDAH), UN
EJEMPLO DE ALTERACIONES EN EL SISTEMA DOPAMINERGICO.

Es un trastorno en el que existe una alteracion a nivel del SNC, en la cual influyen tanto
factores biol6gicos como ambientales, manifestandose conductualmente por un aumento
de la actividad, impulsividad y falta de atencion, y asociandose con frecuencia otras
alteraciones; la incapacidad que existe para impedir impulsos y pensamientos que
interfieren en las funciones ejecutivas cuya atencidn permite superar distracciones,
plantearse objetivos y planificar los pasos necesarios para lograr algo. Investigaciones
en este sentido, relacionan al TDAH a la inhibicion conductual, el cual consideran como la
alteracion central del trastorno, con la disminucién en el sistema ejecutivo, donde la
corteza prefrontal juega un papel clave (Mufioz y cols, 2006). EI TDAH es mas comun en
los nifios que en adultos y presenta una preferencia sexual pues es tres veces mas
comun en hombres que en mujeres. Las afecciones en el sistema DA se han relacionado
con algunos trastornos clinicos como el TDAH, en los cuales el uso de psicoestimulantes
como el MP es el tratamiento de eleccion al incrementar tanto los niveles de DA
extracelular disponibles como los de NA, los dos neurotransmisores relacionados a este

trastorno.

Diversos estudios neuropsicoldgicos y de imagen han mostrado que el TDAH esta
asociado con alteraciones en la CPF y sus conexiones con el estriado y el cerebelo.
Estudios realizados con modelos animales en combinacién de las observaciones
arrojadas de pacientes con lesiones corticales han mostrado que la CPF tiene un papel
critico en la regulacion de la conducta, atencién y la motivacién, ademas es bien sabido
gue la CPF es util en la atencién sostenida y en la inhibicién de factores distractores. Se
ha observado en modelos animales que lesiones en la CPF producen distraccion,
desatencion, impulsividad, planeaciones pobres para llegar a objetivos e hiperactividad
(Arnsten, 2006).

Se ha reportado en varios estudios que el TDAH esta vinculado a una deficiencia en el
sistema dopaminérgico, de alli que para su tratamiento se empleen sustancias que
incrementan los niveles de dopamina como son las anfetaminas y el metilfenidato.
Estimulantes como el MP y las anfetaminas son de los tratamientos mas comunes para el
TDAH; esto debido al mecanismo de accidén de estas sustancias que, como es sabido,
actian sobre las proteinas de recaptura de DA, aumentando la disponibilidad de este

neurotransmisor. Por afios se ha asumido que los estimulantes tienen efectos paradojicos
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de calmantes en los pacientes con TDAH. En ratas, al estimular a animales normales se

observa incremento en la actividad locomotora (Arnsten, 2006).

La CPF guia la conducta y la atencion utilizando conocimientos representacionales para
inhibir acciones inapropiadas, planeacion, control impulsivo, perseverar y la
desorganizacion. Algo importante a tomar en cuenta es que la CPF es muy sensible al
ambiente neuroquimico, esto es, necesita de niveles 6ptimos de DA y NA para el control
de la conducta y la atencidn. Alteraciones genéticas en las vias de las catecolaminas
pueden estar asociadas con desregulaciones en la circuiteria de la CPF lo cual puede
conllevar los diversos desordenes observados en el TDAH (Arnsten, 2006).

Brookes y colaboradores (2006) realizaron un estudio en el cual analizaron un halotipo del
gen del transportador de DA asociado con el TDAH (DAt1) y su interaccion con la ingesta
de alcohol durante la gestacion encontrando una asociacion entre el TDAH, el
polimorfismo en el intron 8 y factores especificos de riesgo de éste halotipo el cual mostré
una interaccion altamente significativa en las madres que ingirieron alcohol durante el
embarazo. De esto los autores concluyeron que la interaccion entre el genotipo DAt1 y el
consumo de alcohol en etapa gestante esta relacionada con el TDAH. Sugieren que este
transportador (DAtl) modera los factores de riesgo y tiene implicaciones para la
prevencion del TDAH. Otro estudio sobre la relacion del DAt en el TDAH lo realizaron
Feron y colaboradores (2005) estudiaron el efecto del MP en 5 nifios con diagnostico de
TDAH sobre el transportador DAt al terminar el tratamiento con éste farmaco por medio de
tomografias de emisién de fotones las cuales se ha descrito en la literatura que son
empleadas para estudiar el efecto de tratamientos prolongados con MP en el sistema DA
estrial. En este estudio a los 3 meses de concluido el tratamiento con MP se observo un
decremento en la actividad del DAt en el sistema estriado (nucleo caudado y putamen)
pero cuando el MP fue administrado por un periodo mas amplio (9 a 20 meses) se
observd un incremento en la densidad de DAt en las vias DA nigroestriatales. Sin
embargo, aun no existe un estudio (en animales o en pacientes con TDAH) que pueda

asegurar que el MP ocasiona un dafio irreversible en la via DA estrial.

El tratamiento con MP podria no tener cambios adaptativos iguales en el sistema DA
mesolimbico cortical en sujetos normales y en aquellos con una disfuncion de éste
sistema (pacientes con TDAH). Disfunciones en este sistema de neurotransmision pueden
ser normalizada con la administracion de metilfenidato, cuando la intervencién terapéutica

es temprana (Choong & Shen, 2004; Shen y cols, 2006).
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Aunque el foco de este estudio no es estudiar el TDAH, ni la realizacién de un modelo que
remede tal cual las conductas y disfunciones observadas en el mismo, es importante
hablar de éste trastorno ya que como se ha mencionado esta ampliamente reportado en
la literatura la asociacion entre una disfuncion dopaminérgica y el trastorno, ademas de
gue el tratamiento mas empleado hoy en dia es el metilfenidato. Por esto es importante
tomar en cuenta los antecedentes que existen en la literatura sobre el trastorno y su
tratamiento ya que esta informacion nos sera Util para interpretar los resultados obtenidos

en este experimento.
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4. ACCION DE PSICOESTIMULANTES

Tanto el core como el shell del NAc son sitios primarios de la mediacion farmacologica y
de efectos condicionantes de las drogas de abuso. Se ha reportado que la corteza del
NAc es la region de mayor respuesta a los efectos farmacologicos de la cocaina asi como
efectos de la morfina y la nicotina. (Citado en D’Souza & Duvauchelle, 2006), ademas es
bien sabido que el nacleo accumbens recibe proyecciones dopaminérgicas del ATV, sobre
todo la parte shell del NAc y es conocida la implicacion del sistema DA en aspectos
recompensantes ante diversas sustancias de abuso.

En un estudio realizado por lkegami y colaboradores (2007) analizaron el efecto del auto
administracion de cocaina (3 mg/Kg) sobre los niveles de DA en NAc y CPF vy la actividad
locomotora utilizando una prueba de conducta operante, usando sefales con
reforzamiento positivo (inyeccion de cocaina) y sin reforzamiento, empleando dos
parametros conductuales; tras una prueba corta (12 sesiones operantes diarias) y una
larga (40 sesiones operantes diarias). Después de un periodo corto de prueba, la DA en
el NAc ante sefiales de reforzamiento positivo (cocaina) fue significativamente mayor que
en las sefiales no reforzadas, pero cuando las sefiales fueron pareadas alternativamente
(cocaina y no reforzadas) los niveles de DA disminuyeron significativamente respecto a su
linea base. En pruebas largas no se observo un incremento significativo de DA tras
sefales reforzadas. En CPF los niveles de DA no se incrementaron respecto a su linea
base pruebas cortas (12 sesiones operantes diarias), sin embargo; después de las
sesiones largas (40 al dia) las sefales reforzadas asociadas a la cocaina incrementaron
significativamente los niveles de DA en esta estructura (respecto a su linea base). La
actividad locomotora se incrementd tras la administracion de cocaina (sefiales con
reforzamiento positivo) en ambas estructuras. Tras estas observaciones los autores
proponen que el curso del tiempo en la activacion neural durante la iniciacion del
aprendizaje involucra a regiones subcorticales y progresivamente a areas prefrontales. La
CPF esta por lo tanto involucrada en el proceso de asociacion del aprendizaje a largo
plazo y en procesos mas complejos de la cognicidon; como pueden ser el juicio y la toma
de decisiones. Tanto en NAc como la corteza prefrontal tienen una relacion entre el
aprendizaje y en las conductas de tipo adictivas (Ikegami, 2007).

Por otro lado, La dopamina presente en nucleo accumbens y estriado dorsal (SD) es
comunmente asociada con diferentes aspectos de la conducta. EI NAc se asocia a
procesos de aprendizaje y de reforzamiento de sustancias de abuso y el SD con la

actividad locomotora. El aumento de DA en NAc se ha vinculado con el reforzamiento de
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los efectos de la cocaina, mientras que en el SD media los efectos motores inducidos por
la droga, como el fendmeno de busqueda tras su consumo. En un estudio realizado por
D’Souza y Duvauchelle (2006) compararon los niveles de DA en NAc y SD asi como la
actividad locomotora tras la administracion de una sola dosis de cocaina (1.5 mg/Kg). La
concentracion de DA y la actividad locomotora se incrementaron significativamente en
NAc respecto a el SD. La DA en NAc y SD media la estimulacion induciendo
hiperactividad y no una activacion motora no especifica. Ademdés, el circuito de
interconexiones existentes entre el NAc y el SD puede permitir la comunicacion entre
estructuras de integracion de la informacion originadas en diferentes areas del cerebro
(D’'Souza & Duvauchelle, 2006).También es sabido que la cocaina incrementa la
disponibilidad de DA al bloquear su recaptura actuando sobre el DAt, la potencia de union
de la cocaina a este transportador se ha encontrado que es similar en el NAc y en el SD.

Otro psicoestimulante con un efecto similar a la cocaina es el MP.

Como ya se ha mencionado el tratamiento con psicoestimulantes como el metilfenidato
(MP), son ampliamente empleados para el tratamiento de los sintomas del TDAH un
trastorno conductual en el que se sabe existe una afeccion del sistema DA, y se sabe
poco sobre las bases de los mecanismos neuroldgicos que describa la accion conductual
y cognoscitiva de este psicoestimulante.

La corteza prefrontal estd implicada en el TDAH. Ademas, la DA y la noradrenalina (NA)
son moduladores importantes de la cognicion dependiente de la CPF. Dosis bajas de MP
son comunmente empleadas en la clinica para el tratamiento de TDAH, hasta la fecha las
acciones de las dosis bajas de MP en CPF y la neurotransmision de la DA y la NA son
desconocidas. Berridge y colaboradores (2006) midieron los niveles de DAy NA en CPF
(por medio de HPLC), la actividad locomotora (campo abierto) y atencion (prueba de
palanqueo), tras la administracion oral (2.0 mg/Kg) e Intraperitoneal (de 0.25 a 1.0
mg/Kg) de MP. Las dosis bajas de MP mejoraron las funciones cognitivas que dependian
de la CPF y que no dependen de los efectos de la activacién locomotora (atencion),
ademas el MP incrementd el flujo de DA y NA en CPF, aunque fuera de esta estructura
dosis tan bajas tienen un impacto minimo sobre los niveles de estos neurotransmisores.
Las dosis bajas de psicoestimulantes activan la neurotransmision de catecolaminas
demas de mejorar la atencion y funciones cognitivas de mayor demanda que estan
relacionadas a la CPF (Berridge, 2006).

Como agonista indirecto de la DA, se ha sugerido que el metilfenidato (MP) aumenta la

transmision dopaminérgica en las areas cerebrales que juegan un papel importante en
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aspectos cognitivos y emotivos. Como se mencioné anteriormente el tratamiento en etapa
prenatal con alcohol (6 g/Kg) reduce la actividad de las neuronas DA en ATV y esto se
puede normalizar tras el tratamiento con MP. Choong & Shen (2004) administraron MP iv
en dosis ascendentes (0.06, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, y 16.0 mg/Kg a intervalos
de 2 a 3 minutos) en ratas tratadas prenatalmente con alcohol, concluyendo que el efecto
del MP fue mediado por el incremento en los niveles extracelulares de DA, especulando
gue el MP normaliza la actividad de las neuronas DA en ATV incrementando la DA
extracelular y activando las dendritas somaticas de los auto receptores de DA. Como
resultado de una despolarizacion combinada con una hiperpolarizacion de las neuronas
DA. El MP puede contribuir a una restauracion de la neurotransmision DA en sujetos con
afectaciones del sistema DA mesolimbico cortical. Ademés, con una dosis baja de
metilfenidato (1 mg/Kg iv.) se puede normalizar la actividad eléctrica de las neuronas DA
en ATV en animales prenatalmente expuestos con alcohol (Choong y Shen, 2004).

La memoria es uno de los efectos cognitivos que mas se ven afectados por el TDAH, ya
gue los subprocesos de almacenamiento, organizacion y recuperacion se ven afectados
por la falta de atencion. Por lo cual se han evaluado los efectos del metilfenidato sobre
procesos de memoria y conducta en nifios ansiosos y no ansiosos con TDAH. EI MP
mejord la memoria en nifios no ansiosos pero no en los ansiosos; el nivel de actividad
locomotora descendié en ambos grupos. La presencia de la ansiedad en los nifios con
TDAH brinda resistencia a los efectos de la medicacion estimulante La terapia cognitiva
por si sola es inadecuada, pues se ha mostrado su efectividad Unicamente al ser

combinada con estimulantes (Johansen y cols, 2009).

28



5. METILFENIDATO

La exposicion a alcohol prenatal produce afecciones en el sistema dopaminérgico
mesolimbico cortical (Xu & Shen, 2001; Choong & Shen, 2004 Wang y cols, 2006) que se
manifiesta entre otras cosas por una reduccion de la actividad de las neuronas DA del
ATV (Wang y cols, 2006), la cual puede ser normalizada con la administracion de MP
(Choong & Shen, 2004; Xu & Shen, 2001) un farmaco psicoestimulante que actla en este
sistema.

Poco se sabe sobre el mecanismo de accion del MP, se conoce que el MP al ser un
agonista indirecto de la DA, aumenta la neurotransmision dopaminérgica en las areas
cerebrales que juegan un papel importante en aspectos cognitivos y emotivos. El
tratamiento con MP podria no tener cambios adaptativos iguales en el sistema DA
mesolimbico cortical en sujetos normales y en aquellos con una disfuncién de éste
sistema (pacientes con TDAH). Disfunciones en este sistema de neurotransmision pueden
ser normalizada con la administracion de metilfenidato, cuando la intervencién terapéutica
es temprana (Choong & Shen, 2004; Shen y cols, 2006).

A continuacibn se describen las generalidades de este psicoestimulante, su

farmacodinamia, absorcion, distribucion, metabolismo, y excrecion.

Generalidades

El Metilfenidato (MP) es un medicamento formado por una mezcla 50/50 de los
enantibmeros dextrogiro y levogiro o solo del enantiomero dextrégiro. Su nombre quimico
es el metil-alfa-fenil-2-piperildinacetato.

La formula quimica del MP es C14H19NO, (Ver figura 3). Su masa molecular es de 233.31
Unidades de masa atémica (UMA). La férmula quimica del MP hidroclorado es
C14H19NO2.HCI y tiene una masa de 269.77 UMA.

Estructura quimica del MP

Figura 3
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El MP es un estimulante del sistema nervioso central (SNC) que es empleado para el
tratamiento del TDAH y la narcolepsia en nifios de 6 afios y personas adultas
respectivamente. Las dosis de MP administradas para estos tratamientos varian con un
rango entre los 10 a 60 mg/dia en nifios y adultos. La dosis recomendada de MP en nifios
(edad no especificada) es de 0.3 mg/Kg cada dos dias e incrementandola gradualmente
hasta 0.6 a 0.8 mg/Kg. ElI MP se administra entre 1y 3 veces al dia, esto dependiendo de
las caracteristicas de la dosis y de la medicacion. EI MP se encuentra disponible en
formulaciones de accion corta, acciéon intermedia y de liberacion prolongada.
Generalmente las dosis son entre 2 y 3 veces al dia para formulaciones de accion corta, 1
a 2 veces para accion intermedia y de 1 vez al dia para las formulaciones de liberacion
prolongada. El tratamiento generalmente se descontinla cuando los nifios alcanzan la
pubertad aunque se ha reportado que entre el 10 y el 60% de los pacientes continlan
teniendo sintomas de TDAH en la edad adulta. EI MP también es empleado como droga
de abuso, inhalando tabletas molidas o inyectandose una solucién de MP disuelta en
agua. Algunos adictos se inyectan MP junto con heroina o cocaina. Los patrones
observados por los adictos son; incremento de la dosis, depresion, y diversas

consecuencias sociales y medicas por su abuso (National toxicology program US, 2005).

Tabla 3. Farmacocinética del metilfenidato en humanos. C max= concentracion maxima (ng/ml), T
max= tiempo maximo (horas), ABC= area bajo la curva, DS = desviacién estandar de la media, *
rangos.

Nombre C max1 C max2 T max1 T max2 ABCO- = Tiempo de
e Dosis media £ DS media £ media media media £ DS Vida Media
e Actividad DS DS DS media = DS
e Sujetos

Ritalin (10) 10.2+4.2 15.3+7.0 1.8+0.6 56+0.7 102.4 £ 54.6 25+0.8

* 20 mg (2 10-mg dosis, (4.2-20.2) * (6.2-32.8) (1-3) (5-8) (40.5-261.6) (1.8-5.3)

4 hrs)

* accion inmediata

* nifios

Ritalin (10) 43+£23 53+x14 19+04 59+0.5 37.8+21.9 35+19

* 20 mg (2 10-mg dosis, (1.8-7.5) (3.6-7.2) (1.3-2.7) (5.0-6.5) (14.3-85.3) (1.3-7.7)

4 horas)

* accién inmediata

* adultos

Ritalin LA (10) 10.3+5.1 10.2+5.9 20+0.8 6.6+1.5 86. 6+ 64.0 24+07

* 20 mg (5.5-26.6) (4.5-31.1) (1-3) (5-11) (43.3-301.44) (1.5-4.0)

* accioén prolongada

* nifios

Ritalin LA (10) 53+09 6.2+1.6 2009 55+0.8 45.8 +10.0 3.3+04

*«20 mg (3.8-6.9) (3.9-8.3) (1.3-4.0) (4.3-6.5) (34.0-61.6) (3.0-4.2)

e accion prolongada

¢ adultos

Adaptado de National toxicology program US, 2005.
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Farmacodinamia

El MP se clasifica como una catecolamina simpatomimética y como un directo e indirecto
agonista adrenérgico. EI MP ocasiona excitacion a nivel del tallo cerebral y de la corteza.
El modelo de accion terapéutica para el TDAH es desconocido. Se propone que el MP
bloquea la recaptura de noradrenalina (NA) y dopamina (DA) en las neuronas
presinapticas, asi incrementa los niveles de estas monoaminas en el espacio extracelular.
Un estudio en adultos demostré que tras la administracion oral de MP ocurria ocupacion
de los transportadores a dopamina en la region estrial del cerebro, pero esto no se
observo tan claramente como ante la administracion intravenosa de cocaina. EI MP puede
también inhibir a la monoamino oxidasa (MAO) (National toxicology program US, 2005).
Este estimulante ocasiona un decremento en la actividad locomotora en nifios con TDAH
pero un incremento en esta actividad se ha observado al administrarlo en animales
experimentales. Se han especulado varias posibles razones ante este efecto; las cuales
incluyen la dosis y el mecanismo de accion del farmaco. En nifios la estimulacion de la
inhibicién de auto receptores presinapticos decremento la actividad DA, asi compensa la
excesiva actividad DA en estos nifios con TDAH. La farmacocinética del MP en humanos

nifos y adultos se muestra en la tabla 3.

Absorcién.

Existen formulaciones de eliminacion rapida y de larga accién para el MP. Las primeras
son rapidamente absorbidas y su efecto maximo se observa después de una a tres horas
posteriores a su ingesta oral. Las de accién prolongada generalmente muestran 2 picos
en los niveles sanguineos en nifios con TDAH y en adultos.

Los datos sobre la absorcion del medicamento y sin interaccién con los alimentos son
variados. Un estudio reporto que un desayuno fuerte no afectaba su farmacocinética
mientras que otro laboratorio reportd que podia enlentecer su absorcion pero sin
observarse cambios en la Cnax ni en el ABC (area bajo la curva). Otro estudio reporté que
la ingesta de alimento acelera la absorcién de MP en nifios hiperactivos pero que reducia
su biodisponibilidad. Las dosis de d-MP observadas en plasma fueron similares a las
reportadas por la mezcla racemica del medicamento. Ver figura 6 para farmacocinética del
metilfenidato (National toxicology program US, 2005).

Distribucion
El volumen aparente de distribucién ante la administracion intravenosa de MP es 6L/Kg.

El volumen de su distribucién fue reportado como 10.7 a 33.2 L/Kg en nifios a los que se
31



les administré de 10-15 mg oral de MP y ~40 L/Kg en nifios dandoles ~0.9 mg/Kg de peso
corporal. El volumen de distribucién excedié el liquido extracelular y el agua total corporal,
indicando la unién a tejido. La unidn a proteinas plasmaticas es baja, de 10 a 33%. La
disposicion del MP es estéreo especifica a dosis orales, resultando altos niveles del d-
enantidmero respecto al I-enantiomero. El pico maximo reportado por el d-MP fue 8 veces
mayor que el enantiomero |I-MP. El MP tiene un tiempo de vida media de ~90 minutos,
mucho mas grande que el tiempo de vida media de la cocaina en el cerebro, que es de 20

minutos. Esto debido a que el MP es un compuesto basico (pK, 8.8).

Metabolismo.

El metabolismo en humanos es por la esterasa hidrolitica microsomal que transforma
rapidamente el MP en acido a-fenil-piperidina acética, comunmente llamado &acido
ritalinico. Este metabolito presenta baja actividad farmacoldgica. Menos del 2% del MP es
metabolizado por otras vias que involucran su hidrolisis aromatica a p-hidroxi compuestos,
la oxidaciébn microsomal a oxo-compuestos, y la conjugacion. El metabolito etilfenidato
se identifico recientemente en personas que combinaron el MP con alcohol. El etilfenidato
se forma posiblemente por la reaccion de transesterificacion; se desconoce la
significancia farmacoldgica de esto. En la figura 4 se muestra la via metabdlica del MP en
humanos, ratas y perros con los diversos metabolitos en cada una de ellas en comun.

Vias Metabdlicas del Metilfenidato en Humano, ratay perro.

0 0
Il I

C— OCHj, C—OH
NH NH
%
Metilfenidato Acido ritalinico
% HO (o)
0 |
I C — OCH;
C— OCH;
0 /
|| NH
C—OCH; NH
[0) p- hidroximetilfenidato
NH HO

5-hidroxi-6-oximetilfenidato

0
6-oxometilfenidato Conjug_a.cién.g
(lactam) desesterificacion

Figura 4. * Vias menores en el humano. Tomado de National toxicology program US, 2005.

32



Excrecion.

La vida media del MP en plasma es de ~2 a 8 horas, esto en administracioén oral con d-
MP o d, I-MP, en dosis de 20 mg para adultos y nifios. La media del tiempo de vida media
fue de 6.8 horas. La media total en el cuerpo se calcul6 en 2.52 L/Kg-hora en nifios a los
que se les administré de 10 a 15 mg de MP.

Dosis orares radiomarcadas de MP se recuperaron entre el 80 y 90% en orina. Novartis
reporta que el 78 a 97% del MP es excretado en la orina y que del 1 al 3% es excretado
en las heces fecales como metabolito entre las 48-96 horas. El acido ritalinico es el
metabolito mayor en orina, representa entre el 60 al 86% de la dosis. Menos del 1% de la
dosis administrada de MP es excretada sin cambio en la orina. El tiempo de vida media
del &cido ritalinico es de 3 a 5 horas en muestras racemica de MP y de ~3-8 horas con d-
MP. La tabla 4 muestra los metabolitos tras la excrecidén presentes en la orina del MP para

humanos y ratas (National toxicology program US, 2005).

Tabla 4. Metabolitos de MP en orina (humano y rata).

Especie/dosis | Ruta | Tiempo Porcentaje medicamento o metabolito en orina
(Hrs)

Humano Oral 0-24 | Acido ritalinico (80%); acido p-hidroxiritalinico (2%); acido

20 mg/Kg BW o iv 6-oxoritalinico (<15, 1.5% iv) metilfenidato, p-

hidroximetilfenidato, 6-oxometilfenidato, y acido p-

hidroxiritalinico glucoronidado (todos <1%).

Rata Oral 0-24 | Acido ritalinico (35-40%), metilfenidato (1%), 6-

20 mg/Kg BW oxometilfenidato (1.5%); acido 6-oxoritalinico (7 al 10%); 5-
hidroxy-6-oxometilfenidato (2%); acido 5-hidroxy-6-
oxiritalinico (15-17%); carbamida de metilfenidato (1%),

desconocidos (20%).

Adaptado de; National toxicology program US, 2005.

Diversos estudios han demostrado que el MP posee una farmacocinética similar a la de la
cocaina; al actuar de una forma equivalente y al observarse propiedades farmacolégicas
muy similares. Volkow y colaboradores (1995) hicieron un estudio donde el objetivo
principal era comparar al metilfenidato con la cocaina; analizando las diferencias

farmacocinéticas del MP hidroclorado (Ritalin) en el cerebro humano y compararlo con la
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cocaina, evaluando su competencia por sitios de union. Los autores reportan una
distribucién de union del MP similar a la de cocaina, ademas de que tanto el MP como la
cocaina se unen al transportador dopaminérgico (DAt) con una velocidad similar.
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Figura 5. Curvas del tiempo de actividad del MP y la cocaina marcados con *'C. Los circulos
solidos muestran al estriado en linea base, los circulos abiertos al estriado después del MP; los
cuadros solidos al cerebelo en linea base y los cuadros abiertos al cerebelo tras el MP. (Tomado

de Volkow y Cols, 1995)

La figura 9 muestra las curvas del tiempo de actividad del MP y la cocaina marcadas con
carbono 11(*'C) en un estudio realizado por Volkow y colaboradores (1995). En la gréfica
de la izquierda, arriba se muestra el estriado y cerebelo de un animal evaluado en linea
base (control) y después de una administracion de MP hidroclorado. Los circulos solidos
muestran al estriado en linea base, los circulos abiertos al estriado después del MP; los
cuadros sdlidos al cerebelo en linea base y los cuadros abiertos al cerebelo tras el MP.
Abajo, las curvas de tiempo de actividad para (**C) MP en estriado y cerebelo en un
animal evaluado en una linea base (control) y después de la administracion de cocaina.
Los circulos sdlidos indican el estriado en linea base, los circulos abiertos, al estriado
después de la cocaina, los cuadros solidos al cerebelo en linea base, y los cuadros
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abiertos al cerebelo después de la administracion de cocaina. En estas gréaficas se
observa el decremento en el estriado para ambos marcadores con la administracion de
MP y cocaina mientras que la administracion en cerebelo no se modifico. Para ambas
drogas la rapida absorcion en el estriado parece ir a la par de la experiencia de “high”. El
high se puede definir como el sentimiento de euforia y excitacion producido por as drogas.
Para el MP, su decremento es mas rapido por lo cual la sensacién no es tan intensa como
con la cocaina, ademas que este high se alcanza de manera mas lenta. Los autores
especulan que la experiencia de high estd asociada con la rdpida administracion de
ambas drogas en el cerebro, la lentitud con la que el MP da este efecto puede ser un
factor limitante para su auto administracion.

Existen tres teorias de sobre la funcionalidad del MP en el TDAH; a) Tras el bloqueo del
DAt se activa un incremento de la DA extracelular activando solo los autoreceptores
presinapticos, lo que lleva a una atenuacién de DA en respuesta a los estimulos salientes,
b) El incremento de la DA extracelular subsecuente al bloqueo del DAt supera los efectos
inhibidores por la activacién de los autoreceptores presindpticos lo que conduce a un
efecto neto de la acumulacion de DA en la sinapsis y la subsecuente amplificacion de la
sefial de DA, y c¢) Ultimamente se esta desarrollando una futura hipotesis que involucra a
la DA subcortical y la NA prefrontal como los mecanismos que expliquen las acciones
clinicas del TDAH (Engert & Pruessner, 2008).

Como ya se ha mencionado el tratamiento con psicoestimulantes como el metilfenidato
(MP), son ampliamente empleados para el tratamiento de los sintomas del TDAH un
trastorno conductual en el que se sabe existe una afeccion del sistema DA, y se sabe
poco sobre las bases de los mecanismos neurologicos que expliquen la accion

conductual y cognoscitiva de este psicoestimulante.
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6. MODELOS EMPLEADOS PARA ESTUDIAR TRASTORNOS CON DISFUNCIONES
EN EL SISTEMA DOPAMINERGICO EN LA RATA

Considerando lo anterior es importante tomar en cuenta algunos parametros que se han
empleado para estudiar un trastorno en el cual es sabido que el sistema dopaminérgico
esta afectado como lo es el TDAH, también es importante hacer una aclaracion en este
punto; si bien en el presente estudio se trabaja con un modelo de alcohol prenatal en el
cual estd demostrado que se produce una afectacion del sistema dopaminérgico no quiere
decir por ello que se considere, al menos hasta el presente, un modelo para TDAH en
ratas.

Los modelos animales proveen una vision amplia sobre la neuroquimica de aspectos
especificos en conducta para TDAH cuando son comparados con controles apropiados,
las diferencias entre el comportamiento de los modelos animales y sus controles pueden
ser correlacionadas con las diferencias en su neuroquimica y farmacologia conductual
(Russell y cols, 2006). El desarrollo y la evaluacion de modelos animales que se
asemejen a las caracteristicas clinicas del TDAH son necesarios como requisitos para
optimizar estos disefios y lograrlos aprobar clinica y farmacolégicamente (Van der Kooij &
Glennon, 2007). Los modelos animales tienen una serie de ventajas con respecto a casos
clinicos, los datos puede ser mas faciles de interpretar, los grupos son genéticamente
mas homogéneos, el medio ambiente se puede controlar y hay una gran variedad de
intervenciones posibles. Sin embargo, los modelos animales no son un reemplazo para
el estudio de enfermedades humanas (Van der Kooij & Glennon, 2007). En la tabla 5 se
resumen algunas caracteristicas importantes que deben de poseer los modelos animales
para TDAH.

En una revision reciente realizada por Sagvolden y colaboradores (2005) se mencionan

los criterios necesarios para considerar un modelo animal de TDAH:

1. Validez de confrontacion: ElI modelo debe remedar el comportamiento
caracteristico del trastorno.

2. Validez de constructo: debe de estar basado en un sustrato tedrico del
padecimiento.

3. Validez de prediccion: debe ser capaz de predecir aspectos farmacologicos o de

conducta desconocidos, pero relacionados con el trastorno.
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Los modelos animales para TDAH deben de considerar factores genéticos, conductuales
y la accién de psicoestimulantes; lo que se conoce como; validez de confrontacién
(componentes conductuales), validez de constructo (componentes genéticos) y validez de
tipo predictiva (accion de psicoestimulantes). En el primero de estos componentes; el
modelo animal debe de reproducir conductas como la hiperactividad, déficit de atencion e
impulsividad; en la validez de constructo se han reportado alteraciones sobre el DAT vy el
receptor D, (asociados principalmente con la conducta impulsiva y atencion) y, la validez
predictiva esta relacionada con el tratamiento farmacolégico con metilfenidato vy
anfetaminas en sus efectos sobre las alteraciones conductuales (Van der Kooji &
Glennon, 2007).

Entre los modelos animales uno de los mas empleados es el de las ratas SHR (Ratas
espontaneamente hipertensas); aunque es un modelo también muy criticado en la
literatura pues pese a cumplir con las 3 conductas del la validez de confrontacion
(hiperactividad, déficit de atencién e impulsividad) y con uno de los pardmetros del
constructo de validez (efectos sobre el DAt), los psicoestimulantes no ejercen efecto
alguno sobre este tipo de conductas en estos animales. Otro modelo animal muy
empleado es el de los ratones DAt-KO (transportador de DA bloqueado); en este modelo
los animales cumplen con validez de confrontacién (hiperactividad e impulsividad); con
validez de constructo (bloqueo del DAt) y con validez de tipo predictiva (efecto del MP y
anfetaminas); razén por la cual se ha presentado, desde el punto de vista teérico, como
un modelo mas adecuado para el estudio del TDAH; No obstante, debido a las
manipulaciones genéticas necesarias para obtener estos animales se presenta una tasa
de mortalidad muy alta; asi como otras anormalidades genéticas.

El modelo de ratas Wistar-Kyoto derivadas hiperactivas (WKHA); también es un modelo
gue cumple con parametros de validez de confrontacion, pero en estas ratas no se han
encontrado alteraciones en el sistema dopaminérgico o noradrenérgico (validez de
constructo) y al igual que las ratas SHR los psicoestimulantes no tienen efectos sobre
estas ratas (validez de tipo predictiva).

Por lo anterior, en la actualidad no existe algin modelo animal que cumpla con todas las
caracteristicas que debe reunir un modelo de TDAH, y en los modelos que cumplen con
la mayoria de estos parametros los psicoestimulantes no presentan accién en ellos (SHR,

WKHA, ratas con retardo de crecimiento cerebeloso, etc.).

37



Tabla 5. Validacion de modelos animales de TDAH en parametros conductuales, genes afectados
y respuestas a psicoestimulantes.

Validez de Validez de
Modelo animal Validez de Confrontacion constructo prediccion
Hiperactividad Déficit de impulsividad DAt D4 MP  Anfetaminas
atencion

Lesiones SI SI - - Si Sli Si
neonatales DA
Modelo de hipoxia Sl -- -- NO -- - SI
neonatal
Modelo prenatal Sl - - -- NO --
BrdU
Ratas con retardo Sl -- -- -- -- NO NO
de crecimiento
cerebeloso
Radiacion Sl Sl -- -- -- -- Sl
hipocampal
SHR SI SI SI SI NO NO NO
Ratas WKHA Sl Sl Sl -- -- NO NO
Ratas NHE SI SI - Si -- - --
Raton de rueda Sl -- -- -- -- Sl --
hiperactivo
Ratén coloboma Sl -- -- -- -- NO Sl
Rat6én acalloso Sl Sl -- -- -- -- --
Modelo de ratén DAt Sl -- Sl Sl -- Sl Sl
KO
Modelo de ratén Sl -- Sl Sl -- -- Sl
DAt KD
Ratén con mutacién Sl Sl Sl -- -- NO Sl
tiroidea
Raton hiposexual Sl Sl - -- -- -- Sl

Abreviaturas: BrdU, 5’bromo-2’deoxiuridina; Dy, receptor de dopamina; DA, Dopamina; DAt, transportador
de dopamina; KD, desmontables; KO, knockout; NHE, rata N&poles de alta excitabilidad; SHR, ratas
espontaneamente hipertensas, WKHA, ratas Wistar-Kyoto hiperactivas. “NO” esta caracteristica de TDAH
esta en contraste con lo propuesto en el modelo animal; “SI” esta caracteristica de TDAH esta confirmada
por lo propuesto por el modelo animal, “—*“esta caracteristica de TDAH todavia no se ha investigado en el
modelo animal.

Tomada de Van del Kooij & Glennon, 2007
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7. MODELOS ANIMALES PARA MEDIR IMPULSIVIDAD

La alteracion del sistema dopaminérgico se ha asociado en clinica a diversos trastornos
conductuales como el TDAH (Arnsten, 2006; Feron y cols, 2005; Russel y cols, 2005), una
patologia en la que la conducta de tipo impulsiva es una de sus principales
caracteristicas.

En la literatura, existen diversas estrategias para medir la conducta de impulsividad, los
paradigmas para evaluar esta conducta estan basados en algunas medidas
caracteristicas de la conducta impulsiva como son; 1) castigo y/o extincion, 2)
recompensa-eleccion y, 3) inhibicion de la respuesta/ atencion (Moeller y cols, 2001).

Es importante tener en cuenta las limitantes en los procedimientos para evaluar esta
conducta, entre las principales se encuentra el tiempo que se requiere para que los
animales adquieran los criterios correspondientes y se realice la prueba, razén por la cual
los estudios en los que se evalla esta conducta estan hechos, en su mayoria, en
animales adultos. Pruebas como el 5-choice serial reaction time task (5-CSRTT),
demandan conducta de atencibn mas que de impulsividad; otros como el Go/no-Go
muestran discrepancias metodoldgicas en los criterios para evaluar impulsividad de un
autor a otro.

Mattel & Portugal (2007) emplearon el paradigma de intervalo maximo (Peak-Interval) en
el cual la rata tiene que controlar las respuestas en un periodo de tiempo para obtener
reforzadores, el principio se basa en la organizacion de la conducta de una manera
eficiente, basada en el aprendizaje de tareas independiente de factores motivacionales
como lo seria el tamafio del reforzador, utilizando para ello una camara operante que
consta de tres orificios los cuales se iluminan al azar y combinados con una sefial auditiva
indicando a la rata en que orificio debe de introducir la nariz para obtener el reforzador.
Los autores reportan que varios procesos contribuyen al comportamiento impulsivo; los
datos obtenidos del comportamiento variable dependiente del intervalo influyen en el
tiempo de inicio de respuesta (parametro para la conducta impulsiva); estos resultados
sugieren que las opciones de respuesta alternativa pueden modular la influencia de la
impulsividad en las tareas de tiempo. Esta prueba requiere de un gran numero de
sesiones para que el animal adquiera el criterio de aprendizaje establecido, razén por la
cual se emplea en animales adultos.

Rivan y colaboradores (2007) han empleado el paradigma de nimeros consecutivos fijos
(fixed consecutive number (FCN)), basado en la inhibicion de una conducta no especifica.

Para este modelo emplean una camara operante con dos palancas (palanca de FCN y
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palanca de reforzamiento); la prueba consiste en que el animal debe de inhibir la conducta
de presionar la palanca de reforzamiento antes de terminar el nimero de palanqueo
correspondientes al requerimiento de FCN. Este modelo también tiene un periodo de
entrenamiento largo y se emplea en animales en edad adulta. Por su parte Bizot vy
colaboradores (2007) emplearon un modelo en el cual utilizaron la tolerancia al retraso en
la liberacion de un reforzador como medida de impulsividad, la prueba se realiza en un
laberinto en T, en uno de los brazos el animal recibe el reforzador de manera inmediata y
en el otro hay un retardo en la obtencién del reforzador el cual es mas grande que el
reforzador inmediato. Esta prueba presenta algunos puntos a debatir en la metodologia,
como que el animal no puede cambiar de eleccidon una vez seleccionado el brazo con el
retardo de reforzador pues una puerta le impide el salir del mismo. Aun asi este modelo
cuenta con la ventaja de que se pueden emplear animales juveniles pues no se requiere
de un periodo largo de entrenamiento.

Con el fin de evaluar el efecto de la genética en la conducta impulsiva, el equipo de
Wilhelm y colaboradores (2007) por su parte, empleo 2 tipos de ratas genéticamente
seleccionadas, uno de ellos por su alta preferencia por la ingesta de alcohol (al 10%) y el
otro por su baja preferencia por la ingesta de esta sustancia; utilizaron un modelo de
devaluacion por retraso (Delay Discounting) y una prueba Go/no-Go (descrita mas
adelante); la prueba de devaluacién por retraso consiste en retrasar la liberacién del
reforzador devaluando de esta forma el valor incentivo del mismo; para este modelo se
emplea una cadmara operante con 3 orificios centrales los cuales se iluminan de manera
aleatoria para indicar la liberacion del reforzador y éstos estan pareados en orificios con
retraso (a diferentes tasas) y sin retraso. Estos autores reportan que no hubo diferencias
significativas entre ambos tipos de ratas sélo para la prueba de devaluacion por retraso,
sugiriendo que la conducta impulsiva tiene mas relacion con los problemas para inhibir
respuestas evaluadas por la prueba Go/no-Go.

Anker y colaboradores (2008) emplearon una prueba Go/No-go con el paradigma de
inhibicidon de la conducta utilizando una camara operante con 2 palancas (Go y no-Go),
cuando la camara esta iluminada la rata debe de presionar la palanca go para la
obtencién del reforzador; la rata debe de inhibir la conducta de presionar la palanca go
cuando la luz de la camara este apagada. Esta como todas las pruebas que emplean una
tarea de palanqueo, requiere largos tiempos de entrenamiento razén por la cual se
emplea en animales adultos.

El equipo de Belin y colaboradores (2008) utilizé la prueba 5-CSRTT (5-choice serial

reaction time task), para evaluar la relacion entre los niveles impulsividad y las conductas
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de tipo compulsivas ante la administracion de cocaina, observando que las drogas de
abuso favorecen la inhabilidad de retener respuestas prematuras (impulsividad medida
como la capacidad de responder antes de la presencia del estimulo). La prueba de 5-
CSRTT es medida en una camara con 5 hoyos que se iluminan aleatoriamente y la rata
debe de introducir la nariz en el orificio que se ilumind, después de esto recibe el
reforzador en la pared posterior a los orificios. Esta prueba es empleada en la literatura
principalmente para medir atencion.

Los autores mencionan que un candidato a mediar el control de las respuestas impulsivo-
compulsivas es el estriado dorsal (SD) y que este podria activar una cascada de
respuestas ascendentes hacia cerebro medio y las vias dopaminérgicas corticales (Belin
y cols, 2008). EI 5-CSRTT se basa en la Inhibicién de la conducta, ademas, también es
utilizada para medir atencion, por lo cual es una de las pruebas mas empleadas en
modelos animales de TDAH. Ordufia y colaboradores (2009) emplearon un modelo de
reforzamiento diferencial de tasas bajas (DRL) para evaluar el desempefio de ratas
espontdneamente hipertensas (SHR), Wistar-Kyoto (WKY) y Wistar (WIS), analizando los
procesos de sincronizacion y de inhibicion de respuesta. Estos autores encontraron que el
metilfenidato deteriora el proceso de inhibicién de respuestas en las ratas SHR (Ordufia y
cols, 2009).

En la tabla 6 se muestra un resumen algunos de los modelos animales empleados para
medir impulsividad con sus principales caracteristicas.

Ademas, se ha propuesto que existen dos tipos de conducta impulsiva; una motora y otra
de eleccion (Arce & Santisteban, 2006; Fineberg vy col, 2009; Moeller y cols, 2001;
Winstanley y cols, 2005). La primera se refiere a la falta de inhibicién ante una conducta
preponderante y se ha relacionado al NAc y al SD vy, la segunda a la toma de decisiones,

involucrando en mayor medida a la CPFm, estructuras de interés en este estudio.
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Tabla 6. Modelos animales para evaluar Impulsividad.

Duracioén de
Paradigma Principio Aparato Parametros de medicién adquisicion y Edad
prueba
Intervalo Control de una | Camara operante 1. Velocidad de respuesta.
maximo (Peak- respuesta con 3 orificios 2. Retrocesos. 60 dias Adultos
Interval) temporalmente | donde se liberaban | 3. Ensayos individuales.
los reforzadores de | 4. Comportamiento variable
Mattel y cols. manera aleatoria dependiente de intervalo.
(2007) empleando sefiales
de luz y sonido.
FCN (Fixed Inhibicién de | Camara operante 1. Eficiencia de respuesta.
Consecutive una conducta | con 2 palancas 2. Largo de cadenas. No Adultos
Number) no-especifica. | (palanca FCNy 3. Porcentaje de cadenas especificado
palanca de recompensadas.
Rivalan y Cols. reforzamiento). 4. Tasa de respuesta.
(2007) 5. Latencia de obtencién de
reforzadores.
6. Aprendizaje del
procedimiento antes de
iniciar la fase de prueba.
7. Duracion optima de las
cadenas.
Retardo de Toleranciaala | Laberintoen T Eleccion del brazo con
reforzador. liberacién de retardo del reforzador o con No Juveniles
un reforzador, liberacién inmediata del especificado y adultas.
Bizot y Cols. mismo.
(2007)
Retraso de Taza con la Cémara operante Punto de indiferencia
descuento que los con 3 orificios (eleccion del reforzador con 30 dias Adultas
(Delay reforzadores | centrales, pareados | atraso).
Discounting) son con y sin retraso en
devaluados. la liberacion del
Wilhelm y cols. reforzador.
(2007)
Go/No go Inhibicién de la | Camara operante 1. Respuestas durante el
conducta con 2 palancas (go periodo No-go. 30 dias Adultos
Anker y cols. y no go) con luces 2. Tasa de respuestas
(2008) que indican la correctas.
liberacion del
reforzador.
5-CSRTT Inhibicién de la | Camara con 5 1. Precision (porcentaje de
(5-choice serial conducta. hoyos que se respuestas correctas). No Adultos
reaction time iluminan 2. Respuestas prematuras. especificado
task) aleatoriamente y un | 3. Errores de omision.
dispensador de 4. Latencia de respuestas.
Belin y cols. pellets en la pared
(2008) posterior a los
mismos.
Reforzamiento Inhibicién de | Camara de 1. Variables derivadas de
diferencial de respuesta. condicionamiento histogramas de No Adultos
tasas bajas. operante con 2 frecuencias relativas. especificado
(differential palancas retractiles | 2. Variables relacionadas
reinforcement of de respuesta con con el andlisis de
low rates) estimulos visuales. desviacion maxima.
3. Variables obtenidas
Ordufia y Cols desde el modelo de
(2009) regulacion temporal.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se conoce que el sistema dopaminérgico esta implicado en diversos aspectos
motivacionales de la conducta y en los mecanismos de reforzamiento. Se ha descrito
gue la exposicion al alcohol en la etapa prenatal (dias 8-20) produce una disfuncion de
este sistema caracterizada por un decremento en la actividad espontanea de neuronas
DA en el ATV (Xu y Shen, 2001; Choong & Shen, 2004; Wang y cols, 2006), Por otra
parte, en clinica, la alteracion del sistema dopaminérgico se ha reportado estar
alterado en diversos trastornos conductuales como lo es el trastorno de déficit de
atencién con o sin hiperactividad (Arnsten, 2006; Feron, 2005; Russel, 2006), en el
cual la impulsividad también parece jugar un papel importante. Es bien conocido que el
tratamiento farmacolégico mas indicado para este trastorno han sido los
psicoestimulantes, tales como el metilfenidato y las anfetaminas, los cuales
precisamente actlan sobre este sistema de neurotransmision bloqueando la recaptura
de dopamina en la terminal presinaptica e incrementando, de esta manera, la
disponibilidad de este neurotransmisor. Diversos estudios han descrito que la
administracion de metilfenidato y de anfetaminas a sujetos portadores de una
disfuncion dopaminérgica por alcohol prenatal produce normalizacion de la actividad
de neuronas dopaminérgicas del ATV (Choong & Shen, 2004; Shen y cols, 2006;
Wang y cols, 2006); sin embargo, hasta donde sabemos no hay estudios que analicen
la capacidad de respuesta dopaminérgica de este sistema ante la administracién de
una dosis de algun psicoestimulante.

El estudio de los efectos del alcohol prenatal sobre la conducta, en modelos animales,
ha sido extenso; sin embargo, en relacion a conductas relacionadas con alteraciones
en el sistema dopaminérgico ha sido escaso y los trabajos disponibles evaltan la
conducta de los sujetos en la edad adulta. Al parecer esto se debe a que las pruebas
disponibles para medir déficit de atencion e impulsividad requieren de un
entrenamiento prolongado antes de evaluar a los sujetos. Dado que practicamente no
se conocen los posibles trastornos conductuales de sujetos tratados prenatalmente
con alcohol en este periodo donde se produce alteracion del sistema dopaminérgico y
hasta donde sabemos no existe ningun estudio que evalle la conducta en estos
sujetos antes de la pubertad, el presente estudio pretende analizar la actividad motriz y
la impulsividad en sujetos tratados prenatalmente con alcohol y el efecto agudo del
metilfenidato sobre los niveles de dopamina en el nucleo accumbens y corteza

prefrontal medial en sujetos prepuberes.
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Por otro lado, la actividad de los sujetos se ha relacionado con diferentes niveles de
ansiedad; por ejemplo, en la prueba de campo abierto se ha descrito que la actividad
en los cuadrantes periféricos estd asociada a mayores niveles de ansiedad y un
decremento en la actividad también se ha relacionado con un incremento en este
estado conductual. De esta manera, el presente estudio analizara los niveles de
ansiedad en los sujetos con el fin de deslindar la posible interdependencia en estas

conductas.
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OBJETIVO

Analizar la actividad locomotriz, impulsividad y ansiedad en ratas machos tratados

prenatalmente con alcohol y el efecto del metilfenidato sobre los niveles de dopamina

en el nlcleo accumbens y la corteza prefrontal medial en etapa prepuber.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

2.

Estudiar la actividad locomotriz por medio de la prueba de campo abierto, la
conducta impulsiva a través de una prueba que remeda la toma de decisiones ante
situaciones de riesgo (prueba de puente elevado) y la ansiedad en un laberinto en
cruz elevado en ratas machos tratados prenatalmente con alcohol.

Analizar el efecto del metilfenidato sobre los niveles de dopamina en el nucleo
accumbens y la corteza prefrontal medial 30 minutos después de la administracion

de una dosis Unica de este psicoestimulante.

HIPOTESIS

La actividad locomotriz y la impulsividad se incrementardn en las ratas machos

tratados prenatalmente con alcohol, ademas las ratas macho tratadas prenatalmente

con alcohol presentaran niveles similares de ansiedad a sus controles isocaléricos.

Adicionalmente, los niveles basales de dopamina en NAc y CPFm serdn menores en

las ratas macho tratados prenatalmente con alcohol que en los controles, y el

metilfenidato incrementard estos niveles en ambos grupos de manera proporcional a

sus respectivas lineas base.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

1. La actividad locomotriz y la impulsividad se incrementara en las ratas machos

tratados prenatalmente con alcohol en relacibn a sus controles isocaldricos,
mientras que los niveles de ansiedad seran similares para ambos grupos.

La administracion de alcohol prenatal producira un decremento en los niveles de
dopamina en el nicleo accumbens y en la corteza prefrontal medial. El tratamiento
con metilfenidato, incrementard la concentracion de dopamina en el ndcleo
accumbens y en la corteza prefrontal medial respecto al grupo que reciba solo el

vehiculo de metilfenidato.
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VARIABLES

INDEPENDIENTES

1.
2.

Tratamiento prenatal; alcohol y sacarosa.

Tratamiento postnatal; Metilfenidato y vehiculo de metilfenidato.

DEPENDIENTES

Conducta locomotriz:

Numero de cruces por cuadrantes centrales y periféricos.
Exploraciones (rearing).

Ansiedad:

Permanencia en brazos cerrados vs abiertos.

Numero de cruces (entre brazos).

Exploraciones.

Latencia de desplazamiento.

Impulsividad:

Latencia de inicio.

Tiempo total de traslados en cada puente con ancho novedoso.
Tiempo total para completar sesion.

Traslados completos.

Traslados con omision de reforzador.

Caidas.

Concentracion de dopamina en nucleo accumbens y corteza prefrontal medial.

46



METODOLOGIA

Se utilizaron ratas Wistar, del bioterio del Instituto de Neurociencias, Universidad de
Guadalajara, permaneciendo en condiciones estandar de bioterio, en un ciclo de luz-

oscuridad natural, con libre acceso a comida y agua, ad libitum.

1. Exposicion a alcohol prenatal

Se utilizaron 10 ratas hembras Wistar de 90 dias (entre 200 y 250 g), las cuales se
dividieron en dos grupos para el tratamiento prenatal.

Grupo 1: a 5 ratas se les administro alcohol intragastricamente del dia 8 al 20 de
gestacion a una concentracion del 20% de alcohol v/v (dosis 6 g/Kg de peso) en dos
tomas diarias (3g/Kg de peso) con una separacion de 5 horas entre cada dosis; excepto
los fines de semana en los cuales se les administré una dosis Unica de 4g/Kg de peso.

El grupo 2: fue el control del grupo 1; a 5 ratas se les administré intragastricamente una
solucion isocaldrica de agua con sacarosa v/v (10.5 g/ Kg de peso), en 2 dosis (5.25 g/Kg
de peso) diarias con una separacion de 5 horas entre cada toma y una dosis Unica los
fines de semana (7 g/Kg de peso), del dia 8 al dia 20 de gestacion.

Durante el tiempo de tratamiento se pes6é a las ratas diariamente y se les midi6 el
consumo de comida y agua, los cuales estuvieron disponibles a libre demanda todo el

tiempo. Ver anexo 1.

2. Tratamiento de las crias

Las crias macho de los grupos anteriores se destetaron a los 21 dias de nacidos y se
dividieron en 2 grupos; uno integrado por aquellos sujetos tratados con alcohol (Alc, n=20)
y el otro, por aquellos tratados con sacarosa (Sac, n=20) prenatalmente. Ambos grupos
fueron expuestos al protocolo de pruebas conductuales especificado en los siguientes
apartados. A los 24 dias de edad posnatal (EPN) se inicié6 con la prueba para medir
actividad locomotriz (campo abierto), seguida de la prueba de ansiedad (laberinto en cruz
elevado) y finalmente se midio la impulsividad (puente elevado). El calendario de pruebas
conductuales se muestra en la tabla 7.

Entre los dias 39 y 40 (EPN) a la mitad de los sujetos se les administré una dosis Unica de
metilfenidato intragastrico (5 mg/kg de peso corporal) y a la otra mitad, el vehiculo del
metilfenidato (Sac-v, n=10; Sac-MP, n=10; Alc-v, n=10 y Alc-MP, n=10), 30 minutos antes

de que se sacrificara el animal. Tras el sacrificio por dislocacion cervical se extrajeron los

47



cerebros almacenandolos a -80° C con nitrégeno liquido para la posterior deteccion de

dopamina en nucleo accumbens y corteza prefrontal medial por HPLC.

3. PRUEBAS CONDUCTUALES:

3.1 Actividad locomotriz

CAMPO ABIERTO

Aparato: Dispositivo con el piso de color negro de 60 por 60 cm., cuadriculado (10 por 10
cm) y cercado (30 cm. de altura), (Figura 6). Se instal6 a la rata en el centro del campo y
se cuantifico su recorrido a través de los cuadrantes centrales y periféricos, de igual
forma se realizé el conteo de las exploraciones (rearing) realizados por la rata a lo largo
de la prueba. El registro se hizo durante cinco minutos. Esta prueba se midié cada tercer
dia a partir del dia 24 hasta el dia 28 EPN, registrandose un total de 3 evaluaciones;
ademas el dia de sacrificio (38 0 39 EPN) se evalué la conducta motriz (CM) 15 minutos
después de la administracion de MP ig o vehiculo de MP ig.

Figura 6. Campo abierto

3.2 Ansiedad

LABERINTO EN CRUZ ELEVADO

Aparato: El laberinto en cruz elevado es un dispositivo que consta de 4 brazos formando
una cruz a una altura de 60 cm. Cada brazo tiene un largo de 50 cm. y el ancho es de 10
cm. Dos de los brazos opuestos estan cerrados con paneles oscuros de acrilico de 50 cm.

de largo, por 50 cm. de alto, con un solo acceso por la parte central, es decir por la
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interseccion de los brazos. Los dos brazos opuestos restantes estan totalmente abiertos
en toda su superficie. Cada uno de los 4 brazos se conecta con el cuadro central en un
angulo de 90° relativo al brazo adyacente (Figura 7).

La prueba se realizo al dia siguiente de terminada la prueba de campo abierto (dia 29). Al
comenzar la sesion, las ratas son colocadas en el centro del laberinto. Se evalta la
latencia de inicio (momento en que entra a uno de los brazos ya sea abierto o cerrado),
namero de cruces, tiempo en brazos cerrados y en brazos abiertos asi como el nimero de
conductas exploratorias “rearing” realizados durante los 5 minutos que duroé la prueba. Si

una rata llega a caer del laberinto se coloca nuevamente al centro del mismo.

Figura 7. Laberinto en cruz elevado

3.3 Impulsividad
La conducta de impulsividad se evalu6 utilizando un puente elevado (Juarez, 2010,
patente en trdmite) de disefio propio del laboratorio de Farmacologia y Conducta. De

acuerdo a los parametros establecidos para esta prueba.

PUENTE ELEVADO
Aparato: Puente elevado construido de acrilico, con una altura de 60 cm respecto del piso,
formado por dos pedestales que tienen en su parte superior una plataforma de 10 por 10

cm a una distancia de 60 cm uno del otro. En cada plataforma hay un contenedor donde
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se abastecieron pellets como reforzadores. Ambas plataformas se unen a través de

puentes de diferente ancho, los cuales varian entre 3.0 y 0.25 cm. (Figura 8).

Figura 8. Puente elevado. A: Medidas del puente; B: Diferentes anchos de puente (4 a 0.25 cm)

Finalizada la prueba de ansiedad, se inicio el periodo de privacion de alimento de las
20:00 hrs a las 10:00 hrs. del dia siguiente, cuando las ratas fueron abastecidos con
pellas de 45 mg. cada una para hacer un total de 900 mg/rata (20 pellas/rata). Una vez
consumido se les abastecié con alimento estandar 4 g/rata, transcurridas 2 horas. Al dia
siguiente se inicié la fase de moldeamiento si interrumpir el protocolo de privacion de

alimento.

Moldeamiento

Se coloct a la rata en la plataforma izquierda del puente elevado con el puente de 3 cm.
Se moldeo a los sujetos por aproximaciones sucesivas hasta que el sujeto aprendié que
existia un reforzador (1 pella de 45 mg) en cada plataforma después de cruzar el puente.
Se considerd que el sujeto aprendio la prueba cuando completd 10 cruces sucesivos en
dos dias consecutivos. Cada dia de moldeamiento, los sujetos siguieron bajo condiciones
de privacion con un abastecimiento de 4 g/sujeto de pellets estandar, los cuales fueron
colocados entre 1.5 y dos horas posteriores a la finalizacion de la prueba de cada dia.
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Una vez cumplido el criterio de adquisicion, los sujetos siguieron bajo la condicion de

privacion antes descrita.

Prueba conductual

Al dia siguiente de haber cumplido el criterio de adquisicion:

1. En el primer dia de prueba, se coloco a la rata en la plataforma izquierda del

puente elevado con los reforzadores preparados en cada plataforma iniciando con

el puente de 3 cm., se realizaron 2 traslados y se cambid al siguiente puente (2

cm.) donde también se realizaron 2 traslados; finalmente se utilizo el puente de 1

cm. registrandose 12 traslados. El segundo dia de prueba se procedié como en el

anterior pero las anchuras de los puentes fueron de 2 cm. (2 traslados), 1 cm. (2

traslados) y 0.5 cm. (12 traslados). El tercer y ultimo dia de prueba el ancho de los

puentes fue de 1 cm. (2 traslados), 0.5 cm. (2 traslados) y 0.25 cm. (12 traslados).

2. Después de cada dos traslados completos por el puente se cambié el ancho del

mismo; es decir, de 3 cm., 2 cm.1 cm., 0.5 cm. y finalmente a 0.25 cm.

3. Una vez instalado el puente mas delgado en cada dia de prueba, este permanecio

hasta el final de la misma.

4. Se registraron los siguientes parametros:

o

o

Latencia de inicio de consumo del primer reforzador.

Latencias de inicio de desplazamiento por el puente en cada una de las
ocasiones gue se encuentre en una plataforma (medida a partir de haber
terminado el consumo de cada reforzador).

Numero total de traslados en el puente de menor anchura en cada dia.
Numero de traslados con omision del reforzador (medidos en todos los
ancho de puente).

Traslados incompletos (regresarse a la plataforma de partida antes de llegar
a la plataforma del otro extremo). En estos casos se inicié el tiempo de
latencia de inicio de desplazamiento de la plataforma pero continué
contandose el tiempo en ese traslado.

Numero de caidas; en estos casos se levantd al sujeto y se coloco en la

plataforma de partida inmediata anterior.
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o Tiempos parciales para completar la tarea en cada anchura. Contando a
partir de la colocacion del sujeto para el primer puente y a partir de la
colocacion de cada uno de los subsiguientes. En todos los casos, el tiempo
termind cuando el sujeto finalizé de consumir el dltimo reforzador en cada
anchuray en el dltimo, cuando se suspendio la prueba.

o Se anoto la razon por la cual la sesion fue suspendida.

o Tiempo de cada traslado a través del puente (Cuando fue posible).

La prueba termind cuando el sujeto completé 12 traslados en el puente mas angosto o
bien se suspendi6é cuando el sujeto permanecié 3 minutos en la misma plataforma

habiendo ingerido o no el reforzador de esa plataforma y en cualquier anchura de puente.

4. Andlisis de dopamina:

Después de terminar las mediciones de la prueba de impulsividad (dia 38-39 EPN), se
restablecié la administracion de alimento ad libitum. Al dia siguiente se sacrificé a los
animales por medio de la técnica de dislocacion cervical, se les extrajo el cerebro en un
tiempo no mayor a 2 minutos y este se congelé hasta -80°C con nitrégeno liquido,
manteniéndose a esta temperatura hasta el momento de la cuantificacion de dopamina
por HPLC.

Las rebanadas de tejido se cortaron con base al atlas de Paxinos & Watson 6ta edicion,
colocando los cerebros sobre una cama con hielo y realizando los cortes auxiliandose de
las imagenes del atlas con las siguientes coordenadas; NAc de bregma 1.68 mm, AP; 7.0
— 7-5; ML, 0.8 — 1.4 y para CPF de bregma 12.24mm, AP; 3.4 — 3.8; ML, 0.4 — 0.8
aproximadamente (Gao y cols, 2007, Ishikawa, 2006). Figuras 9 y 10. Los cortes se

realizaron bilateralmente y se realiz6 un homogénados de tejido para el analisis.
Después de cortados los tejidos se procedié a la cuantificacion de DA por la técnica de
HPLC utilizando una fase moévil de fosfatos y una columna para la deteccion de

catecolaminas (100 mm de largo y 4.6 mm de grosor).

Los pasos para la preparacion de las muestras se encuentran en el anexo 2.

52



Coordenadas para NAc y CPFm.

Figuge 19

Interaural 10,68 mm Bregma 1,08 mm

Figure 10

Intedaural 12.24 mm Bregma 3.24 mim

Figura 9. Coordenadas en Ndcleo
accumbens para la cuantificacion de
dopamina; AP 1.68 mm posterior a
Bregma; LM 0.8 — 1.4 mm bilateral a la
linea media; DV, 70 a 75 mm a la
superficie del craneo. Tomado de Paxinos
y Watson, 2007.

Figura 10. Coordenadas en Corteza
prefrontal medial para la cuantificacion de
dopamina; AP, 3.24 mm posterior a
Bregma, LM 0.4 — 0.8 mm bilateral a la
linea media, DV a superficie del craneo,
3.4 — 3.8 mm. Tomado de Paxinos y
Watson, 2007.

Tabla 7. Calendario de pruebas conductuales; Las crias se destetaron el dia 21 de edad postnatal
(EPN) y se comenzd su evaluacién en el campo abierto el dia 24 EPN, la prueba en el laberinto
en cruz elevado se realizé el dia 29 y las mediciones en el puente elevado se registraron los dias
36, 37 y 38 postnatal. * Estas fechas pueden variar cuando la rata no cumple criterio en el periodo

de tiempo establecido.

Destete Campo Laberinto en Puente Sacrificio
Abierto Cruz Elevado
elevado
Edad
posnatal
(dias) 21 24,26y 28 29 36,37 y 38* 39-40

Criterios de exclusion:

1. Animales que no cumplieron con los criterios establecidos en las pruebas

conductuales.

2. Animales que nacieron con bajo peso significativo (menor al 80% de peso

corporal).
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Cerebros que no se congelen adecuadamente o que se lesionen al momento de
extraer del craneo.
Cerebros que se corten mal al hacer la separacion de tejido para el analisis de

dopamina.
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5. PROCEDIMIENTO, diagrama de flujo.

TRATAMIENTO PRENATAL

(Dia 8 a 20 de gestacion)

Alcohol ig Sacarosaig
69/Kg BW, n=5 10.59/.Kg BW, n=5
2 dosis: 3g/Kg c/uy 2 dosis: 5.25g/Kg
FS: 49/Kg cluy FS: 7g/Kg
| |
Crias Macho Crias Macho
Alc, n=20 Sac, n=20

1. Actividad Locomotriz: Campo abierto: 24,26 y 28 EPN
2. Ansiedad: Laberinto en cruz elevado: 29 EPN
3. Impulsividad: Puente elevado: 36, 37 y 38-39 EPN

| |
Metilfenidato ig Vehiculo ig
5mg/Kg BW (39 y 40 EPN)
(39 y 49 EPN)

Sacrificio
(Dia 39-40 EPN)

Andlisis de DA en NAc y CPFm por HPLC

Figura 11. Alc: Tratamiento prenatal con alcohol intragéstrico, Sac: Tratamiento prenatal con
sacarosa intragastrica, g/Kg BW: gramos/kilogramo de peso corporal, EPN: Edad posnatal, FS:
Fin de Semana, Sac-v: Tratamiento prenatal con sacarosa intragastrica y vehiculo de
metilfenidato, Sac-MP: Tratamiento prenatal con sacarosa intragastrica y metilfenidato, Alc-v:
Tratamiento prenatal con alcohol intragéstrico y vehiculo de metilfenidato, Alc-MP: Tratamiento
prenatal con alcohol intragéstrico y metilfenidato, HPLC: High performance liquid chromatography.
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ANALISIS ESTADISTICOS

Al comprobar que existia homogeneidad de varianzas entre grupos, se empleé un disefio
mixto de parcelas divididas (p x q) para grupos independientes para los datos de actividad
locomotriz e impulsividad ademas; para la prueba de ansiedad se realiz6 un ANDEVA de
una via para grupos independientes.

Para el analisis de ganancia de peso en la prueba de impulsividad se realiz6 un ANDEVA
de una via.

Para los analisis a posteriori se utilizo la prueba de Tukey, tomando en cuenta un nivel de

significancia de p < 0.05, en todos los casos.
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RESULTADOS

CONDUCTA LOCOMOTRIZ:

Se realiz6 un disefio mixto de parcelas divididas de tres factores para analizar la actividad
locomotriz (grupo x edad x tipo de cuadrantes (centrales o periféricos)) Se observaron
diferencias significativas entre grupos (F,119) = 14.41, p < 0.001), lo cual indic6 mayor
actividad en el grupo tratado prenatalmente con alcohol; también se observaron
diferencias significativas entre los cuadrantes centrales y periféricos (F114) = 4.61, p <
0.01) siendo mayor el numero de cruces por los cuadrantes periféricos
independientemente del grupo y los dias. Ademas el factor dias resulté significativo,
indicando, mayor actividad en el dia 24 respecto al 26 y 28 (F(,119) = 483.05, p < 0.001).
La interaccion grupos por tipo de cuadrantes fue significativa (F2114) = 7.18, p < 0.01), la
cual indic6 mayor actividad en el grupo Alc que en el control, pero s6lo en los cuadrantes
periféricos. La interaccion cuadrantes por edad resulto significativa (F (2114 = 5.57, p <
0.005), para los cruces por cuadrantes periféricos respecto a los centrales los 3 dias de

medicion (Figura 12).
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Figura 12. Frecuencia de cruces de cuadrantes centrales (CC) y periféricos (CP) en los 3 dias de
registro (24, 26 y 28 EPN) en la prueba de campo abierto para las ratas tratadas prenatalmente
con sacarosa intragastrica (Sac) y ratas tratadas prenatalmente con alcohol (Alc). La prueba fue
de 5 minutos. Las barras indican la media + E.E.M. Diferencias significativas entre grupos Alc >
Sac para ese dia, 24 > 26 y 28 (**) y tipo de cuadrante CP > CC (*).
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En la interaccidn entre los grupos Sac y Alc respecto a las edades postnatales del analisis
anterior (grupo x edad) para el cruce total de cuadrantes (centrales mas periféricos), se
observaron diferencias significativas en entre grupos (F (13 = 7.76, p < 0.01) lo cual
indicé que el grupo tratado prenatalmente con alcohol mostr6 una mayor actividad
locomotriz. También se observaron diferencias en el factor dias, con una actividad mayor
el dia 24 respecto al 26 y 28 (F 2,76y = 7.77 p < 0.001). La interaccion entre tratamiento y

los dias no fue significativa (Figura 13).
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Figura 13. Frecuencia en el cruce de cuadrantes totales en los 3 dias de registro (24, 26 y 28
EPN) en la prueba de campo abierto para las ratas tratadas prenatalmente con sacarosa
intragastrica (Sac) y ratas tratadas prenatalmente con alcohol (Alc ). La prueba fue de 5 minutos.
Las barras indican la media £ E.E.M. Diferencias significativas entre grupos Alc > Sac (**) y para
ese dia 24 > 26y 28 (*).
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Se realizé un disefio mixto de parcelas divididas (grupo por edad), para analizar la
conducta de tipo exploratoria “rearing”. Las exploraciones realizadas por las ratas con
tratamiento de alcohol prenatal mostraron una tendencia a ser mayores que las ratas Sac
sin embargo, las diferencias no fueron significativas para los grupos (F (1,38 = 3.26, p >
0.05), se observaron diferencias significativas entre los dias de medicién, indicando un
numero mayor de exploraciones en el dia 24 respecto al 28 (F (76 = 3.66, p < 0.05). La
interaccion entre grupos y dias fue significativa (F 2,76y = 4.83, p = 0.01), lo cual indico
mayor numero de exploraciones en el grupo Alc que en el control, pero solo en los dias 26
y 28 (Figura 14).
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Figura 14. Frecuencia de exploraciones en los 3 dias de registro (24, 26 y 28 EPN) en la prueba
de campo abierto para las ratas tratadas con sacarosa intragastrica (Sac) y ratas tratadas
prenatalmente con alcohol (Alc). La prueba fue de 5 minutos. Las barras indican la media *
E.E.M. Diferencias significativas entre los dias de medicion 24 > 28 (*) y entre grupos para ese dia
de medicion (**).
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ANSIEDAD

Se realiz6 un analisis de varianza de dos factores (grupo x brazos), para analizar los
niveles de ansiedad en un laberinto en cruz elevado. No se observaron diferencias
significativas entre grupos en la permanencia entre brazos cerrados o abiertos (F (1,39) =
0.01, p < 1.0). Se observaron diferencias significativas entre la preferencia por brazos
cerrados respecto a los abiertos (F (1,38 = 41.98, p < 0.001), siendo mayor la preferencia a
brazos cerrados (Figura 15). No se observo interaccion entre el factor grupo y la

permanencia en los brazos del laberinto.

250 -
3 200 A OSac
N —
T “»n
o O mAlc
c 2 150 -
[
[@)]

22
£ 100 -
@ T
= 1

50 -

1] T

TBC TBA

Figura 15. Permanencia en brazos cerrados (TBC) y abiertos (TBA) en la prueba de ansiedad
para las ratas tratadas prenatalmente con sacarosa intragastrica (Sac) y ratas tratadas
prenatalmente con alcohol (Alc). La prueba fue de 5 minutos.

Las barras indican la media + E.E.M. Diferencias significativas entre brazos TBC > TBA (*).
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Se realiz6 un analisis de varianza de un factor, para analizar el nUumero de conductas de
tipo exploratorias (rearing) realizado en la prueba de ansiedad. El grupo con tratamiento
prenatal de alcohol mostré un mayor nimero de conductas de tipo exploratorias respecto

a su grupo control (F 1,38y = 5.945, p <0.05), en cruz elevado (Figura 16).
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Figura 16. Frecuencia de conducta tipo exploratoria (rearing) en la prueba de ansiedad para las
ratas tratadas prenatalmente con sacarosa intragastrica (Sac) y ratas tratadas prenatalmente con
alcohol (Alc). La prueba fue de 5 minutos. Las barras indican la media £+ E.E.M. Diferencias
significativas entre grupos Alc > Sac (*).
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Se realizé un analisis de varianza de un factor para analizar el nUmero de cruces (entre
brazos cerrados y abiertos) realizados en la prueba de ansiedad. No se observaron
diferencias significativas entre grupos (F (138 = 0.164 p > 0.5) (Figura 17).
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Figura 17. Frecuencia de cruces entre brazos cerrados y abiertos en la prueba de ansiedad para
las ratas tratadas prenatalmente con sacarosa intragastrica (Sac) y ratas tratadas prenatalmente
con alcohol (Alc). La prueba fue de 5 minutos. Las barras indican la media = E.E.M.

Para analizar la latencia de desplazamiento en la prueba de ansiedad se realiz6 un
analisis de varianza de un factor, sin observarse diferencias significativas entre grupos (F
@38 = 2.54, p = 0.1), aunque el grupo Alc mostr6 una tendencia a tener una latencia de

inicio menor respecto al grupo Sac (Figura 18).
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Figura 18. Latencia de desplazamiento en la prueba de ansiedad para las ratas tratadas
prenatalmente con sacarosa intragastrica (Sac) y ratas tratadas prenatalmente con alcohol (Alc)
La prueba fue de 5 minutos. Las Dbarras indican la media = E.E.M.
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IMPULSIVIDAD

Se realizo un disefio mixto de parcelas divididas de dos factores para analizar la latencia
de inicio de desplazamiento (tiempo de toma de decision que tarda cada animal en salir
de la plataforma ante cada puente de ancho novedoso), en la prueba de puente elevado.
Se observaron diferencias significativas entre grupos (F (139 = 6.33, p = 0.01) lo cual
indicé una toma de decision mas rapida en el grupo tratado prenatalmente con alcohol;
también se observaron diferencias significativas (F (1149 = 2.93, p < 0.05) entre los
diferentes anchos de puente (2, 1, 0.5y 0.25 cm), siendo mayor el tiempo en el puente de
2 cm respecto al de 0.5 cm; ademas el puente de 1 cm fue significativo respecto a 0.5 cm
(figura 19).
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Figura 19. Tiempo de latencia de inicio para los puentes de 2, 1, 0.5y 0.25 cm en la prueba de
impulsividad para ratas tratadas prenatalmente con sacarosa intragastrica (Sac) y ratas tratadas
prenatalmente con alcohol (Alc). Las barras indican la media + E.E.M. Diferencias significativas
entre grupos Alc < Sac (**) y ancho de puente 2cm>0.5cm (*)y1cm>0.5cm.

63



Se realizé un disefio mixto de parcelas divididas de dos factores para analizar el tiempo
total en que se realizaron los traslados en cada puente con ancho novedoso (grupo X
tiempo). Se observaron diferencias significativas entre grupos (F (1,3s) = 11.91, p < 0.001),
siendo menores los tiempos del grupo con tratamiento prenatal de alcohol; también se
observaron diferencias significativas entre los puentes (F 2,76y = 16.09, p < 0.001) para el
puente de 1cm respecto a 0.5 cm y 0.25 cm. No se observaron diferencias en la

interaccion grupo por ancho de puente (Figura 20).
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Figura 20. Tiempo total de traslados en los puentes de 1, 0.5 y 0.25 cm en la prueba de
impulsividad para las ratas tratadas prenatalmente con sacarosa intragéstrica (Sac) y ratas
tratadas prenatalmente con alcohol (Alc). Las barras indican la media + E.E.M. Diferencias
significativas entre grupos Alc < Sac (**) y ancho de puente, 1 cm > 0.5 cm y 0.25 cm (*).
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Se realizé un disefio mixto de parcelas divididas de dos factores (grupo x sesion) para
analizar el parametro de tiempo total por sesion. Se observaron diferencias significativas
entre grupos (F (1,38 = 14.07, p = 0.001); lo cual indicd que el grupo con tratamiento
prenatal de alcohol completé las sesiones en menor tiempo; también se observaron
diferencias significativas en las sesiones (F 2,76y = 19.88, p < 0.001) entre la primera
respecto a las dos posteriores. No hubo interaccion entre el factor grupo y la sesion
(Figura 21).
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Figura 21. Tiempo total de traslados para completar la sesién en la prueba de impulsividad para
las ratas tratadas prenatalmente con sacarosa intragastrica (Sac) y ratas tratadas prenatalmente
con alcohol (Alc). Las barras indican la media £+ E.E.M. Diferencias significativas entre grupos Alc
< Sac para ese dia, (**) y sesion 1>2y 3 (*).
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En la prueba para medir impulsividad (puente elevado), un parametro importante para
nosotros fue el porcentaje de ratas que completaban las sesiones (16 traslados) la
primera vez que se exponian a los puentes. La conducta se presentdé mas rapidamente en
las ratas con tratamiento prenatal de alcohol y suponemos que esto se debe a la
impulsividad presentada por ese grupo respecto al control. En la figura 22 se muestran

los porcentajes a la primera exposicién (A) y a la segunda exposicion (B) para las 3

sesiones.
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Figura 22. Porcentajes de ratas por grupo que completaron los traslados (16 por sesion) en la
prueba de impulsividad para las ratas tratadas prenatalmente con sacarosa intragastrica (Sac) y
ratas tratadas prenatalmente con alcohol (Alc ) A, primera oportunidad; B, segunda oportunidad.

También se muestran los porcentajes de omisiones de reforzador (cuando la rata cruzé el
puente pero no se comid el reforzador), traslados incompletos (retrocesos) y caidas
durante las 3 sesiones. Las ratas Sac tuvieron un nimero mayor de traslados incompletos

respecto al grupo con tratamiento prenatal de alcohol (tabla 8).

Tabla 8. Porcentajes de omisiones, traslados incompletos y caidas en la prueba de puente
elevado. Ratas tratadas prenatalmente con sacarosa intragastrica (Sac) y ratas tratadas
prenatalmente con alcohol (Alc).

Traslados con omisién de Traslados Caidas
Grupo reforzador incompletos
(3 dias de (3 dias de
1cm 0.5cm [ 0.25cm prueba) prueba)
Alc 8.3% 0% 0% 2.08% 0%
Sac 0% 0% 0% 7.40% 3.70%
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GANANCIA DE PESO

Se realizé un analisis de varianza para analizar la ganancia de peso de las ratas con
tratamiento prenatal (sacarosa y alcohol) las cuales recibieron una privacion alimentaria
contra un grupo control el cual recibié alimento ad libutum durante todo el experimento
(dia 24 a 39 EPN). Esto con la finalidad de separar el efecto de la privacion alimentaria
entre los grupos Sac y Alc de sus resultados en la prueba de impulsividad. El dia 1
corresponde al dia 21 de EPN (destete), la medicion 2 y 3 se hicieron durante la prueba
de campo abierto; la 4 medicion corresponde a la prueba de ansiedad y a su vez al dia en
que se comenzo la privacion alimentaria la cual finaliz6 en la medicion 7. El dia 8 de
registro corresponde al dia de sacrificio (39 o 40 EPN) para las ratas experimentales. Se
observaron diferencias significativas entre grupos (p < 0.001) para los 8 dias en que se
midio el peso de las ratas. Las ratas que recibieron tratamiento prenatal (Sac y Alc) no
mostraron diferencias significativas en la ganancia de peso respecto al grupo control
(Figura 23).
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Figura 23. Ganancia de peso para ratas control (Ctr) y tratadas prenatalmente con sacarosa
intragastrica (Sac) y ratas tratadas prenatalmente con alcohol intragastrico (Alc), del dia 24 al 39
de EPN. Las lineas verticales indican el tiempo de privacion alimentaria.

Las barras indican la media + E.E.M. Diferencias significativas entre grupos Ctrl > Sac y Alc para
ese dia (*).
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CONDUCTA LOCOMOTRIZ TRAS LA ADMINISTRACION DE METILFENIDATO.

Se realizd un analisis de varianza de dos factores para analizar la actividad locomotriz
(grupo x tipo de cuadrantes (centrales o periféricos)), tras la administracion de MP ig en el
campo abierto. No se observaron diferencias entre grupos, el tipo de cuadrantes resulto
significativo (F(1s4 = 45.46, p < 0.01) siendo mayor el niUmero de cruces por cuadrantes
periféricos independientemente del grupo y el tratamiento post natal (figura 25-A). Para
analizar la actividad locomotriz en el cruce por cuadrantes totales se realizé un analisis de
varianza de un factor (grupo x cruces) sin observarse diferencias significativas entre

grupos (figura 25-B).
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Figura 25. A: Frecuencia de cruces de cuadrantes centrales (CC) y periféricos (CP) el dia de la
administracién de MP o vehiculo de MP (39-40 EPN) en la prueba de campo abierto para las ratas
tratadas prenatalmente con sacarosa intragastrica (Sac) con vehiculo de MP y con MP (Sac-v y
Sac-MP) y ratas tratadas prenatalmente con alcohol (Alc) con vehiculo de MP y con MP (Alc-v y
Alc-MP). Las barras indican la media £+ E.E.M. Diferencias significativas para ese tipo de
cuadrantes CP > CC (*). Y, B: cuadrantes totales (CC + CP). La prueba fue de 5 minutos.
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Se realizd un analisis de varianza de dos factores (grupo x tratamiento postnatal) para
analizar la conducta de tipo exploratoria (rearing) en el campo abierto. Se observaron
diferencias significativas entre tratamientos (F1,27) = 4.30, p < 0.05) siendo mayor para el

tratamiento post natal (MP) (figura 26).
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Figura 26. Frecuencia de exploraciones (rearing) el dia de la administracién de MP o vehiculo de
MP en la prueba de campo abierto para las ratas tratadas prenatalmente con sacarosa
intragastrica (Sac) con vehiculo de MP y con MP (Sac-v y Sac-MP) y ratas tratadas prenatalmente
con alcohol (Alc) con vehiculo de MP y con MP (Alc-v y Alc-MP). La prueba fue de 5 minutos. Las
barras indican la media = E.E.M. Diferencias significativas entre tratamientos MP > Vehiculo (*).
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ANALISIS DE DOPAMINA

Para el andlisis de los niveles de DA en NAc se realiz6 un Andlisis de varianza de dos
factores (grupo x tratamiento prenatal). Se observaron diferencias significativas entre
grupos (F (1,36) = 7.58, p < 0.01), lo cual indicé niveles mayores de neurotransmisor en el

grupo tratado prenatalmente con alcohol respecto a su control isocalorico (figura 27).
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Figura 27. Concentracion de DA en NAc para las ratas tratadas prenatalmente con sacarosa
intragastrica (Sac) con vehiculo de MP y con MP (Sac-v y Sac-MP) y ratas tratadas prenatalmente
con alcohol (Alc) con vehiculo de MP y con MP (Alc-v y Alc-MP). Las barras indican la media +
E.E.M. Diferencias significativas entre grupos Alc > Sac (*).
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Para el analisis de los niveles de DA en CPFm Se realizé un analisis de varianza de dos
factores (grupo x tratamiento). Aunque no se observaron diferencias significativas entre
grupos las ratas con tratamiento prenatal de alcohol mostraron una tendencia a niveles
mayores del neurotransmisor en esta estructura (p > 0.05), el tratamiento post natal (MP)

tampoco resulto significativo (figura 28).
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Figura 28. Concentraciéon de DA en CPFm para las ratas tratadas prenatalmente con sacarosa
intragastrica (Sac) con vehiculo de MP y con MP (Sac-v y Sac-MP) y ratas tratadas prenatalmente
con alcohol (Alc) con vehiculo de MP y con MP (Alc-v y Alc-MP). Las barras indican la media +
E.E.M.
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DISCUSION

El consumo de alcohol durante el embarazo se ha asociado con diversos trastornos
conductuales en clinica y en modelos animales se sabe que afecta el sistema
dopaminérgico, el cual a su vez se ha reportado estar alterado en trastornos conductuales
como el TDAH (Arnsten, 2006; Feron y cols, 2005; Russel, 2006). Este trastorno se
caracteriza por presentar problemas de atencién, hiperactividad e impulsividad.
CONDUCTA LOCOMOTRIZ: En el presente estudio observamos que las ratas con
tratamiento prenatal de alcohol presentaron una actividad locomotriz mayor respecto a las
ratas control; esta actividad permanecié hasta los 10 minutos posteriores al inicio de la
prueba en el campo abierto, ademas esta actividad locomotora incrementada permanecio
los 3 dias en que se midid la prueba (24, 26 y 28 EPN), siendo significativas estas
diferencias entre los dias 26 y 28 EPN. Lo cual indica que el tratamiento prenatal con
alcohol produjo crias hiperactivas. Se conoce que el tratamiento con alcohol prenatal
produce hiperactividad (Berridge y cols, 2006; Arias y cols, 2008; Tattoli y cols, 2001), lo
cual concuerda con nuestros resultados. Ademas, se ha demostrado que el tratamiento
con alcohol prenatal produce disfuncion en el sistema DA mesolimbico cortical (Shen y
cols, 1999; Xu & Shen, 2001; Choong & Shen, 2004; Wang & cols, 2006), y que los
animales con este tipo de disfuncion presentan una actividad locomotriz incrementada
(Arnsten, 2006; Berridge y cols, 2006; Bizot y cols, 2007). Por otro lado, las ratas con
tratamiento prenatal de alcohol presentaron un nimero mayor de conductas exploratorias
(rearing) en la prueba de campo abierto observandose diferencias significativas respecto
a sus controles isocaldricos, lo cual indica que ademas de la hiperactividad, este tipo de

conducta exploratoria también es incrementada.

De igual forma, el campo abierto es utilizado en la literatura para evaluar ansiedad,
ambos grupos de ratas (Alc y Sac) presentaron un numero mayor de cruces por los
cuadrantes periféricos respecto a los centrales y no existieron diferencias entre grupos en
el cruce de tipos de cuadrantes, lo cual indica que ambos grupos tenian niveles similares
de ansiedad. Este hallazgo fue apoyado por los resultados que obtuvimos en el laberinto
en cruz elevado donde observamos que ambos grupos de ratas (Alc y Sac) presentaron
niveles de ansiedad similares, esto es, no existieron diferencias entre la permanencia en
brazos cerrados o abiertos para ambos grupos, asi como la frecuencia de cruces entre
brazos (cerrados y abiertos) fue igual para los dos grupos y no hubo diferencias en la

latencia de desplazamiento entre grupos, aunque las ratas Alc tuvieron tiempos menores.
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Una conducta que prevalecio en la prueba de laberinto en cruz elevado fue el nimero de
exploraciones (rearing) que al igual que en el campo abierto las ratas Alc tuvieron una
frecuencia significativamente mayor. Esto concuerda con estudios anteriores (Carneiro y
cols, 2005) donde ya se habia observado que el nUumero de exploraciones y estereotipias
son mayores en sujetos tratados prenatalmente con alcohol. ANSIEDAD: Algunos
modelos animales han mostrado que el tratamiento con alcohol prenatal produce
ansiedad ademés de hiperactividad, depresiébn y decremento en la locomocion en
ambientes novedosos (Carneiro y cols, 2005), en nuestro trabajo es probable que la dosis
de alcohol administrada no fuera lo suficientemente grande como para afectar

significativamente los niveles de ansiedad pero si llegaron a alterar otras conductas. .

Estudios neuropsicoldgicos y de imagen han mostrado que el TDAH esta asociado con
alteraciones en la CPF y sus conexiones con el estriado. Se ha observado en modelos
animales que lesiones en la CPF producen desatencion, impulsividad, planeacion
deficiente para llegar a objetivos e hiperactividad (Arnsten, 2006). De lo anterior
sugerimos que el tratamiento prenatal con alcohol produjo crias hiperactivas debido a una
alteracion en el sistema DA, que repercute en las proyecciones de este neurotransmisor a
la CPF. La CPF es regulada por sistemas subcorticales como el noradrenérgico y el
dopaminérgico (Viggiano y cols, 2004), y como ya se mencion0 esta estructura es muy
sensible a los niveles de catecolaminas (Arnsten, 2006). Como ya se menciono, la
exposicidon a alcohol prenatal (dias 8 a 20) produce una afectacion del sistema DA (Xu &
Shen, 2001; Choong & Shen, 2004; Wang y cols, 2006), la cual puede ser normalizada
tras la administracion de MP. Asimismo, la alteracion del sistema DA se ha asociado en
clinica a trastornos conductuales como el TDAH (Arnsten, 2006; Feron y cols, 2005;
Russel y cols, 2005), una patologia en la que la conducta de tipo impulsiva es una de sus
principales caracteristicas. En nuestro estudio, el tratamiento con alcohol prenatal produjo
crias hiperactivas, sin afectar sus niveles de ansiedad respecto al grupo isocaldrico,
también era importante para nosotros evaluar la conducta impulsiva en las ratas antes de
la pubertad, etapa en la cual es mucho mas probable que sea diagnosticado el TDAH en

el humano.

IMPULSIVIDAD: La mayoria de los paradigmas para evaluar la conducta impulsiva en
modelos animales se aplican en etapa adulta, al parecer, debido al tiempo prolongado que
se requiere para entrenar a los sujetos. Por tal motivo surgié la necesidad de desarrollar

una prueba que nos permitiera evaluar animales antes de llegar a la pubertad (40 EPN).
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Con un nuevo paradigma, que experimentalmente probd resolver este problema, en
nuestro laboratorio se desarrolld un dispositivo denominado “Puente elevado (Juarez,
2010, patente en tramite), para evaluar la impulsividad en sujetos prepuberes, esto es
importante ya que se ha descrito en la literatura que ciertas conductas impulsivas sélo son
presentes en edades tempranas (Bizot, 2007).

Asimismo, se ha propuesto que existen dos tipos de conducta impulsiva; una motora y
otra de eleccion (cognoscitiva) (Arce & Santisteban, 2006; Fineberg y col, 2009; Moeller
y cols, 2001; Winstanley y cols, 2005). La primera se refiere a la falta de inhibicion ante
una conducta preponderante y se ha relacionado con el NAc y la segunda a la toma de
decisiones, involucrando en mayor medida a la CPF. En nuestra prueba, la latencia de
inicio en cada puente con ancho novedoso (cuando era expuesto por primera vez el
animal), se considera impulsividad motora. Asi, las ratas Alc presentaron tiempos
significativamente menores respecto al grupo control. En lo referente a la impulsividad de
eleccién (o cognoscitiva), relacionada con la toma de decisiones una vez que el sujeto ya
experimento el posible riesgo de cruzar un ancho de puente determinado, el tiempo total
de traslados en cada puente con ancho novedoso fue indicativo de ella, observandose
tiempos menores en las ratas con tratamiento prenatal de alcohol, ademéas a medida que
aumentaron las exigencias de la prueba y el tiempo en que se realizaron las sesiones
(tres anchos de puentes, dos familiares y uno novedoso), fueron menores en el grupo Alc.
Algo importante de sefialar es que, tanto las ratas Alc como el grupo control (Sac) fueron
sometidas a la misma restriccion alimentaria y que la ganancia de peso en ambos grupos
fue muy similar desde el momento del destete hasta su sacrifico. Esto indica que los
tiempos menores observados por el grupo Alc no estuvieron influenciados por variaciones
en la privacion alimentaria.

De estos resultados se deduce que el tratamiento con alcohol prenatal en una dosis de 6
g/Kg del dia 8 al 20 de gestacion produce crias impulsivas. Desde el punto de vista
neurofisiolégico se ha observado en estudios en humanos y animales que la 5-HT y la DA
estan involucradas en la conducta impulsiva y que existe una interaccién entre ambos
sistemas de neurotransmision (Arce & Santisteban, 2006; Viggiano y cols, 2004,
Winstanley y cols, 2005). Por otro lado, se ha descrito que farmacos que regulan la
neurotransmision DA y NA como el MP o las anfetaminas mejoran la conducta impulsiva y
se ha descrito que lesiones en el NAc incrementan los niveles de impulsividad; sin
embargo, en qué medida la DA del accumbens esta involucrada en la regulacion del
control impulsivo es desconocida (Winstanley y cols, 2005). Por otro lado, es sabido que

la CPFm juega un papel importante en la regulacion de ciertas funciones cognitivas y sus
74



conexiones con el estriado se asocian con la impulsividad, atencion, toma de decisiones,
actividad locomotora, entre otras (Arnsten, 2006; Devilbiss & Berridge, 2008). Con esta
base, podemos sugerir que la mayor impulsividad observada en las crias que recibieron
tratamiento prenatal de alcohol fue consecuencia de una afectacion del sistema DA
mesolimbico cortical, involucrando probablemente a ambas estructuras, NAc y CPFm. Es
probable que aparte del sistema DA otros neurotransmisores se vieran afectados como la
NA y la 5-HT, la medida en que estos sistemas se afectaron y el efecto en otras
estructuras sera objeto de estudios posteriores.

METILFENIDATO: En el caso del MP, como ya se mencion0, es el medicamento de
eleccién en clinica para tratar la sintomatologia del TDAH y aunque su mecanismo de
accion no esta completamente esclarecido, en la actualidad se cree que al ser el MP un
agonista indirecto de la DA, aumenta la transmision dopaminérgica en las éareas
cerebrales que juegan un papel importante en aspectos cognitivos y emotivos, como lo
son la CPFm y el NAc. En nuestro estudio, transcurridos 15 minutos de la administracion
de una dosis Unica de MP ig (5g9/Kg BW) no observamos efectos sobre la actividad
locomotriz en ambos grupos en la prueba de campo abierto respecto a sus controles. Sin
embargo, en las conductas de tipo exploratorias si observamos diferencias entre el
tratamiento con MP y el vehiculo para ambos grupos, siendo mayor el numero de
exploraciones para las ratas tratadas con MP. De esto podemos concluir que conductas
como las exploraciones o las estereotipias (estos resultados no se muestran) son mas
sensibles al efecto de una dosis de MP que la actividad locomotora. Kuczenski y
colaboradores (2002) en sus trabajos describen que dosis bajas de MP disminuyen la
actividad locomotora de ratas adolescentes. En nuestro estudio, las ratas Sac a las que
se les administr6 MP tuvieron una conducta locomotora menor respecto al vehiculo, en el
caso de las ratas Alc, su actividad locomotora fue menor respecto al grupo Sac con y sin
MP.

Es probable que la via de administracion empleada no fuera la adecuada para observar
una respuesta pronta del sistema DA, si bien en la clinica el MP se administra por via oral,
en la mayoria de los estudios en que se analiza el efecto de este farmaco ya sea de
manera conductual, analizando los niveles de DA o NA en alguna estructura o incluso
registrando la respuesta eléctrica de las neuronas DA; el MP se administra via ip o iv.
DOPAMINA: Tras analizar los efectos conductuales del tratamiento con alcohol prenatal
expusimos a la mitad de los animales a MP ig, sacrificAndolos a la media hora de la
administracion y evaluando los niveles de DA en nuestras estructuras de interés, la CPFm

y el NAc (porcién shell). En el caso del NAc el tratamiento con alcohol prenatal incrementé
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significativamente los niveles de DA en esta estructura respecto al grupo Sac, ademas
aunque el MP no tuvo efectos significativos las ratas que recibieron el psicoestimulante
respecto a su vehiculo mostraron una tendencia a niveles mayores de neurotransmisor.
En CPFm, el alcohol prenatal también incrementé los niveles de DA aunque estas
diferencias no fueron significativas, y en el caso del MP se observé una tendencia a la
baja en los niveles de DA en esta estructura. Con base a estos resultados, el tratamiento
prenatal con alcohol afecto estas estructuras, se ha descrito que lesiones en la CPF
producen hiperactividad (Arnsten & Dudley, 2005; Berridge y cols, 2006; Viggiano y cols,
2004), y se ha visto que el incremento de la DA mesolimbica esta relacionado con un
aumento en la actividad locomotora (Ikegami y cols, 2007) lo cual concuerda con los
resultados conductuales observados en nuestro estudio. .

Contrario a nuestra hipétesis el tratamiento prenatal con alcohol incrementé los niveles de
DA en NAc y CPFm reflejando el efecto del alcohol prenatal sobre la via dopaminérgica.
El incremento de DA podria deberse a una regulacion a la baja de los receptores D1y D2
(Tattoli & cols, 2001), a una desensibilizaciébn de los auto-receptores, o a una sobre
reactividad de las neuronas DA del ATV. El decremento en la actividad eléctrica de las
neuronas DA del ATV que se ha reportado en la literatura (Xu & Shen, 2001; Choong &
Shen, 2004; Wang y cols, 2006) como consecuencia del tratamiento prenatal de alcohol,
al parecer no produce un decremento significativo en los niveles de DA en NAcy CPFm.
El desarrollo del SNC se puede ver afectado por diversos factores, como lo son el
consumo de drogas (alcohol, cocaina, nicotina; etc.) o por estrés. Katunar y colaboradores
(2010), sometieron a ratas a estrés prenatal (durante la Ultima semana de gestacion)
produciendo una serie de alteraciones conductuales algunas de las cuales atribuyeron a
cambios en la transmision DA afectando significativamente al ATV. Por su parte
Marsteller y colaboradores (2002) estudiaron el efecto de una administracion aguda de
MP (10 mg/Kg BW ip) en sujetos con estrés prenatal observando un incremento
significativo en los niveles de DA en CPF respecto a los grupos de estrés sin MP y MP sin
estrés. Ademas la ingesta de alcohol durante la gestacion afecta de diferente manera a
diversas estructuras cerebrales y el grado de afectacién de cada area depende en gran
medida del periodo en que se realice el consumo y de la dosis administrada; la ingesta de
alcohol no sélo afecta el desarrollo del cerebro sino también la funcionalidad neuronal, lo
cual indica que se alteran diversos sistemas de neurotransmisiéon (Ponnappa & Rubin,
2000).

Con estas bases podemos concluir que el tratamiento prenatal de alcohol produce

hiperactividad e impulsividad, dos de las conductas mas caracteristicas de trastornos
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como el TDAH, ademas de afectar el sistema DA mesolimbico cortical al incrementar los
niveles de DA en CPFm y NAc, estructuras relacionadas con las conductas anteriormente
descritas. También, la respuesta de este sistema ante un reto Unico de MP no afecto la
actividad locomotora del los sujetos ni incrementd significativamente los niveles de DA
para ambas estructuras.

El poder discriminar de una manera méas adecuada el efecto del tratamiento prenatal con
alcohol sobre la impulsividad cognitiva y motora, asi como su alteracion por el tratamiento
cronico de metilfenidato con su correlato neuroquimico sera motivo de estudio de futuras

investigaciones.
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CONCLUSIONES

El tratamiento prenatal con alcohol (8 a 20 de gestacién) produce crias hiperactivas e

impulsivas.

El tratamiento prenatal con alcohol no incrementd los niveles de ansiedad respecto al

grupo control.

El paradigma para medir impulsividad basada en la recompensa-eleccién permite evaluar

la conducta impulsiva en ratas antes de la pubertad.

Con base en los resultados del presente estudio podemos sugerir que la dosis de MP
administrada no fue la suficiente como para mostrar un efecto claro sobre la transmision

dopaminérgica en NAc y CPFm.

El incremento de DA extracelular podria deberse a una regulacion a la baja de los
receptores D1 y D2, a una desensibilizacion de los auto-receptores, o a una sobre
reactividad de las neuronas DA en ATV. El decremento en la actividad eléctrica de las
neuronas DA de ATV que se ha reportado, al parecer no tiene como consecuencia un

decremento significativo en los niveles de DA en NAc y CPF.

El modelo con alcohol prenatal puede ser un buen candidato como modelo animal para el
estudio de TDAH puesto que cumple con la validez de confrontacién y con la validez de

constructo.
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ANEXOS

1. Tratamiento Intragastrico (Tratamiento Prenatal).

El tratamiento prenatal con alcohol intragéstrico comenzé el dia 8 de gestacion y terminé
el dia 20.

Se administré una concentracion de alcohol de 6 g/Kg BW en 2 tomas diarias (3 g/Kg BW
cada una) con una separacion de 5 horas entre si (comenzando generalmente a las 10 de
la mafiana), excepto los fines de semana los cuales se administr6 una sola dosis de
alcohol de 4 g/Kg BW.

La solucion de alcohol se prepar6 al 20% v/v esto es, se agregaron 20 ml de alcohol
etilico desnaturalizado por cada 80 ml de agua destilada.

Se sujeto6 a la rata por el cuello y la cola de forma que quedd inmovilizada, se le introdujo
una sonda de acero inoxidable por el esofago y se le administré a flujo constante el
alcohol (figura 29).

Sonda de
acero
inoxidable

Figura 29. Administracién intragastrica de alcohol durante la gestacion.

2. Determinacion de Catecolaminas por HPLC

PREPARACION DEL TEJIDO PARA EL ANALISIS DE DOPAMINA

1. Disecar el tejido del area designada en nitrogeno liquido lo mas rapidamente
posible.

2. Depositar el tejido en un tubo Eppendorf y agregar 1 ml de 0.1 N PCA (4cido
perclérico). Sonicar el tejido hasta que este se haya desintegrado totalmente.

3. Centrifugar dos veces por 20 minutos a 10,000 rpm a 4 °C.
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4. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio y analizar para monoaminas.
Almacenar las muestras a -80 C. Evitar la congelar y descongelar el
sobrenadante.

5. Remover el exceso de sobrenadante del pellet (dejando secar el tubo
destapado a temperatura ambiente por 1 6 dos dias). Una vez seco adicionar
NaOH 0.5M y refrigerar a 4 C al menos durante una noche. Sonicar este tejido,
dejar que se desaparezcan las burbujas formadas y posteriormente medir la

concentracion de proteinas.

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

Material

BSA (Bovine Serum Albumin) 0.5 mg/ml
NaCl 0.15 M
Reactivo de Bradford Diluido 1:5 (20 ml Bradford + 80 ml agua desionizada). Proteger de

la luz.

Calibracion de la albumina

1. Pesar albumina para tener una concentracion final de 0.5 mg/mL. (5 mg/10 mL)
2. Leer a Absygo, la lectura esperada para la concentracién de BSA es de ~0.33
3. Hacer stocks de 0.5 ml.

Procedimiento

1. Poner en celdas de espectro fotometro o en tubos Eppendorf BSA 0.5 mg/ml a
concentracion ascendente (2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5).

Completar a 100 puL con NaCl 0.15 M

Adicionar reactivo de Bradford diluido.

Agitar en vortex unos segundos

a > wN

Leer a Abssgs después de 2 minutos de incubacion. No dejar pasar mas de 10

minutos por que el colorante precipita lo cual afecta la lectura.

o

Para generar la curva se hacen lecturas por duplicado.

7. Muestras se leen por triplicado.
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