UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

“Rol neuroprotector de Modafinilo sobre la
neurotoxicidad estriatal inducida por
Metanfetamina en ratéon”

Biog. RAINERI ANDERSEN, Mariana

Director

Dra. BISAGNO, Verdnica

Co-director
Dr. URBANO, Francisco J.

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES FARMACOLOGICAS
(ININFA-CONICET-UBA)



Agradecimientos

AGRADECIMIENTOS

Quiero hacer uso de estas lineas para expresar mi mas profundo y sincero agradecimiento
a todas aquellas personas que con su ayuda han colaborado con la realizacion del presente
trabajo, en especial a la Dra. Verdnica Bisagno y al Dr. Francisco J. Urbano, directores de este

trabajo de investigacién, por abrirme las puertas de su laboratorio y confiar en mi.

Quiero agradecer a la Facultad de Farmacia y Bioquimica y a la Universidad de Buenos
Aires por la formacion gratuita y publica que recibi y a la ANPCyT y al CONICET por brindarme el

soporte econdmico para poder financiar esta etapa de mi carrera.

Gracias también a mis queridos compafieros del ININFA, quienes me apoyaron y me
permitieron entrar en su vida durante estos casi cinco afios de convivencia. Al personal de apoyo
del ININFA entre quienes tengo la obligaciéon de destacar a mis amigas Fer y Meirin y al trabajo de
Migue, Lidia, Esther Maria, Graciela y Gaby por hacerme el peso mas liviano. A Ire por haber sido
mi guia. A Guto y a Bety por el aporte estadistico y humoristico que le brindaron a mi causa. A
Mimi, Cele, Teffy, Juan, Andrés y Vale por haber sido mi compafiia en estos afios. Gracias a mis
gueridos amigos Vivi, Ro, Martin y Mer por ser como son y pensar siempre en voz alta conmigo... y
sobre todo por ir depurandose cada trasnoche conmigo en busca del acuerdo unanime de la

soledad.

Gracias a los chicos del IFIByNE por abrirme sus puertas cada vez que lo necesité, sobre
todo a Bel con la que me encuentro en deuda por el apoyo recibido a lo largo de estos afios, por su

amistad y su colaboracion.

Gracias a los chicos de la catedra de Quimica Analitica Instrumental por la ayuda recibida y

por estar siempre dispuestos a compartir un mate conmigo.

Y en dltimo lugar quiero agradecer muy especialmente la comprension, la paciencia y el
animo recibidos de mi familia y amigos. Gracias a mi papa por ser la regla que uso para medirlo
todo y a mi mama por ser mi colchén amortiguador de caidas. Gracias a Graciela por estar siempre

dispuesta a apoyarme en lo que necesite y a Jorge por ayudarme a sacar las papas de fuego.

A todos ellos, muchas gracias.



Trabajos Publicados

Parte de los resultados del presente trabajo de tesis han dado lugar a las siguientes

publicaciones:

= Raineri, M., Gonzalez, B., Goitia, B., Garcia-Rill, E., Krasnova, I. N., Cadet, J. L., Urbano, F.
J., Bisagno, V. (2012). Modafinil Abrogates Methamphetamine-Induced Neuroinflammation
and Apoptotic Effects in the Mouse Striatum. PLoS ONE. doi:10.1371/journal.pone.0046599

= Raineri, M., Peskin, V., Goitia, B., Taravini, I. R. E., Giorgeri, S., Urbano, F. J., y Bisagno, V.
(2011). Attenuated methamphetamine induced neurotoxicity by modafinil administration in
mice. Synapse (New York), 65(10), 1087-98. doi:10.1002/syn.20943



Abreviaturas

a-MPT:
5-HT:
A-Cu-Ag
ABC;
ADN:
ANF:
ANOVA;
ATP:
AP-1:
BHE:
COMT:
COX-2:
CPu:
D1R
D2R
DA
DAB:
DAT
DDC
DHHS:
DO:
DOI:
DOPA:
DOPAC:
DMH:
DMSO:
EAAT:
EDTA:
EFNS:
EP3:
FDA:
GABA:
GFAP
Glu:
GPi:
GPe:
HVA:
HRP:
IC50:
IEGs:
IL-4:
IL-6:
IL-10:
IL-1B:
ILB4
L-DOPA:
LSD:
LPBel:
M+M

ABREVIATURAS

a-metil-para-tirosina

Serotonina

Amino-cupro-argéntica

Complejo avidina biotina

Acido desoxirribonucleico

Anfetamina

Andlisis de la varianza

Adenosina trifosfato

Proteina activadora 1

Barrera hematoencefalica
catecol-o-metiltransferasa
Ciclooxigenasa 2

Caudado putamen

Receptor de dopamina D1

Receptor de dopamina D2

Dopamina

3,3'-Diaminobencidina

Transportador de Dopamina

Dopamina decarboxilasa

Departamento de Salud y Servicios Humanos
Densidad 6ptica

Densidad optica integrada
Dihidroxifenilalanina

Acido 3,4-Dihidroxifenilacético

Nucleo dorsomedial del hipotalamo
Dimetilsulfoxido

Transportador de aminoacidos excitatorios
Acido etilendiaminotetraacético,
Federacion Europea de Sociedades Neurolbgicas
Receptor para prostaglandina de tipo E3
Agencia Federal Americana de Drogas y Alimentos
Acido gamma-amino butirico

Proteina Acida Fibrilar Glial

Glutamato

Globo palido interno

Globo palido externo

Acido Homovanilico

Peroxidasa del rdbano

Concentracion inhibitoria del 50%
Genes de activacién temprana
Interleuquina 4

Interleuquina 6

Interleuquina 10

Interleuquina 13

Isolectina B4

L-3,4-dihidroxifenilalanina

Minima diferencia significativa

Nucleo parabraquial lateral externo
Modafinilo + Metanfetamina



Abreviaturas

e MAO: Monoamino oxidasa

e MET Metanfetamina

e MnPO: Nucleo predptico mediano

e MOD Modafinilo

e mPOA: Area medial Predptica

e MK-801: Dizocilpina

o MPP+: 1-metil-4-fenilpiridina

e MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
e MSN: Neurona espinosa mediana

o NA: Noradrenalina

e NAcc: Nucleo Accumbens Core

o NET: Transportador de epinefrina

o NIH: Instituto nacional de salud

e NGS: Suero fetal de cabra

e NMDA: Acido N-metil-D-aspartico

e NO: Oxido Nitrico

e NOS: Oxido Nitrico Sintasa

e OCT: Transportador de cationes organicos
o PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida
e PB: Buffer Fosfato

e PBS: Buffer Fosfato Salino

e PBS-T: Buffer Fosfato Salino Triton

e PCP: Clorhidrato de fenciclidina (polvo de angel)
o PICBS: Compuesto para cromatografia de intercambio i6nico
e PFA: Paraformaldehido

o PGE: Prostaglandina E

e PGE2: Prostaglandina E2

e PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

e POA: AreaPreoptica

e PVDF: Fluoruro de polivinilideno

¢ RNS: Radicales libres del Nitrégeno

e ROL Region de Interés

e ROS: Radicales libres del Oxigeno

e rRPa: Nucleo de Rafe palido

e SDS: Dodecilsulfato de sodio

e SNC: Sistema nervioso central

e SNpc: Sustancia Nigra pars compacta

e SNpr: Sustancia Nigra pars reticulata

e StlLd: Estriado Lateral Dorsal

e STN: NucleoSubtalamico

e TAN: Neuronas Ténicamente Activas

e TH: Tirosina Hidroxilasa

e TMD: Dominio transmembrana

e TNF-a: Interferén a

o VMAT: Transportador Vesicular de Monoaminas
o VTA: Area Tegmental Ventral



Indice
INDICE
RESUMEN 10
INTRODUCCION GENERAL 12
A.CONSIDERACIONES PRELIMINARES 12
B. SISTEMA DOPAMINERGICO NIGROESTRIATAL 13
I. Fisiologia de los ganglios de la base 13
II. Arquitectura del Estriado 15
[ll. Neurotransmision dopaminérgica 17
C.METANFETAMINA 21
I. Accion Farmacoldgica 21
II. Formas de consumo 22
lll. Efectos secundarios 23
IV. Abordaje terapéutico 23
D. MODAFINILO 24
I. Accion Farmacoldgica 24
Il. Farmacocinética 25
lll. Efectos Clinicos 25
IV. Usos terapéuticos 26
E. HIPOTESIS DE TRABAJO 26
OBJETIVOS 28
CAPITULO I: Evaluacion de la capacidad neuroprotectora de modafinilo
sobre la neurotoxicidad inducida por la administracion aguda de
metanfetamina en ratones macho.
A.INTRODUCCION 30
B.METODOLOGIA 34

I. Animales

34



indice

II. Protocolo de administracién de drogas
Ill. Respuesta locomotora en campo abierto
IV. Analisis de conductas estereotipada
V. Determinacion de catecolaminas por HPLC
VI. Inmunohistoquimica
a. Obtencion y procesamiento del tejido
b. Inmunohistoquimica colorimétrica para TH
c. Cuantificacién de la densidad Optica integrada

VIIl. Analisis estadistico

C.RESULTADOS

I. Estudio del efecto estimulante de MOD y MET a dos dosis distintas
a. Respuesta locomotora en campo abierto
b. Conductas estereotipadas

II. Estudio del efecto neuroprotector de MOD luego de un binge de MET
a. Locomocion espontanea

b. Cambios neuroquimicos

D.DISCUSION

CAPITULO II: Evaluacioén de la capacidad neuroprotectora de modafinilo

sobre la neurotoxicidad inducida por metanfetamina en ratones hembra.

A.INTRODUCCION

B.METODOLOGIA
I. Animales

I. Protocolo de administracion de drogas.

[ll. Respuesta locomotora en campo abierto

IV. Cuantificacion de catecolaminas por HPLC

V. Analisis de la coordinacion motora mediante el uso del Rotarod
VI. Técnicas histoquimicas

a. Obtencion del material histolégico

b. Inmunohistoquimica colorimétrica para TH

¢. Inmunohistoquimica colorimétrica para DAT

34
35
36
36
36
36
37
38
40

41

41
41
43
44
44
45

49

53
54
54
54
54
55
55
55
55
56
56



indice

d. Cuantificacién de la densidad Optica integrada para DAT

VII. Analisis estadistico

C.RESULTADOS

l. Interaccion de MOD y MET durante un protocolo de binge:
a. Respuesta locomotora en campo abierto
Il. Estudiar el efecto neuroprotector de MOD frente a la deplecion dopaminérgica
inducida por el tratamiento con MET:
a. Deplecion de dopamina en el estriado.
b. Locomocién espontanea.
c. Coordinacién motora (RotaRod)
lll. Estudiar el efecto neuroprotector de MOD frente a la toxicidad dopaminérgica
inducida por MET en el estriado segun:
a. Alteraciones histologicas dopaminérgicas en el Estriado
b. Inmunomarcacion para TH en el estriado

c. Inmunomarcacion para el DAT

D.DISCUSION

CAPITULO IlI: Evaluacion del efecto de modafinilo sobre la activacion

glial, apoptosis y activacion c-Fos/FosB mediada por metanfetamina.

A.INTRODUCCION

B.METODOLOGIA
. Animales

II.  Protocolo de administracion de drogas.
ll. Técnicas histoquimicas
a. Obtencién del material histolégico
b. Inmunohistoquimica colorimétrica para GFAP, c-Fos y FosB.
c. Cuantificacion del area inmunorreactiva para GFAP
d. Cuantificacion del nimero de neuronas positivas para c-Fos o FosB
e. Histoquimica colorimétrica para Isolectina-B4 (1LB4)
f. Cuantificacion de la activacion de la microglia
IV.  Técnica de Plata

a. Obtencién del material histolégico

56
56

57

57
57

59
59
60
61

61
61
62
64

66

69

74
74

74
74
74
74
75
75
76
76
77
77



indice

b. Técnica Cupro-Amino-Argéntica
V. Determinacion de BAX y Bcl-2 por Western Blot

VI.  Andlisis estadistico

C.RESULTADOS

I. Estudio de la activacion de genes de expresion temprana en el estriado
a. Activacion de c-Fos en el estriado.

b. Activacion de FosB en el estriado.

I. Analizar la activacion de células de la glia
a. Activacion de la Astroglia
b. Activacion de la Microglia

I

I. Caracterizar el efecto de la administracion de MOD sobre la expresion de
proteinas relacionadas con eventos apoptoticos (BAX y Bcl-2) inducida por
MET en el estriado

a. Estudiar el curso temporal de la degeneracion terminal inducida por MET
en el estriado segun la técnica Amino-Cupro-Argéntica

b. Caracterizar el efecto de la administracion de MOD sobre la expresion
de BAX y Bcl-2 inducida por MET en el estriado

D.DISCUSION

CAPITULO IV: Analisis del rol de la regulacién de la temperatura
corporal en el mecanismo de accion neuroprotectora de modafinilo

sobre la neurotoxicidad inducida por metanfetamina.

A.INTRODUCCION

B.METODOLOGIA
I. Animales

Il. Registro de la temperatura rectal
[ll. Técnicas histoquimicas

IV. Analisis estadistico

C.RESULTADOS

I. Analizar los cambios de la temperatura corporal cuando los tratamientos son

administrados a diferentes temperaturas externas:

77
78
78

79

79
79
80
82
82
84

86

86

87

88

93

96
96

96
96
97

98

98



indice

II. Estudiar el efecto neuroprotector de MOD frente a la toxicidad estriatal
inducida por MET cuando el tratamiento es administrado a distintas
temperaturas.

a. Marcadores dopaminérgicos en el Cuerpo Estriado
b. Respuesta de la astroglia en el estriado

lll. Analizar la correlacion existente entre la temperatura maxima corporal y la
alteracion de los marcadores de toxicidad estudiados.

IV. Estudiar la repercusion del cambio de temperatura corporal sobre la
expresion de genes de activacion temprana en el estriado.

a. Expresion de c-Fos en el estriado
b. Expresion de FosB en el estriado

V. Evaluar el efecto de MOD frente a la activacion de areas hipotalamicas
relacionadas con la regulacion de la temperatura corporal inducida por MET
cuando el tratamiento es administrado a distintas temperaturas

a. Expresion de c-Fos en el mPOA (Area Predptica Media)

b. Expresiéon de c-Fos en el MnPO (Nucleo Predptico Mediano)

D.DISCUSION

INTEGRACION FINAL
CONCLUSIONES

APENDICE |: Construccion y uso de macros para la automatizacion de
la cuantificacion de imagenes mediante el uso del software Imaged.
A.INTRODUCCION

B.METODOLOGIA

APENDICE |lI: Aproximacion a los cambios electrofisiolégicos inducidos
por metanfetamina, modafinilo y la combinaciéon de ambos estimulantes.
A.INTRODUCCION

B.METODOLOGIA

C.RESULTADOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

102
102
105

107

109
109
110

113
113
114

116

120

127

129
129

131
132
133

135



Resumen

RESUMEN (600 palabras)

La metanfetamina (MET) es una droga estimulante altamente adictiva cuyo uso es
perjudicial el funcionamiento del Sistema Nervioso Central. MET afecta principalmente los
terminales de las neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriatal, responsable entre otras
cosas de la regulacion motora, siendo su disfuncion causante de los problemas motrices
presentes en la enfermedad de Parkinson. Ademas, el consumo de MET altera el
funcionamiento de areas involucradas en funciones cognitivas y areas que forman parte del
sistema de recompensa (sistema mesolimbico). Estos cambios contribuyen al deseo de
consumir la droga y al desarrollo de déficits cognitivos observados frecuentemente en

pacientes adictos a MET.

El modafinilo (MOD) es un compuesto con propiedades estimulantes aprobado para tratar
desordenes de excesiva somnolencia. MOD es actualmente utilizado fuera de sus usos
aprobados como terapia de reemplazo para tratar la dependencia a otros estimulantes como
MET. A su vez, MOD es comunmente utilizado como mejorador cognitivo en poblaciones
universitarias quienes lo consumen para mejorar su rendimiento académico y puede ser usado
en pacientes con déficits cognitivos causados por el consumo de MET. Por ultimo, MOD
mostrdé tener propiedades neuroprotectoras frente al dafio dopaminérgico de la via
nigroestriatal inducido por la administracion de la toxina MPTP en un modelo de Parkinson,

razon por la cual podria proteger frente al dafio inducido por MET sobre esta misma via.

Es por lo anteriormente mencionado que los objetivos de esta tesis fueron estudiar los
efectos agudos sobre la conducta de la administracion conjunta de ambos estimulantes y el
posible efecto neuroprotector de la administracion de MOD frente al dafio dopaminérgico
inducido por MET.

De los resultados de esta tesis se desprende que MOD a una dosis de 90 mg/kg protege
frente al dafio inducido por un binge de MET en ratones macho y hembra. La administracion
de MOD ademas previno la respuesta inflamatoria observada en el estriado luego de la
administracion de MET, la alteracion en el balance de la expresion de las proteinas
apoptoticas BAX y Bcl-2. MOD, a su vez, previno la hipertermia observada luego de la

administracion de MET, variable que exacerba la toxicidad de MET.



Resumen

La administracion de MOD junto con un binge de MET derivé en un cambio en el patrén de
conducta motora hacia la expresion de conductas estereotipadas. Esto podria indicar que la
interaccion aguda de ambos compuestos potencia el efecto agudo de MET sobre la conducta,
hecho que se condice con el aumento de activacion neuronal en el estriado observado luego

de la administracion de ambos estimulantes.

Finalmente MOD resultdé ser neuroprotector tanto en ratones hembra como en ratones
macho y él por si mismo no mostré inducir alteraciones sobre los marcadores de toxicidad
estudiados. Confirmando de este modo la seguridad de su consumo y los potenciales

beneficios de su uso en el tratamiento de pacientes adictos a MET.



Introduccién general

INTRODUCCION GENERAL

A. CONSIDERACIONES PRELIMINARES

La metanfetamina (MET) es una sustancia ilegal de alto poder adictivo y su consumo
prolongado en altas dosis produce efectos perjudiciales sobre el funcionamiento del Sistema
Nervioso Central (SNC). Se trata de una droga de abuso con propiedades estimulantes que
incrementa los niveles de dopamina en el espacio sinaptico y que ademas puede producir un
efecto neurotoxico. MET afecta principalmente terminales de neuronas dopaminérgicas cuyos
somas se encuentran en la sustancia nigra y cuyos axones proyectan al nucleo estriado que
constituye el nucleo de entrada de informacién hacia los ganglios basales (Granado y cols.,
2010). La via nigroestriatal es la responsable de la regulacibn motora y su disfuncion es la
causante de los problemas motrices presentes en la enfermedad de Parkinson. De hecho, el
uso prolongado de MET puede causar trastornos severos del movimiento y sintomas similares

a los que se observan en esta enfermedad (Thrash y cols., 2009).

Si bien hasta la fecha no existen farmacos aprobados para tratar con éxito la dependencia
a psicoestimulantes, modafinilo (MOD), otra droga con propiedades estimulantes y cuyo uso
estd aprobado por la FDA (Agencia Federal de Drogas de los EE.UU.) para el tratamiento
desordenes de excesiva somnolencia, ha comenzado a ser utilizado de modo “off-label” (fuera
de los usos especificos que se han aprobado y que figuran en el prospecto) para tratar la
dependencia a cocaina y a MET (Ballon y Feifel, 2006), siendo promisorios los resultados de
varios estudios clinicos realizados con adictos crénicos a MET (De La Garza 2009, McGaugh
20009).

MOD ademés ha mostrado tener acciones neuroprotectoras frente al dafio dopaminérgico
inducido por la administracion de MPTP en un modelo de Parkinson (Van Vliet y cols., 2008).
Modafinilo es capaz de bloquear el transportador de DA (DAT) (Volkow y cols., 2009). Dado
qgue los bloqueantes del DAT han resultado efectivos en prevenir los cambios neurotdxicos
inducidos por MET (Fumagalli y cols., 1998, Marek y cols., 1990), resulta de particular interés
el estudio de las propiedades protectoras de MOD sobre la neurotoxicidad estriatal inducida

por MET en raton.


http://es.wikipedia.org/wiki/Ganglios_basales
http://onlinelibrary.wiley.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/doi/10.1002/syn.20943/full#bib30
http://www.sciencedirect.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/science/article/pii/S0165017309000344#bib196
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B. SISTEMA DOPAMINERGICO NIGROESTRIATAL

I. Fisiologia de los ganglios de la base

Los ganglios de la base son grandes estructuras neuronales subcorticales que forman un
circuito de nucleos interconectados entre si cuya funcion comprende el planeamiento, la
iniciacion, el control y la integracién de conductas motoras. Ellos reciben informacion de la
corteza cerebral y del tronco del encéfalo, la procesan y la envian nuevamente a la corteza, al
tronco y a la médula espinal para contribuir asi con la coordinacion del movimiento. Las
estructuras que componen este circuito se pueden categorizar segun su anatomia o su funcién
(Crittenden y Graybiel 2011).

Anatémicamente, los ganglios basales se dividen en ndcleo caudado y el nucleo lenticular.
Este ultimo a su vez esta formado por el nacleo putamen y el globo palido externo (GPe) e

interno (GPi) como se muestra en la Tabla 1.

ESTRUCTURA NEUROLOGICA NUCLEOS BASALES

Nucleo lenticular Globo palido + putamen

Cuerpo estriado Nucleo caudado + nucleo lenticular

Neoestriado (estriado dorsal) Nucleo caudado + putdmen

Estriado ventral Nucleo Accumbens

Estriado Nucleo caudado + putdmen + nlcleo Accumbens

Tabla 1. Terminologia utilizada para describir los ganglios de la base.

Funcionalmente, los ganglios de la base se dividen en el estriado (formado por el nucleo
caudado, el nucleo putdmen y el ndcleo accumbens), el globo palido, la sustancia nigra (SNpc

y SNr) y el nucleo subtaldmico, como se muestra en la Figura 1 (STN, Graybiel 2000).

Neocorteza __
——Nicleo Caudado
Putamen
Pallidum ‘

Nicleo subtalamico
Substancia nigra

Figura 1. Divisién anatdmica de los ganglios de la base (Graybiel 2000). Esquema que muestra las regiones
principales que componen los ganglios de la base. Se muestran el estriado (azul), formado por el NAcc y el putamen; el
globo palido (rosa); el STN (verde) y la sustancia nigra (amarillo).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezp-prod1.hul.harvard.edu/pubmed?term=Crittenden%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21941467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezp-prod1.hul.harvard.edu/pubmed?term=Crittenden%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21941467
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El estriado es la via de entrada a los ganglios basales y recibe proyecciones de la corteza
cerebral, del tdlamo, y de estructuras del tronco del encéfalo como la SNpc, del nucleo
pedunculo pontino, del nacleo dorsal del rafe y del locus coeruleus (Herrero y cols., 2012). Las
vias estriatales eferentes se dividen clasicamente en la via directa y la via indirecta
dependiendo del receptor de dopamina (DA) presente en las neuronas espinosas medianas
(MSN). Aquellas MSN que expresen los receptores dopaminérgicos de tipo 1 (D1R) liberaran
GABA en el GPI y la SNr, inhibiéndolos. Estos nucleos, a su vez, inhiben al talamo,
permitiendo la activacion de la corteza frontal y en consecuencia una mayor activacion de la
corteza motora. Por otro lado, la activacion de la via indirecta se encuentra normalmente
inhibida a causa de la activacion de los receptores dopaminérgicos de tipo D2 (D2R) que
deriva en una menor liberacion de GABA al STN. Este nucleo, ahora desinhibido, activa al GPI
gue inhibe al talamo lo que deriva en la inhibicion de la corteza motora, tal como se muestra en

la Figura 2.
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Figura 2. Circuitos de los ganglios basales (Herrero y cols., 2012). Se indican en rojo los nucleos y las neuronas
de caracter inhibidor y en verde, los nicleos y las neuronas de caracter excitatorio. Las proyecciones dopaminérgicas
desde el mesencéfalo ventral se marcan en naranja (nétense las propiedades moduladoras de la dopamina en todos
los nucleos implicados en el circuito). Los niumeros representados en las areas y vias corresponden a los receptores
glutamatérgicos metabotrépicos. ATV: area tegmental ventral, GPe: globo palido externo, GPi: globo palido interno,
NST: nucleo subtalamico, SNc: sustancia negra compacta, SNr: sustancia negra reticulada, via D: via directa, via ID:
via indirecta, via HD: via hiperdirecta, DA: dopamina, SP: sustancia P, DYN: dinorfina, TNK: metencefalina.
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En conclusién, en presencia de dopamina se activa la via y se inhibe la via indirecta, lo que

resulta en la activacion de la corteza motora.

Il. Arquitectura del Estriado
El estriado contiene diferentes tipos neuronales (con diferentes neurotransmisores y
neuromoduladores) involucrados en el control de la activacion/inhibicion de las neuronas
eferentes (Levesque y cols., 2003). Las neuronas que lo componen comprenden las neuronas

de proyeccion, las interneuronas y las neuronas “dopaminérgicas intrinsecas” (Tabla 2).

Espinas Espinosas No espinosas
dendriticas (neuronas de proyeccion) (interneuronas)
Didmetro (en pm) Medio (10 a 20} Gigantes (25 a 45) | Medic (12-25} | Medio (16-18)
(més pequenas en
el estriado ventral)
Transmisores GABA GABA Acetilcolina GABA GABA
Sustancia P - Dinorfina Encefalina Oxido nitrico
Somatostatina
Neurcpéptido Y
Receptores de DA Dy D, D, - -
Compartimento Matriz Estriosoma Matriz Estriosoma Matriz Ambos Estriosoma
Protefnas ligadoras Calbindina Calbindina Calretinina Calbindina Parvalbtimina
de calcio
Aferencias Corteza cerebral | Corteza cerebral | Corteza cerebral Corteza Cornteza cerebral Corteza Corteza
(todas las areas), | (dreas frontales), | (todas las dreas), |cerebral (areas Talamo cerebral cerebral
capas superficiales | capas profundas |capas superficiales| frontales),
del tdlamo del tAlamo del talamo capas
profundas
del talamo
Proyecciones GPi - SNr GPe - SN¢ Interneuronas
Colaterales En su campo dendritico local Toda la matriz En la matriz Densas locales Locales
Receptores lonotrépicos: GluR 2/3, 5/6/7 lonotrépicos: GIuR 2/3, 5/6/7 GluR 5/6/7 GluR 5/6/7 GluR 2/3,
de glutamato NR1, NRZA/2B NR1, NR2A/2B NR1, NR2A/2B | NR1, NR2A/2B 5(6/7
Metabotrdpicos: mGIuR1 y 5; Metabotrépicos: mGIuR1 y 5; VGIuR3 NR1,
mGIURZ y 3% mGluR4 y 7* mGIuR2 y 3% mGluR4 y 7% mGIuR1 y & NR2A/2B
Receptores A, Ao Ay A
de adenosina
Endocanabinoides CB1 CB1
Descargas Descargas fdsicas Ténica (2-10 Hz) | Variable | Fésica (alta)

Tabla 2. Caracteristicas de las neuronas de proyeccion y las interneuronas estriatales (Herrero y cols.,
2012).GluR, receptor de glutamato. (*) También presentes en la glia. DA: dopamina, GPi: globo palido interno,
GPe: globo palido externo, SNr: sustancia negra reticulada, SNc: sustancia negra compacta.

Las neuronas de proyeccion son las mas abundantes dentro del estriado. Son de tamafio
mediano, ovaladas o redondas, y poseen numerosas espinas dendriticas. El patron de
descarga de estas neuronas varia con el potencial de membrana. Ademas, la descarga de
potenciales de accién puede estar seguida de periodos de inactividad en forma secuencial.
Todas las neuronas de proyeccion son gabaérgicas y, aunque morfoldgicamente todas son
iguales, se diferencian en dos tipos segun contengan sustancia-P, dinorfina y expresen

receptores para dopamina de tipo D1 o segun co-expresen metencefalina junto con receptores
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de tipo D2 en su membrana (Parent y Hazrati, 1995, Wise y cols., 1996). La proporcién de
neuronas de proyeccion respecto de las interneuronas varia en la escala filogenética desde los
roedores (9:1) hasta los primates (3:1) (Graveland y Di Figlia, 1985), pudiendo unas pocas

interneuronas inhibir mas de cien neuronas de proyeccion (Koos y Tepper, 1999).

Las interneuronas estriatales se clasifican en colinérgicas gigantes o gabaérgicas de
pequefio-mediano tamafo. Las interneuronas modulan la actividad de las proyecciones
corticoestriatales a través de una facilitacion por parte de las interneuronas colinérgicas o de
una depresién ejercida por interneuronas gabaérgicas que contienen oxido nitrico (Centonze y
cols., 1999). Las neuronas colinérgicas son tonicamente activas (TAN; Aosaki y cols., 1995) y
su actividad se encuentra dinamica y cooperativamente sincronizada con la actividad de las
neuronas dopaminérgicas. Las interneuronas gabaérgicas forman circuitos locales dentro del
estriado y sus axones sinapsan con neuronas de proyeccion u otras interneuronas (Tepper y
cols., 2004). Las interneuronas gabaérgicas pueden ser nitrérgicas (liberan 6xido nitrico en
estados de despolarizacion prolongados), positivas para parvalbumina (de rapida descarga y

bajo umbral de despolarizacién) 6 positivas para calretinina (Herrero y cols., 2012).

Finalmente, cabe mencionar que también ha sido descripta la presencia de neuronas
intrinsecas del estriado que son positivas para tirosina hidroxilasa tanto en roedores como en
humanos (Porrit y cols., 2000, Tashiro y cols., 1989). Estas neuronas se encuentran
aumentadas en numero luego de la degeneracion del sistema nigroestriatal (Betarbet y cols.,
1997).

Estructuralmente el estriado es un nucleo heterogéneo que adopta una forma de mosaico
en la que se distinguen dos compartimentos. Uno de los compartimentos constituye la matriz y
el otro contiene a los estriosomas (o parches) que representan un 10-20% del volumen del
estriado (Graybiel y Ragsdale, 1978; Herkenham y Pert, 1981). Ambos compartimentos se
diferencian tanto en sus aferencias como en sus eferencias (Holt y cols., 1997), siendo
comunmente asociada la funcion de los estriosomas con el sistema sensorial motor y la funcion
de la matriz relacionada con el sistema limbico y ejecutivo. No obstante, ambos
compartimentos se encuentran ampliamente interconectados como puede observarse en la

Figura 3.
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De forma analoga a lo que se ocurre en la rata (Figura 3) el estriado dorsal en los primates
se compone del nicleo caudado (dorsomedial) y putamen (dorsolateral) y el estriado ventral
del nucleo accumbens (NAcc; Crittenden y Graybiel 2011). En los primates el nlucleo caudado
controla las funciones asociativas y cognitivas mientras que el putdmen es responsable del
componente motor. Finalmente, el NAcc integra y modula las funciones relacionadas con las
emociones, la motivacion y los mecanismos de recompensa incluidos en los circuitos de la
adicciéon (Wheeler y Carelli 2009). Debe resaltarse que el estriado no es homogéneo ni en sus
conexiones, ni en la segregacion de sus funciones, ni en la distribucién de sus neuronas y que

ninguna de las delimitaciones hechas anteriormente es absoluta (Graybiel 1990).

Corteza Corteza Corteza
Somatosensorial de asociacién Limbica

[CIMatriz y proyecciones
[JEstriosomas y proyecciones

[T Via Directa
[[JVia Indirecta
fAVia Estriosomal

Figura 3. Esquema de la division compartamental del estriado en la rata (Crittenden y Graybiel 2011). Modelo

de las proyecciones de las vias directa e indirecta y estriosomal del estriado dorsal. Los estriosomas se muestran en

azul y la matriz en naranja. El sombreado de derecha (medial) a izquierda (lateral) representa los dominios limbico, de

asociacion y sensorial motor del estriado. Las flechas indican la via a la que pertenecen las eferencias GABAérgicas.

lll. Neurotransmisiéon dopaminérgica

Existe una amplia evidencia de que las drogas estimulantes ejercen su accién a través del

sistema dopaminérgico (Berke y Hyman, 2000). La DA constituye un 80% de las catecolaminas
del cerebro (Vallone y cols., 2000) y es sintetizada principalmente en las terminales axonales
de sustancia nigra y del area tegmental ventral (VTA) a partir del aminoacido L-tirosina

incorporado con la dieta. Este aminoacido atraviesa la barrera hemato encefélica (BHE) y es


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezp-prod1.hul.harvard.edu/pubmed?term=Crittenden%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21941467
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convertido a dihidroxifenilalanina (L-DOPA) por accién de la tirosina hidroxilasa (TH) (Daubner
y cols., 2011), siendo éste el paso limitante en su sintesis. La L-Dopa es posteriormente
transformada en DA por la decarbolxilasa de los aminoacidos aromaticos (DOPA
decarboxilasa) e ingresada a través del transportador vesicular de monoaminas de tipo 2

(VMAT?2) a las vesiculas citoplasméticas donde es almacenada hasta su liberacion.

Luego de ser liberada, la DA es recaptada hacia en interior de la neurona presinaptica a
través del transportador de DA (DAT) y hacia las células de la glia que rodean la brecha
sinaptica (Giros y cols., 1992). La DA también seria capturada hacia las neuronas
postsinapticas a través del transportador de cationes organicos (Busch y cols., 1998). Dentro
de las células, la DA es metabolizada por la COMT que cataliza la metilacién de la DA para
producir 3-metoxitiramina y por la MAO (expresada en la membrana mitocondrial) que cataliza
reacciones de deaminacion (Kopin 1985). Como se muestra en la Figura 4, de la accion de
ambas enzimas se produce el acido homovanilico (HVA) (Kopin, 1985). Debido a la escasez de
ARNmM de la enzima COMT en neuronas dopaminérgicas y células de la glia, se cree que esta

enzima se localiza en neuronas postsinapticas unida a membranas (Tunbridge y cols., 2006).

~ Q (+) Adenilato

ciclasa
Rc D1-like

Cﬂﬂ!
. s DA r .
o T le]
IMT
. ol S A,
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Rc D2-like

5:‘:’#

Tirosina

Figura 4. Transmision dopaminérgica.
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Existen 5 tipos de receptores dopaminérgicos que se dividen segun su actividad de
adenilciclasa en dos familias: la familia D1-like que comprende los receptores D1IR y D5R y la
familia D2-like que incluye los receptores D2R, D3R y D4R (Yao y cols., 2008). Segun una
perspectiva funcional, los D1R estan presentes de forma predominante en las neuronas
estriatales de origen de la via directa y los D2R se encuentran en las neuronas estriatales de la
via indirecta. Los D2R actuan, ademas, como auto-receptores ya que se ubican en los
terminales dopaminérgicos presinapticas que inervan el estriado y su activacion disminuye la
liberacion de DA local (Kumer y Vrana, 1996). Los D3R, expresados por todas las neuronas
dopaminérgicas (Diaz y cols., 2000), son mas abundantes en el estriado ventral y en las
estructuras del sistema limbico (Sokoloff y cols., 2006). Los receptores D4R abundan en el
nucleo caudado y en el estriado ventral y se ubican presinapticamente en las interneuronas
estriatales o en las terminaciones corticales (Mrzljak y cols., 1996). Los receptores D5R son
mas abundantes en la corteza cerebral y se encuentran expresados en menor medida en los

ganglios de la base (Ciliax y cols., 2000).

El auto-receptor inhibitorio D2R es presinaptico y su activacion deriva en una menor
liberacion de DA (Schmitz y cols.,, 2001). Ademas, la activacion del D2R potencia la
recaptacion de DA a través del DAT (Mayfield y Zahniser, 2001) e induce una redistribucion
vesiculas asociadas a membrana (VMAT-2M) hacia la fraccion de vesiculas citoplasmaticas
(VMAT-2C). Las vesiculas que contienen el VMAT-2M poseen una cinética de captacion de
DA de tipo sigmoidea, pudiendo captar mas DA que una vesicula citoplasmatica VMAT-2C, la
cual posee una cinética de captacion saturable de tipo Michaelis-Menten (Volz y cols., 2007b).
De este modo, la activacion de los D2R implica una mayor captacion de DA libre en el

citoplasma (Truong y cols., 2004; Volz y cols., 2008).

El DAT se localiza en los cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas y en las
areas perisinapticas de los terminales donde actua recaptando la DA que difunde desde la
sinapsis (Torres y cols., 2003). Los transportadores de monoaminas poseen 12 dominios
transmembrana (TMDs), numerosos sitios de glicocilacion extracelulares y ambos dominios
terminales (el amino y el carboxilo) orientados intracelularmente (Hersch y cols., 1997). En el
DAT el TMD3 es responsable de la translocacion de la DA (Lee y cols., 1998) ya que posee un
residuo de fenilalanina (aminoacido aromatico) encargado de interaccionar con la porcion
aromatica de la molécula. Por otro lado, el TMD1, al poseer un residuo de &cido aspartico con

carga negativa puede interaccionar con las cargas positivas de las monoaminas, participando
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del reconocimiento del sustrato. Los transportadores de monoaminas pueden existir como
oligbmeros, siendo esencial la dimerizacion del DAT para su movilizacién y ensamblaje en la
superficie celular. Estos transportador es también poseen mudltiples sitios de fosforilacién que
pueden afectar tanto la actividad como la internalizacion y consecuentemente la disponibilidad
del transportador en la membrana celular (Torres y cols., 2003). Finalmente, estos
transportadores pueden poseer un patron de glicosilacion variable segun la region en la que se

expresen, siendo diferente en el estriado dorsal respecto del NAcc (Lew y cols., 1991).

El DAT puede existir principalmente en tres conformaciones de baja energia como se
muestra en la Figura 5. Los estimulantes interactian con el DAT ya sea inhibiéndolo
competitivamente, como la cocaina, o comportandose como un sustrato del transportador,
como las anfetaminas (Schmitt y Reith, 2011, Volz y cols., 2008). Dependiendo del sitio de
unién al transportador los “inhibidores clasicos” del DAT, como la cocaina, lo estabilizan en la
conformacién “abierto hacia afuera” mientras que los “inhibidores atipicos” del DAT lo
estabilizan en una conformacién cerrada, ya sea en estado “ocluido” o en la conformacién de
“abierto hacia adentro”. EI modafinilo (MOD) ha sido clasificado como un inhibidor atipico del
DAT que actlua estabilizando al transportador en una conformacion que no permitiria el ingreso
de DA ni deméas compuestos anfetaminicos sustratos del DAT que interactdan con el sitio S1

de unién a sustrato (Schmitt y Reith 2011; Figura 5).

Figura 5. Ciclo conformacional del DAT (Schmitt y Reith 2011). (A) Conformacion de “abierto hacia
afuera” que favorece la unién de los sustratos al sitio S1, (B) La interaccién del sustrato con el sitio S1
hace que el transportador adquiera la conformacion de “ocluido”. (C) La interaccion de una segunda
molécula de sustrato con el sitio S2 facilita la apertura de la compuerta intracelular adquiriéndose la
conformacién de “abierto hacia adentro” del DAT vy la liberacién de la primera molécula de sustrato del
sitio S1 hacia el interior de la célula.
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Existen cuatro vias dopaminérgicas centrales. El 80% de las neuronas dopaminérgicas del
SNC forman parte de la via nigroestriatal cuyos somas se encuentran en la SNc y proyectan al
estriado dorsal (Joel y Weiner, 2000; Moore y Bloom, 1978). La segunda via mas importante es
la mesolimbica, la cual se origina en la VTA e inerva areas limbicas como el NAcc, la
amigdala, el hipocampo y otros nucleos (Moore y Bloom 1978; Swanson, 1982). Esta segunda
via se encuentra involucrada en la motivacion, recompensa, y la actividad motora (Le Moal y
Simon, 1991). La tercera via es la mesocortical, encargada de controlar funciones cognitivas y
de aprendizaje (Le Moal y Simon, 1991) que también se origina en el VTA pero cuyas
terminales alcanzan estructuras corticales (Moore y Bloom, 1978, Swanson 1982).Por ultimo, la
cuarta de las vias es la tuberoinfundibular la cual parte del hipotdlamo hacia la hipdfisis y se

encarga de regular funciones neuroendocrinas (Moore y Bloom, 1978).

C. METANFETAMINA

I. Accién farmacol6gica

La metanfetamina (N-metilamfetamina, metilanfetamina o desoxiefedrina), conocida
comunmente como “anfeta”, “meta” y “tiza”, es una droga de disefio derivada de las
anfetaminas que fue desarrollada a comienzos del siglo XX para ser utlizada en
descongestivos nasales, inhaladores bronquiales y también para combatir la fatiga y mantener
la integridad fisica de las tropas alemanas durante la segunda guerra mundial (Vearrier y cols.,
2012).

En el afio 1943, los laboratorios Abbot pidieron la aprobacién del uso de la metanfetaina
(MET) bajo el nombre de Desoxina a la FDA (Agencia Federal Américana de Drogas) para el
tratamiento de la narcolepsia, la depresion, el alcoholismo crénico y la fiebre del heno (Moore
,2011). Si bien inicialmente se dio la aprobacion, el uso de MET debi6é ser descontinuado a
causa de su alto poder adictivo y paso a integrar la lista Il de la Convencién Internacional de
Psicotrépicos (Ley 19.303, Disposicion 4855/96).

MET, al igual que otras anfetaminas y otros psicotropicos de accidn simpaticomimética,
induce un aumento del estado de alerta y de la actividad motora, un incremento de las
capacidades mentales, inhibicion del suefio y del hambre y una disminucién de la fatiga junto
con la elevacion del estado de animo o euforia (Schep y cols., 2010). Se trata de una base

débil que a pH fisiolégico se encuentra predominantemente cargada de forma positiva e



Introduccién general

ingresa al terminal dopaminérgico principalmente a través del DAT (Volz y cols., 2008). Una
vez dentro del terminal, MET se une al transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2) e
ingresa a las vesiculas sinapticas, altera el gradiente de protones e induce el desplazamiento
de las moléculas de DA almacenadas en la vesicula hacia el citosol (Sulzer y cols., 2005). MET
no sélo induce un aumento de DA en el citosol sino que ademas revierte la direccion de
transporte de DA a través del DAT, produciéndose la liberacion de DA hacia la hendidura
sinptica en lugar de su recaptacion (Sulzer y cols., 2005). Por ultimo, MET también produce
una inhibicién sobre la MAO lo que contribuye a que haya mas DA disponible para ser liberada

debido a su menor metabolizacién (Sulzer y cols., 2005).

Il. Formas de consumo

MET es un polvo blanco, cristalino, sin olor y con sabor amargo que se disuelve
facilmente en agua y cuya forma mas comun de consumo es la via intranasal. No obstante,
MET también puede ser ingerida, inhalada, fumada, inyectada o administrada por via anal
cuando los fines de su uso son recreacionales (Cho y Melega, 2002; Schep y cols., 2010). MET
atraviesa rapidamente la BHE debido a su alta lipofilicidad. MET puede consumirse en su
forma dextrogira (D-MET), levogira (L-MET) con un efecto estimulante cuatro veces menor o
como una mezcla racémica de ambos isomeros (DL-MET) obtenida principalmente a partir de

la sintesis ilegal (Mendelson y cols., 2008, Schep y cols., 2010).

Se denomina “cristal” a MET en forma de base libre (clorhidrato de D-metanfetamina),
usualmente fumada debido a su rapida absorcion. La dosis usual de MET cristal se estima en
100 mg/dia (Mejia y Solérzano, 1995) y su vida media es de aproximadamente 12 horas
(Schepers y cols., 2003). Los efectos de su consumo son inmediatos, como la sensacién de
“rush” o “flush” descripta como una sensacion extremadamente placentera de pocos minutos
de duracion que se continla con una sensacion de euforia (Beauvais y cols., 2012). MET, al
igual que otros estimulantes, es abusada durante ciclos de “uso fuerte y desplome” (binge and
crash) con la intencion de mantener la sensacion de euforia por mas tiempo, ya que los efectos
placenteros desaparecen antes de que disminuyan significativamente los niveles de la droga
en sangre (U.S. DHHS NIDA, 2013).

Finalmente, MET es metabolizada en el higado por hidroxilacion aroméatica y
demetilacion y de su metabolismo se obtiene anfetamina (ANF) como metabolito activo (Cook y
cols., 1992; Lin y cols., 1997).
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lll. Efectos Secundarios
La principal razon por la cual MET es consumida es debido al estado de euforia y alerta
gue la droga produce. Sin embargo, son muchos los efectos secundarios negativos que
acompafan al consumo de MET como la taquicardia, la hipertension arterial, la hipertermia, la
taquipnea, la vasoconstriccion y la arritmia cardiaca (Maxwell, 2005), siendo la hiperpirexia o

“golpe de calor” una de las mas serias complicaciones del uso de MET.

La ingesta de dosis toxicas de MET puede producir agitacion, ansiedad, alucinaciones y
delirium (sindrome confusional agudo). La sobredosis de de MET puede derivar en un estado
de coma irreversible o muerte. La intoxicacion crénica, por otro lado, puede desencadenar un
estado de paranoia psicoético con delirios que pueden resultar en actos de violencia y agresion
(Maxwell, 2005; McKetin, 2013).

Se ha descripto previamente que MET es una droga de abuso téxica para los terminales
dopaminérgicos y serotoninérgicos (Hotchkiss y cols., 1980, Woolverton y cols., 1989). En los
adictos cronicos, pueden observarse alteraciones en las funciones cerebrales que perduran
aun después de largos periodos de abstinencia y efectos deletéreos sobre procesos cognitivos

como la memoria y la atencion (Nordahl y cols., 2003).

El abuso extendido de MET genera tolerancia, dependencia y/o adiccién. La adiccion es
una enfermedad crénica con recaidas que se caracteriza por la busqueda y uso compulsivo de
la droga y que se acompafia de cambios funcionales a nivel central. Junto con la tolerancia a
los efectos placenteros puede ocurrir que algunas personas se vuelvan sensibles a otros
efectos de la droga, fenbmeno conocido como tolerancia reversa (Itzhak y cols., 2002). El uso
cronico de MET genera dependencia psicoldgica lo que se evidencia en el uso compulsivo de
la droga, un deseo incontrolable de consumirla durante su abstinencia (craving) y la inhabilidad
de suspender su consumo. Se cree que estas alteraciones son consecuencia de cambios

sinapticos plasticos a nivel de las terminales monoaminérgicas (Barr y cols., 2006; Kish, 2008).

IV. Abordaje Terapéutico
Hoy en dia, los tratamientos mas eficaces contra la adiccion a MET son las terapias
conductuales combinadas con la educacion familiar, terapias individuales, apoyo a través de un
programa de 12 pasos, pruebas para detectar el uso de drogas y fomentar el desarrollo de
actividades no relacionadas a las drogas (U.S. DHHS NIDA 2013).
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Actualmente, no existen farmacos aprobados especificamente para contrarrestar los
efectos de la abstinencia a MET y que a su vez sean capaces de reducir el abuso a esta droga.
No obstante, varios medicamentos que han sido aprobados por la FDA para otras
enfermedades, como el bupropion y MOD, estan siendo estudiados actualmente en ensayos

preclinicos para el tratamiento de la adiccion a MET.

D. MODAFINILO

l. Accién farmacolégica
Desde su aprobacion como agente anti-narcoléptico, MOD es comercializado bajo el
nombre comercial de Modiodal® (Europa) y Provigil® (EEUU). Se vende bajo receta archivada
y se encuentra clasificado como psicoestimulante adun cuando sus efectos conductuales y
fisiologicos difieren de los producidos por los estimulantes tradicionales pertenecientes a esta
categoria (Tabla 3).

Anfetaminas MOD
Duracion de la accion Corta Larga
Especificidad de la accion Baja Alta
Dependencia Riesgo moderado Bajo riesgo
Sintomas de abstinencia Comunes Ausentes
Tolerancia 30% narcolépticos No reportada
Efectos adversos Multiples Pocos o leves.
Contraindicaciones Multiples Escasas
Interacciones Ocasionales Raras
Efectos de sobredosis Severos, fatales Insomnio

Tabla 3. Comparacion entre los efectos producidos por MOD y las anfetaminas.

Se han propuesto diversos mecanismos de accion de MOD y actualmente es objeto de
estudio la accion de esta droga sobre los distintos sistemas de neurotransmision y/o
neuromodulacién. Entre sus efectos se ha descripto un aumento de la actividad de los
sistemas adrenérgico, glutamatérgico e hipocretinérgico junto con una disminucion de la
actividad del sistema gabaérgico en areas especificas del cerebro (Ballon y Feifel, 2006).
También, se ha descripto un aumento de la liberacion de histamina en el hipotadlamo, el
aumento del acoplamiento eléctrico entre interneuronas de la corteza y neuronas de la oliva
inferior (Urbano y cols., 2007) y varias areas involucradas en el sistema de activacion reticular

del tronco del encéfalo que regula el ciclo de suefo/vigilia (Garcia-Rill y cols., 2007). Entre los
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efectos descriptos de MOD, el blanco de accion mas relevante para nuestro trabajo es el
blogueo del DAT, evidenciado tanto in vitro (IC50=3-5 uM, Mignot y cols., 1994; Zolkowska y
cols., 2009) como in vivo (Volkowy cols., 2009). Asimismo, MOD también pareceria actuar a
través de los D2R como agonista parcial de los mismos (Korotkova y cols., 2007, Qu y cols.,
2008, Seeman y cols., 2009).

Il. Farmacocinética
MOD es un compuesto racémico practicamente insoluble en agua que se consume de
forma oral y cuyo pico plasmatico se alcanza entre las 2 y las 4 horas posteriores a su ingesta.
La vida media en humanos es de aproximadamente 12-15 horas y su metabolismo ocurre a
nivel hepatico por deaminacion, oxidacion del grupo sulfhidrilo, hidrolisis del grupo aromatico y
glucuronidacion con eliminacion renal de los metabolitos obtenidos (Robertson y Hellriege,
2003).

lll. Efectos Secundarios
Si bien MOD es generalmente bien tolerado, los efectos secundarios comunmente
reportados a dosis prescriptas son: cefaleas, nauseas, vomitos de intensidad leve a moderada,
nerviosismo, intranquilidad e insomnio que pueden ser minimizados si el farmaco se administra
por la mafiana. Asimismo, a dosis mayores a 600 mg/dia puede inducir efectos
cardiovasculares en algunos pacientes siendo los mas frecuentes la hipertensién y aumento de

la frecuencia cardiaca (Robertson y Hellriegel, 2003).

En comparacion con otros estimulantes del SNC, la incidencia de efectos adversos en
pacientes narcolépticos es menor cuando el tratamiento se realiza con MOD. Méas aun, MOD
no induce tolerancia ya que ha demostrado mantener su eficacia en tratamientos prolongados
de hasta 10 afios de duracion (Kumar, 2008). Discontinuar el tratamiento no desencadena un
sindrome de abstinencia como lo hace el consumo crénico de anfetaminas (Jasinski y
Kovacevic-Ristanovic, 2000). Ademas, el potencial de abuso de MOD es limitado (Myrick y
cols., 2004), dato que no resulta menor si se tiene en cuenta que MOD incrementa los niveles
extracelulares de DA en el NAcc (Volkow y cols., 2009), area que forma parte del circuito de

recompensa y participa en el desarrollo de las adicciones.
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IV. Usos terapéuticos

MOD es considerado por la Federacion Europea de Sociedades Neuroldgicas (EFNS) y
la FDA como el neuroestimulante de primera eleccion para el tratamiento de somnolencia
diurna excesiva asociada a la narcolepsia (Bastuji y Jouvet, 1988; Green y Stillman 1998), a la
apnea obstructiva del suefio (Black y Hirschkowitz, 2005) y a desordenes del suefio por cambio
de turno de trabajo (shift work desorder; Czeisler y cols., 2005). Ademas, MOD ha demostrado
ser efectivo para mejorar funciones cognitivas como la atencion, la memoria de trabajo y la
concentracion (Minzenberg y Carter, 2008). Actualmente, en Argentina, MOD es conocido
como “la pildora universitaria” debido a que es consumido por estudiantes universitarios con el
fin de incrementar la capacidad de concentracion y mantenerse despiertos con el proposito de
mejorar el rendimiento académico (Galvan, 2008). De este modo, no sélo se hace uso de la
propiedad antinarcoléptica de este farmaco, sino también de de su propiedad de mejorador

cognitivo (Turner y cols., 2004a y 2004b).

Fuera de los usos aprobados, MOD es utilizado como monoterapia farmacologica para
el tratamiento de dependencia a sustancias y a veces asociado a terapias cognitivas de
comportamiento. MOD ha probado ser efectivo para disminuir el uso de cocaina, aumentar el
periodo de abstinencia y disminuir el nUmero de recaidas en adictos (Dackis y cols., 2005; Hart
y cols., 2008). Mas aun, MOD logré aumentar el nimero de dias en los que los pacientes con
dependencia a MET permanecen sin consumirla (Anderson y cols., 2009, Shearer y cols.,
2009), resulto ser efectivo para incrementar el desempefio cognitivo (Kalechstein y cols., 2010)

y disminuir los sintomas de abstinencia en adictos (McGregor y cols., 2008).

D. HIPOTESIS DE TRABAJO

A partir de lo expuesto anteriormente y sumado al hecho de que Por ultimo, MOD
mostré tener propiedades neuroprotectoras frente al dafio dopaminérgico de la via
nigroestriatal inducido por la administracion de la toxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidro
piridina (MPTP; Van Vliet y cols., 2008) en un modelo de Parkinson, se desprende la siguiente
hipotesis de trabajo: “Si el uso de MOD puede prevenir frente al dafio dopaminérgico inducido
por MPTP en un modelo preclinico de la enfermedad de Parkinson y, el consumo de MET
resulta toxico para los terminales dopaminérgicos, entonces MOD podria neuroproteger frente

al dafio de los terminales dopaminérgicos que inervan el estriado inducido por MET".


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Neuroestimulante&action=edit&redlink=1
http://www.sciencedirect.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/science/article/pii/S0376871611003115#bib0120
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La relevancia de este trabajo radica en el potencial uso de MOD en las distintas fases
del tratamiento de personas adictas a MET. MOD actualmente es utilizado como terapia de
reemplazo en adictos a MET que atraviesan periodos de abstinencia haciendo uso de su efecto
estimulante de larga duracion. MOD también resulta util en el tratamiento de pacientes adictos
a MET con deterioro cognitivo debido a sus propiedades de mejorador cognitivo. Finalmente, a
partir de los resultados obtenidos en esta tesis se desprende que MOD también seria util en
fases iniciales del tratamiento, cuando el paciente aun no ha abandonado por completo el uso

de MET, debido a su capacidad neuroprotectora frente al dafio neuronal inducido por MET.
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OBJETIVOS

Obijetivo general

El objetivo general de este trabajo de investigacion es evaluar el efecto neuroprotector de

MOD sobre la toxicidad inducida por MET en el estriado en un modelo de raton. Las conclusiones

de este trabajo podrian aportar datos experimentales que contribuyan a aclarar el mecanismo de

accion de MOD, cuya propiedad como estimulante/mejorador cognitivo podria resultar benéfica en

el tratamiento de adicciones a estimulantes y otras patologias que involucren alteraciones

dopaminérgicas, como la enfermedad de Parkinson y la esquizofrenia.

Objetivos especificos

1.

4.

Evaluacion de la capacidad neuroprotectora de modafinilo sobre la neurotoxicidad inducida
por la administracion aguda de metanfetamina en ratones macho. Evaluar si la
administracion de MOD es capaz de proteger las terminales de las neuronas dopaminérgicas
que inervan el estriado de los efectos perjudiciales de MET y si la coadministracion de ambos

estimulantes ocasiona efectos no deseados.

Corroborar que la capacidad neuroprotectora de MOD frente a la neurotoxicidad inducida por

MET se mantenga en ratones hembra.

Estudio del efecto de modafinilo sobre la activacion de genes de expresion temprana, la
activacion de las células de la glia y la expresion de genes relacionados con la apoptosis

mediada por metanfetamina.

Andlisis del rol de la regulacion de la temperatura corporal en el mecanismo de accion

neuroprotector de MOD sobre la neurotoxicidad inducida por MET.
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A. INTRODUCCION

Objetivo especifico I: Evaluacién de la capacidad neuroprotectora de
modafinilo sobre la neurotoxicidad inducida por la administracion aguda de
metanfetamina en ratones macho.

El consumo de MET induce cambios en el cerebro tanto en areas involucradas en funciones
cognitivas como en areas que forman parte del sistema de recompensa (sistema mesolimbico).
Estos cambios contribuyen al deseo de consumir la droga, al desarrollo de déficits cognitivos y a
la expresion de sintomas motores observados con frecuencia en pacientes adictos a MET

(Davidson y cols., 2001; Panenka y cols., 2012).

El cuerpo estriado se encarga de regular el tono muscular y los movimientos de tipo
inconscientes (ej. balanceo de brazos al andar) o automaticos que requieren de un aprendizaje
previo (ej. andar en bicicleta). Desbalances entre la via dopaminérgica directa y la indirecta
derivan en sindromes hipocinéticos como los observados en la enfermedad de Parkinson y la de
Huntington (Albin y cols., 1989, Wichmann y cols., 1998). Los psicoestimulantes, entre ellos las
anfetaminas, pueden inducir estereotipias tanto en humanos (denominadas pudding) como en
animales de experimentacion al ser administradas en dosis altas o de forma repetida (Atkins y
cols., 2001, Schiorring, 1981). Las estereotipias son definidas como el desarrollo anormal de
acciones repetitivas que coinciden con la imposibilidad de iniciar respuestas de tipo adaptativas
(Canales y Graybiel, 2000) y pueden ser observadas en una amplia variedad de desordenes
psiquiatricos y neuroldgicos como la esquizofrenia y desordenes de tipo obsesivo compulsivo
(Ridley, 1994).

A su vez, el consumo repetido o de altas dosis de MET puede derivar en un menor
contenido de DA estriatal (Cadet y cols., 1994, Fantegrossi y cols., 2008) y en el dafio a las
neuronas dopaminérgicas (Krasnova y Cadet, 2009; Ricaurte y cols., 1984). Este dafio es
evidenciado por la disminucion de la expresiébn de marcadores de integridad de terminales
dopaminérgicas en el estriado, como TH, DAT y VMAT-2 (Achat-Mendes y cols., 2005; Harvey y
cols., 2000; y O'Callaghan y Miller, 1994). La via nigroestriatal es particularmente vulnerable a
los efectos deletéreos de MET (Kuhn y cols., 2011) y la degeneracién de fibras dopaminérgicas
observada en el estriado se produce independientemente de la pérdida de cuerpos neuronales
en la sustancia nigra (Harvey y cols., 2000, Ricaurte y cols., 1984). Sin embargo, se ha

evidenciado pérdida neuronal en estudios postmortem (Wilson y cols., 1996).


http://www.nature.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/neuro/journal/v3/n4/full/nn0400_377.html#B49
http://www.sciencedirect.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/science/article/pii/S0306452209018843#bib2
http://www.sciencedirect.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/science/article/pii/S0306452209018843#bib2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezp-prod1.hul.harvard.edu/pmc/articles/PMC2360482/#R236
http://onlinelibrary.wiley.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/doi/10.1002/syn.20943/full#bib23
http://www.sciencedirect.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/science/article/pii/S0165017309000344#bib43
http://www.sciencedirect.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/science/article/pii/S0165017309000344#bib89
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La principal consecuencia del ingreso de MET a la célula es el desplazamiento de DA
desde las vesiculas al citoplasma (Krasnova y Cadet, 2009). Junto con el incremento
citoplasmatico de DA se produce la saturacion de la MAO y su inhibicion por parte de MET
(Seiden y cols., 1993a) lo que lleva a la metabolizacion de DA libre por vias no enzimaticas. La
oxidacion de DA deriva en la produccién de sustancias potencialmente tdxicas como los
radicales libres del oxigeno, el peroxido de hidrégeno y las quinonas de DA que se unen a los
grupos cisteinil de las proteinas (LaVoie, 1999). MET también estimula la peroxidacion lipidica
(Gluck y cols., 2001, Jayanthi y cols., 1998) y estos compuestos dafian a las membranas y al
ADN, causan disfuncién mitocondrial e inducen la apoptosis. Todos estos procesos en conjunto

producen finalmente el dafio de los terminales dopaminérgicos (Thomas y cols., 2008).

Paralelamente al incremento citoplasmatico de la DA libre, MET invierte la direccion de
transporte del DAT. En consecuencia la DA citoplasmatica es liberada al espacio sinaptico
alcanzando niveles dramaticamente altos relacionados directamente con el efecto reforzante de
MET vy sus efectos toxicos (Sulzer, 2005). MET también induce una liberacion de glutamato en el
estriado a través de la estimulacion dopaminérgica de la via directa (Mark y cols., 2004) el cual
activa los receptores NMDA permitiendo el ingreso de calcio al interior de la célula. El calcio libre
intracelular en cantidades excesivas puede desencadenar la toxicidad y el dafio neuronal

(Gunasekar y cols., 1995, Lafon-Cazal y cols., 1993)

MOD, a diferencia de MET, es un neuroestimulante aprobado por la FDA para el
tratamiento de trastornos de somnolencia excesiva. Mas alld de este uso para el cual fue
aprobado especificamente, MOD es actualmente utilizado para el tratamiento de la dependencia

a psicoestimulantes como cocaina y MET (Ballon y Feifel, 2006).

En lo que respecta al mecanismo de acciéon de MOD, el mismo pareceria involucrar
cambios en mudltiples sistemas de neurotransmision. En un estudio realizado con MOD en
humanos mediante la técnica de tomografia de emisién de positrones (PET), se observé el
blogueo del DAT y el consecuente aumento de DA extracelular en areas cerebrales como el
NAcc (Volkow y cols., 2009). De forma analoga, Zolkowska y cols., (2009) demostraron que
MOD se une e inhibe moderadamente la recaptacion de DA a través del DAT en sinaptosomas
de rata. A su vez, y a pesar de ser un estimulante que induce un aumento de DA extracelular, el
mecanismo de accion de MOD pareceria ser diferente al de los compuestos de tipo

anfetaminicos ya que su potencial de abuso y su capacidad de inducir dependencia seria mucho


http://onlinelibrary.wiley.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/doi/10.1002/syn.20943/full#bib30
http://onlinelibrary.wiley.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/doi/10.1002/syn.20943/full#bib33
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menor que el producido por este tipo de estimulantes (Myrick y cols., 2004). No obstante, se
debe tener especial cuidado en personas vulnerables ya que su mecanismo de accion también

involucra la DA y consecuentemente impacta sobre el sistema de recompensa del cerebro.

Finalmente, cabe agregar que MOD ha mostrado ser neuroprotector en un modelo animal
de la enfermedad de Parkinson inducido con MPTP (Van Vliet y cols., 2008). EI MPTP atraviesa
la BHE y es convertido por la MAO-B en el ion MPP+, el cual precisa del DAT para ingresar a la
célula ya que no puede difundir a través de la membrana por tratarse de una molécula cargada
(Bezard y cols., 1999). MET, a diferencia del MPTP, es una feniletilamina (al igual que la DAy la
ANF, Figura I.1) que posee un grupo metilo unido al grupo amino. Este metilo hace que MET sea
mas lipofilica que la anfetamina [Log p (MET)= 2,07: Log p (ANF)= 1,76; Gulaboski y cols., 2007]
y que atraviese mas rapidamente la BHE (Barr y cols., 2006). Una vez que alcanza el SNC, esta
base débil (pKa~9,9, Hansch y cols., 1995), cuyo equilibrio a pH fisiolégico se encuentra
desplazado hacia la forma cargada positivamente (Volz, 2008) ingresa al terminal dopaminérgico
(Davidson y cols., 2001). Si bien MET también puede difundir pasivamente por la membrana
plasmatica e ingresar a la célula, el uso del DAT seria necesario para que MET ejerza su efecto
neurotoxico probablemente a causa de la inversion de la direccion de transporte de DA. Este
hecho fue evidenciado en estriados de ratones con el gen para DAT delecionado ya que luego
de la administracion de un protocolo toxico de MET no se observo ni una deplecion de los

niveles de DA ni la produccion de radicales libres (Fumagalli y cols., 1998).

Propiedades de MET
NHe Hac Ha
HO NH, N
CH3
HO
Dopamina Anfetamina Metanfetamina

Ka=9,9
HaG OH=7.4 HsG +
NH > NHz
CH:; « CH3

Figura I.1. Estructura quimica de las feniletilaminas (A) y equilibrio acido base de MET en solucion a
pH fisiolégico (B).


http://onlinelibrary.wiley.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/doi/10.1002/syn.20943/full#bib17
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Asimismo, muchos blogqueantes del DAT han resultado ser efectivos para prevenir los
cambios neurotoxicos inducidos por MET (Marek y cols., 1990; Sandoval y cols., 2003). Es
debido a las propiedades neuroprotectoras de MOD frente al dafio dopaminérgico inducido por
MPTP sumada a la evidencia de que MOD es capaz de bloguear el DAT que en el presente

capitulo nos propusimos evaluar el posible rol protector de MOD frente a la neurotoxicidad
dopaminérgica inducida por MET en ratones.


http://www.sciencedirect.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/science/article/pii/S0165017309000344#bib196
http://www.sciencedirect.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/science/article/pii/S0165017309000344#bib253
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B. METODOLOGIA

I. Animales

Se utilizaron ratones macho de la cepa Swiss-Webster (Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad de Buenos Aires), de 8 semanas de edad (18-23g de peso) al
inicio de los procedimientos experimentales. Se agruparon de a 4-5 animales por jaula con
libre acceso al agua y la comida, en una sala con temperatura (20 2° C) y humedad
relativa (55 £ 15%) controladas y un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas de acuerdo con las
regulaciones locales (SENASA, Argentina). Todos los procedimientos que involucraran el
uso de animales se realizaron conforme a la Guia para el Cuidado y el uso de los Animales
de Laboratorio (National Institute of Health, NIH, USA).

Il. Protocolo de administracién de drogas.

Para los experimentos iniciales enfocados en el estudio del efecto estimulante de MET y
MOD se probaron dos dosis distintas de MET (2 y 7 mg/kg) y dos dosis de MOD (90 y 180
mg/kg). MOD fue administrado 1 hora previa a la administracion de MET vy fue disuelto en
una soluciéon de DMSO 5% en solucion salina (solucion vehiculo). El volumen total de

inyeccién fue de 200ul por animal. MET fue disuelta en solucién salina.

En roedores la vida media de MET es mas corta que en humanos
(aproximadamente 1h en ratones, Brien y cols., 1978 y 12 horas en humanos, Cho y
cols., 2001). Para el estudio del efecto neuroprotector de MOD se utilizd un protocolo de
administracion repetida de MET, también denominado “binge’ (3 x 7 mg/kg, cada 3 horas,
i.p.) el cual fue elegido en base a lo reportado previamente por Achat-Mendes y cols.
(2005). Estos autores observaron alteraciones estriatales en marcadores dopaminérgicos
luego de un binge de MET. La vida media de MOD en roedores es de aproximadamente 1
hora (Dawson y cols., 2012) y por ello fue administrado en dos ocasiones, 1 hora antes de
la primera inyeccion de MET y 1 hora antes de la ultima inyeccibn de MET como se

muestra en el Esquema I.1.
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Pruebas conductuales

(interaccion aguda) BINGE
' |
MET MET MET
EXT T T T R S e
3h

Sacrificio de animales

Pruebas conductuales
(efecto toxico)

Dia del tratamiento

( 6d post tf;atamiento|--——-————-

GRUPO TRATAMIENTO RECIBIDO
ESPERIMENTAL MOD VEHICULO MET SN. SALINA
VEHICULO X X
MOD X X
MET X X
MOD+MET X X

Esquema I.1. Esquema de tratamiento. Protocolo de tratamiento utilizado para el estudio de la
interaccion aguda de los estimulantes MOD y MET luego de una Unica inyeccién de cada droga
(panel azul, izquierda) y para el estudio del efecto neuroprotector de MOD sobre los efectos téxicos
de MET 6 dias después del tratamiento.

lll. Respuesta locomotora en campo abierto
Se determind la distancia total recorrida (en intervalos de 5 minutos) a partir de los 30
minutos previos a la administracion de MET y durante los 120 minutos posteriores a la
misma, habiéndose administrado MOD previamente (60 minutos antes que MET). Para el
registro de la actividad locomotora se utilizaron cajas plasticas de 19 x 40 x 40 (en cm) y el
software Ethovision XT 5.1 (Noldus) para la adquisicién y el andlisis de los videos

obtenidos.

Para el caso de la actividad locomotora espontanea se registré la distancia recorrida por
los animales a los 6 dias posteriores al tratamiento con el binge de MET y/o MOD durante
un periodo de 30 minutos, dentro de los cuales los primeros 10 minutos se consideran

conducta exploratoria y fueron los utilizados para realizar la cuantificacion.
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IV. Andlisis de conductas estereotipada

A partir de los videos obtenidos al momento de registrar la actividad locomotora aguda
se procedio a cuantificar las estereotipias mediante una version modificada de la escala de
estereotipias de Creese e Iversen (1974). Se evalud la conducta de cada animal durante
periodos de 10 segundos (separados en intervalos de 50 segundos) por un total de 2 horas
atribuyéndole un valor a cada intervalo segun: 0, inmovilidad, 1, ambulaciones, 2, olfateo
discontinuo, 3, erguido en sus patas traseras, 4, olfateo continuo, 5, acicalamiento enérgico.
Las conductas correspondientes a los valores 0-3 se consideran conductas exploratorias y
locomotoras mientras que las ultimas dos categorias (4-5) se consideran conductas
estereotipadas. Se calculé la frecuencia relativa de cada estereotipia sobre el nimero de

observaciones realizadas en las 2 horas posteriores a la inyeccion de MET.

V. Determinacién de catecolaminas por HPLC

La disminucion estriatal de DA inducida por MET es uno de los cambios neuroquimicos
mas caracteristicos descritos luego de la administracion de un tratamiento téxico con MET
(Davidson y cols., 2001). En este trabajo, se determinaron los niveles de catecolaminas
mediante el uso de la técnica de HPLC con deteccion electroquimica para DA, DOPAC y
HVA con un cromatdgrafo Varian 5000 acoplado a un detector electroquimico (BAS LC-4C,
seteado a un potencial de 0,7V). Después de 6 dias de la administracion de los
tratamientos se procedio a la diseccion de los estriados de los animales tratados que fueron
preservados a -70° C. El mismo dia de la determinacién de las catecolaminas los tejidos
fueron homogeneizados en &cido perclorico 0.2 N (1/20 p/v), centrifugados y luego los
sobrenadantes fueron inyectados (loop 50 ul) en una columna de fase reversa de carbono
18 (12.5 cm x 4 mm, Nova-Pak, Waters). Se utiliz6 como fase mévil una solucién de 0.076
M NaH2PO4 (5.24 ml/L PICB8, 0.99mM EDTA, 6% metanol) y un flujo de bombeo de 1.3

ml/min.

VI. Inmunohistoquimica
a. Obtencion y procesamiento del tejido
Cada animal fue anestesiado con ketamina (0,5 ml/kg i.p, Holliday-Scott) y xilazina (1,4
ml/kg i.p., Kensol-Kdnig) y perfundido intracardiacamente con 20 ml de buffer fosfato salino
(PBS) 10mM heparinizado (pH 7,4, Heparina sodica 1000UI/L) seguido de 80 ml de
paraformaldehido (PFA) 4% en buffer fosfato (PB) 0,1M (pH 7.4). Luego de ser extraidos,

los cerebros fueron fijados en PFA a 4°C por 16 horas. Los tejidos se criopreservaron en
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sacarosa 30% PB 0,1M durante 48 horas y luego se obtuvieron secciones seriadas de 30
pMm de espesor con un microtomo de congelamiento a nivel del Estriado (+1.10 a -0.10 mm
relativo al Bregma, Atlas de Cerebro de Raton, Paxinos y Franklin 2001). Se analizaron 4
secciones coronales representativas del estriado para cada animal, separadas cada 150pum

entre ellas para cada uno de los marcadores como se muestra en la Figura 1.2.

Niveles del estriado
'S A A
= Wy b [ ) AU Y%
BREGMA 1,10 o BREGMA -0,10

Figura 1.2. Niveles estriatales. Esquemas representativos de las secciones estriatales usadas para

los estudios histoquimicos.

b. Inmunohistoquimica colorimétrica para tirosina hidroxilasa (TH)
Con el fin de establecer el grado de alteracién en los terminales dopaminérgicos se

realiz6 la deteccion inmunohistoquimica de TH, enzima limitante en la sintesis de DA.

El marcado para TH se realiz6 en cortes en suspension ‘“free floating’ (Raineri y cols.,
2011). Durante todo el procedimiento se utilizd para la preparacién de los reactivos y la
realizacion de los lavados PBS 0,1M con Triton X-100 al 0,1% (PBS-T 0,1%). Inicialmente,
las secciones fueron permeabilizadas durante 30 minutos con el objeto de facilitar el
ingreso a las células de los reactivos. Luego, las mismas fueron incubadas durante 30
minutos en una solucion de H>O, al 0,6% para inhibir peroxidasas endogenas y
posteriormente se procedid al bloqueo de los sitios de unién inespecifica al anticuerpo
secundario con suero normal de cabra 2% (NGS). Los cortes permanecieron por 16 horas a
4°C en agitacion en una solucion de anticuerpo anti-TH producido en conejo (1:1000, Pel
Freeze Biologicals, USA). Luego de ser lavados, los cortes fueron incubados durante 2

horas con una soluciéon conteniendo el anticuerpo secundario anti-conejo unido a biotina
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producido en cabra (1:500, Sigma Aldrich, USA). En una ultima incubacion se utilizé el
complejo avidina-biotina (1:125, Vectastain, ELITE ABC kit, Vector Laboratories) para
amplificar la sefal por 2 horas y finalmente se procedio al revelado colorimétrico utilizando
diaminobencidina (DAB) 0.5 mg/ml (Sigma Aldrich, USA) y H>O, al 0.015% como sustratos
de la peroxidasa. Las secciones fueron lavadas y montadas en portaobjetos gelatinizados,
secadas y deshidratadas mediante pasajes sucesivos por soluciones decrecientes de
etanol (70, 96 y 100%) vy, en Ultima instancia, los portaobjetos fueron aclarados en xileno

100% y cubiertos con un medio de montaje a base de xileno.

c. Cuantificacion de la densidad 6ptica integrada

La integridad del sistema dopaminérgico a nivel del estriado se evalué mediante la
densidad optica integrada (DOI) en las secciones inmunomarcadas para TH como se
muestra en la Figura I.2. Se tomaron fotos con un objetivo 10x de cada nivel anatémico y
para cada una de las areas estriatales a estudiar (StLd y NAcc) con una resolucion de 255
niveles de grises/pixel con un microscopio Nikon (Eclipse 50i) conectado a una camara
CCD. La medicion de la DOI se realiz6 empleando las herramientas del programa de
procesamiento y andlisis de Imagenes Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/, NIH, USA) de
forma automatizada mediante al uso de macros a modo de minimizar el sesgo que pueda

introducir el operador (ver apéndice I). La secuencia de pasos fue la siguiente:

i. Correccion de la iluminacion: Debido a que la luz que ilumina el portaobjetos
dispersa menos en el centro del campo respecto de los bordes se procedié a
corregir esta iluminacion no homogénea creando una imagen de la distribucion de la
luz con el plug in “a posteriori shading correction” (NIH ImageJ) de una foto tomada
en un sector del portaobjeto sin tejido. Luego, a cada una de las fotos tomadas se le

resto la foto de la iluminacion ahora denominada ‘Background” (Figura 1.3).

Imagen Background Imagen corregida

Figura 1.3. Correccion de lailuminacion. Fotos que ilustran el proceso de correccion.


http://rsbweb.nih.gov/ij/
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ii. Ajuste de la escala de densidad oOptica: Con el objetivo de aumentar la sensibilidad
de la medicién nos propusimos ajustar la escala de grises de las fotos de forma tal
gue el minimo valor de grises presente en todas las fotos sea el cero de la escala 'y
gue el maximo valor de grises de la foto mas oscura sea 255. Para lograr esto, se
midieron todas las fotos y con los valores de méximo y minimo de grises de cada
una de las fotos se calcul6 el minimo valor de gris y el maximo valor de gris de entre

todas las fotos y con estos valores se realiz6 el ajuste (Figura 1.4).

Figura l.4. Ajuste del valor de grises. Fotos que ilustran el proceso de ajuste.

iii. Determinacién del valor umbral de densidad 6ptica a utilizar: Se le adjudicé un valor
umbral de densidad Optica a cada animal del grupo vehiculo (control) tal que todo
valor de intensidad que supere el umbral sea considerado marca especifica y se
realizé un promedio de todos ellos. Ese valor promedio fue luego utilizado para la
cuantificacion final de todas las fotos de todos los grupos (Figura 1.5).

Figura I.5. Determinacién del valor umbral.
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iv. Medicion de la DOI: Se eligi6 medir la DOI ya que al tratarse del producto de la
densidad Optica por el area inmuno reactiva, la misma resulta mas sensible para
detectar diferencias con el tratamiento con MET (Figura 1.6, panel izquierdo). Luego
de aplicado el umbral de densidad Optica y mediante la herramienta de seleccidon de
la region de interés a medir (ROI) del software se determiné la DOI en una elipse de
151.1um2 en el estriado dorsal lateral (StLd) y en tres elipses de 14.1um2 ubicadas
en el Nucleo Acumbens core (NAcc) como se muestra en la Figura 1.6, panel
derecho. Se eligi6 el StLd en base al trabajo de Boger y cols. (2007) en el que se
evidencié una mayor disminucion de la marca en este sector comparado con el

estriado dorsal medial.

Figura |.6. Medicion de la densidad éptica integrada.

VII. Andlisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico InfoStat version 2013 (Grupo InfoStat, FCA,
Universidad Nacional de Cordoba, Argentina. URL http://www.infostat.com.ar). En todos los
casos se consideraron significativas las diferencias con un valor de p<0,05. Para el andlisis
de los datos se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis siempre que la variable
no siguiera una distribucién normal y en aquellos casos en los que la variable no cumpliera
con los supuestos de normalidad y homocedasticidad. En caso de cumplirse los supuestos
usamos ANOVA de un factor seguido de la prueba de la minima diferencia significativa de
Fischer (LSD) cuando los grupos fueran balanceados o Tukey-Cramer para los casos en

los que el nimero de animales entre los grupos de tratamiento estuviera desbalanceado.


http://www.infostat.com.ar/
http://es.wikipedia.org/wiki/Homocedasticidad
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C. RESULTADOS

Para determinar el patron conductual emergente de la interaccion aguda de MOD y MET y
analizar el posible rol neuroprotector de MOD frente al dafio dopaminérgico inducido por MET

nos propusimos los siguientes objetivos especificos:

I. Estudiar el efecto estimulante de una Unica inyeccion de MOD y de MET a distintas
dosis.

a. Respuesta locomotora en campo abierto

Al ser MOD y MET compuestos con propiedades estimulantes nos planteamos evaluar la
interaccibn de ambas drogas mediante el registro de la respuesta locomotora inducida por
ambas. Ya que la exposicién simultanea a dos 0 mas sustancias puede resultar en una adicion,
sinergia o antagonismo de los efectos particulares de cada una se probaron distintas dosis de
MET y de MOD. MET fue administrada a una dosis baja (2 mg/kg) con el propésito de no
alcanzar un nivel maximo de respuesta (efecto techo) en caso de que la administracion de
MOD resultase aditiva o sinérgica. Asi mismo, se utilizé una dosis alta de MET (7 mg/kg) con el
objeto de poder evaluar un posible efecto antagdnico entre ambos estimulantes ya que
partiriamos desde valores altos de locomocion. A su vez, los animales fueron tratados con una
dosis media (90 mg/kg) y otra alta (180 mg/kg) de MOD con la intencion de elegir para el resto

de los experimentos de la tesis la dosis que mejor perfil de efectos favorables posea.

En la Figura I.7 se puede observar que:

» La actividad locomotora inducida por MOD fue significativamente mayor para la dosis de
180 mg/kg respecto de la dosis de 90 mg/kg.

= En el grupo MET, el perfil de hiperlocomocion para la dosis de 2 mg/kg mostro forma de
meseta y se mantuvo estable durante las dos horas de registro. La dosis de 7 mg/kg indujo
un efecto hiperlocomotor en forma de pico que rapidamente se continué con una disminucién
de la locomocion a valores comparables al grupo VEH para luego incrementarse nuevamente
hacia el final del registro.

* En los grupos MET + MOD (M+M) se observo una actividad locomotora significativamente
menor para la dosis de MET de 7 mg/kg junto con MOD 90 mg/kg. Sin embargo, si se tiene

en cuenta el hecho de que los animales que sélo recibieron MOD 180 mg/kg mostraron una
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actividad locomotora de mas de 4 veces el valor de VEH, el hecho de haber administrado

MET disminuyd la locomocién inducida por MOD (p<0,05).
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Figura |.7. Efecto agudo de la coadministracion de MOD con MET sobre lalocomocidn. Se registro la
conducta locomotora durante 150 min con el software Ethovision (Noldus). Los datos se muestran como el
promedio de la distancia recorrida (en intervalos de 5 min) £+ SEM (n= 5-22) (A-E). Las flechas negras
representan el momento de la inyeccion de MET/Solucién salina. MOD fue administrado a una dosis de
180 mg/kg (panel superior) o 90 mg/kg (panel del medio) 1 hora previa a la administracién de MET 2
mg/kg (A y D) o 7 mg/kg (B y E). Los grupos VEH y MET se muestran repetidos para cada dosis de MOD
con el objeto de facilitar la comprensién de la Figura. En el panel inferior se muestra el promedio de la
distancia total recorrida en las 2 horas posteriores a la inyeccion de MET para los grupos que recibieron
MOD (G), para los grupos tratados con MET 2 mg/kg (H) y para los grupos tratados con MET 7 mg/kg (1).
ANOVA de una via seguido de la prueba Tukey-Cramer: *, p<0,05 vs. VEH, #, p<0,05 vs. MET.
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b. Conductas estereotipadas
La administracion sistémica de anfetaminas en roedores induce un incremento en la
actividad motora que, a dosis mayores, es reemplazado por conductas repetitivas y
compulsivas denominadas estereotipias (Kuczenski y Segal, 1999). Las estereotipias inducidas
por MET persisten por varias horas y pueden ser atenuadas si se administra un antagonista
dopaminérgico (Hamamura y cols., 1991) adjudicandole una participacion en su expresion de

esta conducta al sistema dopaminérgico.

Basandonos en lo anteriormente mencionado, nos propusimos determinar si la
disminucion de la actividad locomotora observada en el grupo M+M era debida a que los
animales pasaban mas tiempo realizando conductas estereotipadas (escala modificada de
Creese y Iversen, 1974). La Figura 1.8 muestra la frecuencia relativa promedio de expresion de
conductas locomotoras y estereotipadas para las distintas combinaciones de dosis de MOD y
MET y se puede observar que:

» Los animales tratados con la dosis de 7 mg/kg de realizaron con mas frecuencia conductas
estereotipadas y con menos frecuencia conductas exploratorias.

= MOD no indujo cambios en el patron de conducta exploratoria a ninguna de las dosis
estudiadas.

» La administracién de MOD 1 hora antes de la inyeccion de MET no fue capaz de prevenir el
aumento de frecuencia de expresion de estereotipias inducido por MET 7 mg/kg.

» Para la dosis de 2 mg/kg de MET, cuyo patrén de expresion de conductas exploratorias y
estereotipadas no fue diferente a la del grupo VEH, la coadministracion de MOD indujo la
expresion de estereotipias. Mas aun, la dosis de MOD de 180 mg/kg aumento la frecuencia
de expresién de estereotipias a valores significativamente mayores que los inducidos por
MET.
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Figura 1.8. Efecto agudo de la administracién conjunta de MOD y MET sobre la expresiéon de
conductas estereotipadas. A partir de los videos utilizados para analizar la actividad locomotora se
determinoé el patron de conducta de cada animal utilizando una version modificada de la escala de Creese
e lversen de estereotipias. Los resultados se muestran como la frecuencia promedio de ejecucion de
conductas exploratorias (A, valores de 0 a 3 de la escala) y conductas estereotipadas (B, valores 4y 5 de
la escala). ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey-Cramer: *, p<0,05 vs. VEH, #, p<0,05 vs.
MET.
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Il. Estudiar del efecto neuroprotector de MOD luego de la administraciébn de un
protocolo téxico de MET (binge).

a. Locomocién espontanea.

Se procedi6 a evaluar las consecuencias de los tratamientos sobre la actividad
exploratoria espontanea 6 dias posteriores al tratamiento de los animales con un binge toxico
de MET (3x7 mg/kg i.p., cada 3 horas, Esquema |.1) como se muestra en la Figura 1.9 donde
se observa que:
= El tratamiento con un binge de MET disminuy0 la actividad locomotora espontanea.

» La administracién de MOD no alter¢ la actividad locomotora espontanea.
» La coadministraciéon de MOD 90 mg/kg junto con un binge de MET previno parcialmente la

alteracion de esta conducta, mientras que la dosis de 180 mg/kg no logré prevenirla.
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Figura 1.9. Efecto de la coadministracién de MOD y MET sobre la locomocidon espontanea
registrada 6 dias después del tratamiento. En el panel superior se muestra la distancia recorrida
promedio (en intervalos de 5 min.) + SEM (n= 7-14) registrada 6 dias después de la administracion de
MOD 90 mg/kg junto con un binge de MET (A) o 180 mg/kg (B). En el panel inferior se muestra la
cuantificacion de la distancia total recorrida (en % de VEH) + SEM durante los primeros 10 minutos de
registroé (conducta exploratoria) para el grupo tratado con MOD (C) y para los grupos que recibieron MET
(D). ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey-Cramer: *, p<0,05 vs. VEH, #, p<0,05 vs. MET.
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b. Cambios neuroquimicos

Las determinaciones neuroquimicas se realizaron en el estriado debido a que es el area
cerebral que posee una robusta inervacion dopaminérgica y, por extension, un area sensible
para estimar el grado de alteracion dopaminérgica inducida por MET 6 dias posteriores al

tratamiento.

Contenido de DA estriatal por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Con el objetivo de analizar el grado de deplecion de dopamina inducido por el tratamiento
toxico con MET se determiné el contenido de dopamina (DA) y sus respectivos metabolitos en
el estriado de ratones tratados con el binge de MET (Tabla 1.1). EI metabolito DOPAC es
producido por la deaminacion intracelular de la DA por la enzima MAO (Kopin, 1985). El HVA,
en cambio, es el resultado del metabolismo combinado de la MAO y de la COMT (Kopin, 1985;
Kopin, 1994), siendo la relacion [DOPAC+HVA]/DA comunmente utilizada como un indicador
del grado de liberacién y consecuente metabolizacion de la DA (turn-over de DA). Asi, en la

tabla 1.1 se puede observar:

Dopamina

TRATAMIENTO VEH MET MOD M+M MOD M+M
(3x7mg/kg) (90mg/kg)  (90mg/kg) (180mg/kg) (180mg/kg)
DA 100,0+4,0  37,143,2* 103,6+5,8" 108,5+14,8" 93,9+11,9° 96,4+3,3"
DOPAC 100,045,8  45,3+4,2* 111,0+8,1" 94,6+15,9% 79,6+12,7 99,8+6,9"
HVA 100,0+3,7 61,5+3,0r 104,2+54" 90,6+10,0° 88,9+10,1* 99,2+5 4"

[DOPAC+HVA]J/DA  1,00+0,04 1,50+0,13* 1,07+0,12° 0,88+0,11" 0,90+0,13° 1,04+0,13"

TABLA 1.1. Efecto de la co-administracion de MOD junto con un binge de MET sobre el contenido
endogeno de DA y sus metabolitos. Se determind el contenido de DA, sus metabolitos y el recambio de DA 6
dias posteriores a la administracion de un binge de MET (Resaltado en azul; 3x 7mg/kg i.p., cada 3 horas) por
el método de HPLC. Los resultados se expresan como % del grupo VEH = SEM (n= 6-13). ANOVA de una via.
Prueba de Tukey-Cramer para muestras desbalanceadas: *, p<0,05 vs. VEH; *. p<0.05 vs. MET.

= Una disminucién del contenido de DA estriatal y de sus metabolitos DOPAC y HVA en los
ratones del grupo tratado con MET respecto del grupo VEH.

» La administracién de MOD revirti6 la disminucion del contenido de DA y sus metabolitos en
el estriado observada luego del tratamiento con MET.

= La relacion [DOPAC+HVA]/DA en el grupo MET se encontr6 aumentada, o que podria

significar que mas DA esta siendo metabolizada.
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Andlisis histol6gico de marcadores de los terminales dopaminérgicos en el Estriado
Dado que TH es la enzima limitante en el proceso de sintesis de DA, su deteccion por
inmunohistoquimica es comunmente utilizada para evaluar dafio a las terminales

dopaminérgicas. Como se muestra en la Figura 1.10 observamos:

» Una disminucion de los niveles de TH en el StLd pero no en el NAcc en aquellos ratones
gue recibieron MET.

» La administracion de MOD 90 mg/kg por si solo no alteré los niveles de TH vy, al ser
administrado junto con un binge de MET, previno la disminucion de TH inducida por MET.

» La coadministracion de MOD 180 mg/kg mostré ser protectora frente a la disminucién de
los niveles de TH inducidos por MET pero disminuy6 en los niveles de TH tanto en el StLd

como en el NAcc.
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Figura 1.10. Determinaciéon del efecto de MOD sobre la disminucién de la inmunorreactividad para TH 6
dias luego del tratamiento con MET. Imégenes representativas del efecto del tratamiento sobre la
inmunomarcacion para TH en el estriado dorsal-lateral (StLd, A-F) y el NAcc core (NAcc, G-L) y sus
respectivas cuantificaciones (M-N). Los resultados se expresan como densidad Optica integrada (DOI) en
porcentaje del grupo VEH + SEM (n= 5-8). ANOVA de una via seguido de la prueba LSD de Fisher. *,
p<0,05 vs. VEH, #, p<0,05 vs. Igual dosis de MET, &, p<0,05 vs. Igual dosis de MOD.
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D. DISCUSION

Se cree que la hiperlocomocion observada luego de la administracion de estimulantes
anfetaminicos estaria mediada por el estriado ventral, mientras que la expresion de estereotipias
estaria relacionada con la funcion del estriado dorsal (Kelly y Iversen, 1976), siendo la
estimulacion dopaminérgica del estriado particularmente responsable de la expresion de
estereotipias motoras (Arnt y cols., 1985; Creese e Iversen, 1972). Dado que dosis mas altas de
estimulantes inducen estereotipias, las respuestas estereotipadas resultan Utiles para predecir el
grado de sensibilizacién a una droga (Battisti y cols., 1999), la que comprende cambios a nivel
neural (Robinson y Berridge, 2008). Estos cambios incluyen el aumento de liberacion de DA en
el estriado (Creese y Iversen, 1974; Ridley, 1994; Seiden y cols., 1993b), la sensibilizacion de los
receptores dopaminérgicos (Kuczenski y Segal, 1999) y el aumento de la liberacion de glutamato
en la corteza prefrontal o en el NAcc (Stephans y Yamamoto, 1994; Tzschentke y Schmidt,
2003).

En nuestros experimentos conductuales nosotros observamos que la administracion de
MET indujo un aumento de la distancia recorrida a cualquiera de las dosis estudiadas (2 mg/kg y
7 mg/kg). A su vez, la administracion de 7 mg/kg de MET no pareceria inducir una mayor
locomocion respecto de la observada luego de la administracion de 2 mg/kg de MET a pesar de
estar administrando mas del doble de la dosis. Este hecho podria estar relacionado con el
aumento de la frecuencia de expresion de estereotipias observada luego de la administracién de
7 mg/kg de MET ya que la expresion de estereotipias es necesariamente a costa de una
disminucién de la locomocion (Seiden y cols., 1993b). Asi mismo, el desplazamiento de tipo
dosis-dependiente de la conducta locomotora hacia la expresion de conductas estereotipadas
luego de la administracion repetida de estimulantes anfetaminicos también ha sido descripto por
otros autores (Kuczenski y Segal, 1999; Fowler y cols., 2003). Por otro lado, la administracién de
MOD a ratones, al igual que como fuera reportado por como fue observado por Simon y cols.,
(1995), indujo un aumento de la locomocion sin cambiar el patron de conducta hacia la expresion
de estereotipias, siendo significativamente mayor la distancia recorrida por los animales para la

dosis de MOD 180 mg/kg respecto de la observada luego de administrar 90 mg/kg.

Por dltimo, en lo que respecta a actividad motora, la locomocién observada en el grupo

M+M pareceria ser menor si se la compara con la locomocién del grupo que recibié una dnica
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inyecciéon de MOD. Esto podria deberse a que los animales que recibieron la combinacion de
ambos estimulantes pasan mas tiempo realizando estereotipias. Este aumento de estereotipias
observado cuando ambos estimulantes son administrados conjuntamente podria ser indicativo
de un efecto aditivo o sinérgico de ambos sobre la liberacion de DA. No obstante, también podria
estar siendo exacerbado como consecuencia del estrés generado al administrar ambas drogas
juntas ya que estimulos estresores pueden aumentar la adquisicion y/o la expresion de la

sensibilizacién de la conducta (Antelman y cols., 1980, Robinson y Becker 1986).

Luego del tratamiento con MET, y segun el protocolo de administracién (ej. Dosis repetidas)
muchos autores han reportado un menor contenido de dopamina estriatal y cambios indicativos
de degeneracion dopaminérgica. Entre estos Ultimos se encuentran la argirofilia, la activacion
astroglial y la disminucién de la marca de TH (Granado y cols., 2010; O’Callaghan y Miller,
1994). EIl perfil de toxicidad de MET es dependiente de la especie en estudio ya que en el
ratones y primates no humanos el dafio es principalmente dopaminérgico (Gluck y cols., 2001,
Mozley y cols.,, 2001, O’Callaghan y Miller, 1994), mientras que en ratas la toxicidad
dopaminérgica se acompafa también de un dafio al sistema serotoninérgico (Hotckkiss y Gibbs
1980).

Cuando nos propusimos evaluar el posible efecto protector de MOD frente a la
neurotoxicidad inducida por MET, elegimos estudiar dos variables bioquimicas: los niveles
estriatales de dopamina y la disminucién de la marca inmunorreactiva para TH. Asimismo,
estudiamos la actividad locomotora espontanea 6 dias después del tratamiento, la cual también
se encuentra alterada luego de un tratamiento toxico con MET (Bisagno y cols., 2002, Friedman
y cols., 1998).

Basandonos en nuestros resultados pudimos observar que el pretratamiento con MOD (a
cualquiera de las dosis estudiadas) logré prevenir la disminucion del contenido total de DA
estriatal inducido por MET. Mas aun, pudimos observar un aumento en el indice de recambio de
DA en el grupo MET, lo que podria significar que mas DA esta siendo metabolizada. Una posible
explicacion seria que las neuronas dopaminérgicas remanentes estarian liberando méas DA en
un intento de compensar la posible pérdida de terminales con el fin de mantener el tono

dopaminérgico.
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En relacion a los estudios de los cambios en los niveles de TH tuvimos en cuenta el patron
de dafio inducido por MET reportado por otros autores (Khun y cols., 2011). En este sentido
elegimos estudiar el StLd debido a que esta regién forma parte de la via dopaminérgicas
nigroestriatal y es particularmente vulnerable a los efectos deletéreos de MET (Kuhn y cols.,
2011). Del mismo modo, el estudio de los cambios en los niveles de TH también fue realizado en
el NAcc, area que pertenece a la via dopaminérgica mesolimbica, debido a que esta region es
particularmente resistente a los efectos toxicos de MET (Granado y cols., 2010). Lo que pudimos
observar fue que MET indujo una disminucién de la marca inmunorreactiva para TH en el StLD y
gue, tal como fuera reportado por Granado y cols., (2010), la marcacién para TH en el NAcc no
mostré cambios luego del tratamiento téxico con MET. En este sentido la coadministracion de
MOD (90 y 180 mg/kg) previno la alteracion en la marcacion para TH inducida por MET en el
StLd. Por otro lado, la actividad exploratoria/locomotora espontanea evaluada 6 dias después del
tratamiento disminuy6 luego de la administracion de MET vy, en este caso, la administracion de

MOD solo pudo prevenir de forma parcial esta alteracion.

En lo que respecta a la administracion de MOD cabe destacar que el mismo no una
disminucién en la actividad locomotora espontanea ni altera el contenido estriatal de DA a
ninguna de las dosis estudiadas. No obstante, en relacion a TH, la dosis mas alta de MOD (180
mg/kg) provoco la disminucion de la marca inmunorreactiva tanto en el StLd como en el NAcc.
Finalmente, debido a que la dosis de MOD de 90 mg/kg mostré resultados favorables sin
evidenciar efectos negativos sobre ningan parametro estudiado, es que elegimos esta dosis para

llevar a cabo el resto de los experimentos de la tesis.

Nuestros resultados sugieren un efecto protector de MOD frente a los efectos neurotdxicos
de MET sobre los terminales dopaminérgicos que inervan el estriado, probablemente
interfiriendo en su mecanismo de accién. Dado que ambos estimulantes actian sobre el DAT,
podria pensarse que MOD al ser un bloqueante del DAT esta interfiriendo con la entrada de MET
a la célula, la reversion del transportador inducida y la consecuente liberacion de DA y el

desarrollo de la toxicidad.
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Capitulo Il. Introduccién

A. INTRODUCCION

Objetivo especifico Il: Corroborar que la capacidad neuroprotectora de
modafinilo frente a la neurotoxicidad inducida por metanfetamina se
mantenga en ratones hembra.

Han sido descriptas diferencias de susceptibilidad a los efectos de MET dependientes del
sexo tanto animales como en seres humanos (Dluzen y Liu, 2008). El alcance del dafio
inducido por MET sobre la via nigroestriatal resulta mayor en machos que en hembras (Dluzen
y Liu, 2008; Dulzen y cols., 2010; Heller y cols., 2001), al igual que la cantidad de DA estriatal
liberada (Dluzen y Salvaterra, 2005). En contraposicion, las hembras son mas sensibles a los
efectos psicomotores de MET (Dulzen y cols., 2008a; Schindler y cols., 2002). Sin embargo, la
diferencia de susceptibilidad a los efectos toxicos de las sustancias varia con la sustancia en
cuestion. En este sentido, las hembras pueden ser mas susceptibles que los machos frente a
los efectos toxicos de otros compuestos que afectan el funcionamiento del sistema nervioso
central, como lo son: el etanol (Alfonso-Loeches y cols., 2013), el PCP (Olney y cols., 1991) y

el MK-801 (D’Souza y cols., 2002), ambos antagonistas del receptor NMDA.

Se sabe que las hembras poseen mas copias de DAT que los machos y una mayor
recaptacion vesicular de DA por parte del VMAT-2 (Bhatt y Dluzen, 2005, Poth y cols., 2012).
Este hecho podria estar vinculado con la menor sensibilidad en hembras a la toxicidad inducida
por MET. En este sentido, si la neuroproteccion frente a los efectos toxicos de MET por parte
de MOD estuviera relacionada con el bloqueo del DAT, entonces las hembras podrian ser
menos susceptibles a los efectos neuroprotectores de MOD.

De forma analoga, si la susceptibilidad a los efectos neurotdxicos de los compuestos varia
con el sexo de los animales, entonces no podemos asegurar que la administracion de MOD a

hembras no induce dafio a las terminales dopaminérgicas.

Por todo esto, en este capitulo nuestro objetivo fue corroborar que MOD a la dosis estudiada
no fuera toxico para los terminales dopaminérgicos que inervan el estriado de ratones hembra
tratados con un protocolo toxico de MET. Asi, una vez descartada la posibilidad de dafio
inducida por MOD, podremos confirmar si el efecto protector de MOD, previamente descripto

en ratones macho, es reproducible en ratones hembra.
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B. METODOLOGIA

I. Animales

Se utilizaron ratones hembras de 8 semanas de edad (18-23 g) de la cepa C57/BL6
provistas por el bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad
de Buenos Aires. Los animales fueron agrupados de a 3-5 animales por jaula con libre
acceso al agua y la comida, en una sala con temperatura controlada (22 + 2° C), humedad
relativa (55 = 15%) y un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas de acuerdo con las regulaciones
locales (SENASA, Argentina) en el bioterio del Instituto de Investigaciones Farmacologicas
(ININFA). Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con la guia de cuidado y uso

de animales de laboratorio del National Research Council (EE.UU., 2010).

Il.  Protocolo de administracién de drogas.

Para inducir la toxicidad dopaminérgica en hembras se administré un binge toxico de
MET (4 inyecciones i.p. de 5 mg/kg, cada 2 horas) como fue descripto por Thomas y cols.,
(2004). A su vez, cuando fue requerido, se administraron dosis de 90 mg/kg de MOD una
hora antes de la primera y de la Gltima inyeccion de MET como se muestra en el Figura Il.1.

La preparacion de las drogas fue realizada de la misma forma descripta en el capitulo I.

lll. Respuesta locomotora en campo abierto
Se determind la distancia total recorrida (en intervalos de 5 minutos) a partir de los 30
minutos previos a la administracion de MOD y durante las 8 horas subsiguientes a la misma
(Figura 1l.1). La actividad locomotora espontanea se analiz6 mediante el registro de la
distancia recorrida por los animales por un periodo de 30 minutos 6 dias después del
tratamiento. Para este fin se utilizaron cajas plasticas de 19 x 40 x 40 (en cm) y el software
Ethovision XT 5.1 (Noldus) para el andlisis y la adquisicién de los videos del mismo modo

en que fue descripto en el capitulo I.
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Figura Il.1. Esquema de tratamiento y ensayos conductuales. Protocolo de administracion de drogas
utilizado para el estudio de la interaccion aguda de MOD y MET durante la administracién de un binge
(panel azul, izquierda) y para el estudio del efecto neuroprotector de MOD sobre la neurotoxicidad inducida

por un binge de MET a distintos tiempos de administrado el tratamiento.

IV. Cuantificacién de catecolaminas por HPLC
Segun lo detallado en el capitulo I.

V. Andlisis de la coordinacién motora
Se utilizé el ensayo de rotarod que permite estudiar coordinacién motora y balance de
los animales. El dispositivo consiste en una barra giratoria de 3 cm de didmetro,
colocada a una altura de 17 cm, que gira a una velocidad de 16 rpm. El ensayo fue llevado
a cabo una hora después de haber registrado la actividad locomotora espontanea. Los
animales recibieron un entrenamiento de 10 minutos durante los cuales fueron colocados
nuevamente sobre la barra ante cada caida. Dos horas después del entrenamiento, se

registré el numero total de caidas de cada animal durante un periodo de 5 minutos.

VI. Técnicas histoquimicas
e. Obtencién del material histol6gico
Los animales fueron anestesiados con ketamina (0,5ml/kg i.p, Holliday-Scott) y xilazina
(1,4ml/kg i.p., Kensol-Konig) y perfundidos transcardiacamente con 20ml de PBS 10mM
heparinizado (pH 7,4, Heparina sodica 1000UI/L) seguido de 80ml de PFA 4% a PB 0,1M
(pH 7.4). Luego de extraidos, los cerebros fueron fijjados en PFA 4°C por 16 horas y

posteriormente fueron separados los hemisferios cerebrales. Uno de los hemisferios fue



Capitulo Il. Metodologia

crioprotegido en sacarosa 30% PB 0,1M durante 48 horas y cortado con un micrétomo de
congelacion en secciones coronales de 25 um de espesor. El otro hemisferio permanecio
en una solucién de PBS 0,1M hasta el momento de ser seccionado en rodajas coronales de

50 um coronales con vibratomo.

f. Inmunohistoquimica colorimétrica para TH
Mismo procedimiento detallado para TH en el capitulo I.

g. Inmunohistoquimica colorimétrica para DAT

Se realiz6 el mismo procedimiento utilizado para la deteccion de TH con modificaciones.
Para la determinacion de los niveles de expresion de DAT no se amplifico la reaccion con el
complejo ABC y luego de la incubacién con el anticuerpo primario monoclonal anti-DAT
producido en rata (1:500, Millipore, USA) los cortes fueron enfrentados a una solucion de
anticuerpo secundario anti-rata directamente acoplado a la enzima peroxidasa (1:1000,
Sigma Aldrich, USA).

h. Cuantificacién de la densidad 6ptica integrada para DAT
Mismo procedimiento detallado para TH en el capitulo I.

VIl.  Andlisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico InfoStat version 2013 y en todos los casos se
consideraron significativas las diferencias con un valor de p<0,05. El analisis de datos
correspondientes a cambios de actividad locomotora en el tiempo se realizé mediante el
ANOVA de medidas repetidas. Para el estudio de cambios histoquimicos entre los tiempos
16 horas, 48 horas y 6 dias se realizé el ANOVA de dos factores (tiempo y tratamiento)
seguido de la prueba de la minima diferencia significativa de Fischer (LSD) siempre que la
variable siguiera una distribucién normal y cumpliera con el supuesto de homocedasticidad.
En caso de no cumplirse los supuestos, se procedid a la transformacion de los datos. En
caso de haber interaccion entre los factores se procedio al andlisis de factores simples para
hallar las diferencias entre los grupos. Para el analisis de los resultados del ensayo de

Rotarod se realiz6 un ANOVA de una via seguido del test de Dunn.
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C. RESULTADOS

Para poder corroborar que la capacidad neuroprotectora de MOD frente a la neurotoxicidad

inducida por MET se mantiene en ratones hembra nos planteamos evaluar lo siguiente:

l. Interaccién de MOD y MET durante un protocolo de binge:

a. Respuesta locomotora en campo abierto

Registramos la actividad locomotora de hembras tratadas con un protocolo de binge de
MET coadministrado con MOD 90 mg/kg. Con el objeto de garantizar la neurotoxicidad inducida
por MET en hembras, debido la diferente susceptibilidad de género a los efectos téxicos de la
droga, se utilizé un protocolo de tratamiento distinto del utilizado en el capitulo I. Dado que la
neurotoxicidad de MET en ratones hembra fue evidenciada previamente por Thomas y cols
(2004), decidimos seguir con este protocolo de tratamiento como modelo en el que MET fue

administrada i.p. (4 x 5 mg/kg, cada 2 horas). Como se puede observar en la Figura 11.2:

* Luego de ambas inyecciones de MOD se observo un aumento gradual de la locomocion que
luego disminuye en forma gradual probablemente debido a que la droga comienza a ser
metabolizada (La vida media de MOD en roedores es de 1h; Dawson y cols., 2012).

= En el caso de MET, el aumento de la respuesta motora se dio en forma de pico luego de la
primera inyeccion de MET. Luego de la segunda, tercera y cuarta inyeccion de MET se
observé una disminucion abrupta de la actividad locomotora como consecuencia de la
disminucién de la distancia recorrida por los animales.

= Administrar MOD junto con un binge de MET resultd en una menor locomocion acumulada

respecto de lo observado para cada grupo de tratamiento al ser evaluado por separado.
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Figura I1.2. Efecto agudo de la administracion de MOD y MET en la locomocién. (A) La distancia

promedio recorrida + SEM (n= 5-8) fue registrada y analizada durante el tratamiento con el software
Ethovision (Noldus) y cada punto del grafico corresponde a la distancia total promedio recorrida en intervalos
de 5 min. Las flechas blancas representan el momento en que MOD/VEH fue administrado y las negras
representan el momento de administracién de MET/Sn. salina. Se resalta en azul el tiempo de registro
abarcado en el experimento del capitulo anterior. (B) En el panel inferior se muestra la distancia total
recorrida previo a la administraciéon de MOD (0-30 min), luego de administrar MOD (35-90 min) y una vez
iniciado el binge de MET (95-510 min). Two-Way ANOVA de medidas repetidas seguido de la prueba LSD de
Fisher.*p<0.05 vs. VEH, # p<0.05 vs. MET, & p<0.05 vs. MOD.
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Il. Estudiar el efecto neuroprotector de MOD frente a la deplecién dopaminérgica inducida
por el tratamiento con MET:

En esta seccion evaluamos el dafio hacia los terminales dopaminérgicos que inervan el
estriado mediante el andlisis del contenido enddgeno de DA y sus metabolitos y el estudio de la
alteracion de la locomocién espontanea 6 dias luego del tratamiento (Bisagno y cols., 2002,
Wallace y cols., 1999).

a. Deplecion de dopamina en el estriado.
Se procedi6 a la cuantificacién de Da y sus metabolitos 6 dias después de la administracion

de un protocolo de binge (4x 5mg/kg, cada 2 horas) como se muestra en la Tabla Il.1.

Dopamina

TRATAMIENTO VEH MOD MET M+M
DA 100,0+11,2 76,0+6,7 60,2+7,8* 80,949,1
DOPAC 100,0+11,4 79,3+8,3 71,7,248,9 90,2+16,0
HVA 100,0+32,5 77,7+16,5 103,6+29,6 115,3+25,4

[DOPAC+HVAJ/DA 1,00+0,04 1,16+0,26 1,28+0,17 1,19+0,16

TABLA II.1. Efecto de la administracion conjunta de MOD con un binge de MET sobre el contenido

estriatal de DA y sus metabolitos. Seis dias posteriores al tratamiento con un binge de MET se
determiné el contenido de dopamina estriatal y sus metabolitos por el método de HPLC. Los resultados se
expresan como valores relativos al grupo VEH (en porcentaje) + SEM (n= 5-7). ANOVA de una via seguido
de la prueba de Fisher.*p<0.05 vs. VEH.

Como se muestra en la tabla Il.1:

= El tratamiento con MET produjo una disminucion significativa del contenido enddgeno de
DA en el estriado, no asi de sus metabolitos que se acompafia de una tendencia al
aumento del cociente [[DOPAC+HVA)/DA].

» La administracion de MOD no alter6 de manera significativa los niveles estriatales de DA y
sus metabolitos.

= La administracion de MOD previa a MET previno la deplecién del contenido de dopamina

en el estriado.
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b. Locomocion espontdnea.

Se procedid a evaluar si existia un déficit en la actividad motora relacionado con la
deplecion dopaminérgica 6 dias posteriores a la administracion del binge téxico de MET.
Cuando se registré la actividad locomotora espontanea en un campo abierto (Figura 11.3),

se observo que:

» La actividad locomotora y/o exploratoria resultd ser significativamente menor en el grupo
tratado con MET pero no en el grupo que recibié el tratamiento con MOD.

» La administracion de MOD previno esta disminucion de la actividad exploratoria inducida
por MET.
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Figura Il.3. Efecto de MOD sobre la actividad locomotora espontanea luego de la administracion de

un binge de MET. (A) Actividad locomotora espontanea registrada luego de 6 dias de la administracién de
un binge de MET con el software Ethovision (Noldus). Cada punto corresponde a la distancia promedio
recorrida + SEM en un intervalo de 5 minutos (n= 5-8). (B) Distancia total recorrida + SEM luego de 30
minutos de registro (expresada en porcentaje del grupo VEH). ANOVA de una via seguido de la prueba
LSD de Fisher * p<0.05 vs. VEH, # p<0.05 vs. MET.
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c. Coordinacion motora (RotaRod)

Se realiz6 el estudio de la performance motora mediante el test de rotarod. Este test
permite evaluar si los tratamientos originan incoordinacion motora al estimar la habilidad del
animal de mantenerse sobre el cilindro sin caerse como una medida de balance o coordinacion
motora. El ensayo fue realizado a los 6 dias posteriores al tratamiento toxico con MET vy los

resultados se muestran en la Figura 11.4:

= En el grupo MET no se observan alteraciones de coordinacion motora.

= La combinaciéon de ambos estimulantes mejor6 la performance en el test de rotarod.
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Figura I.4. Efecto de administrar MOD junto con un binge de MET en la coordinacién motora.

NUmero de caidas * rango intercuartil registradas en un periodo de 5 minutos (n= 11-14) luego de 6 dias
de la administracion de un binge de MET. Kruscal-Wallis seguido de la prueba de Dunn. *,p<0,05 vs VEH.

lll. Estudiar el efecto neuroprotector de MOD frente a la toxicidad dopaminérgica inducida
por MET en el estriado segdn:

a. Alteraciones histologicas dopaminérgicas en el Estriado:
Evaluamos el dafio hacia los terminales dopaminérgicos mediante la disminucion de los

niveles de DAT y de TH en el estriado (Granado y cols., 2010). Para cumplir con este objetivo
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los animales fueron sacrificados a tres tiempos diferentes con el proposito de establecer el
orden de eventos que derivan en la toxicidad de las terminales dopaminérgicas.
b. Inmunomarcacion para TH en el estriado

Se evalud el posible dafio a los terminales dopaminérgicos que podria estar acompafiando
la disminucién de DA y la alteracidn motora observada. Para cumplir con dicho obijetivo, los
animales fueron sacrificados a tres tiempos diferentes con el propésito de establecer el curso
temporal de los eventos que derivan en la toxicidad de los terminales dopaminérgicos. En la
Figura 1.5 se muestra la cuantificacion final de los niveles de TH y en la Figura 1.6 las fotos

representativas de la tincion. En ellas se puede observar:

= La disminucion de los niveles de TH en el StLd de ratones hembra tratados con MET. Esta
disminucion se puede evidenciar recién a los 6 dias de administrado el tratamiento.

= MOD previno la disminucion de la marcacién para TH inducida por MET.

= MOD 90 mg/kg no alterd los niveles de TH en el estriado en ninguno de los tiempos

estudiados.
= No se evidencié una disminucion significativa de los niveles de TH en el NAcc 6 dias

posteriores a la administracion de ninguno de los tratamientos.

p<0,05
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Figura IL.5. Efecto protector de MOD sobre la disminucién de la inmunorreactividad para TH a
distintos tiempos posteriores al tratamiento con MET. Los resultados se expresan como densidad
Optica integrada (DOI) en porcentaje del grupo VEH £ SEM (n= 5-8). ANOVA de una via seguido de la
prueba LSD de Fisher * p<0.05 vs. VEH, # p<0.05 vs. MET, & p<0,05 vs MOD.
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Figura Il.6. Efecto protector de MOD sobre la disminucion de la inmunorreactividad para TH a
distintos tiempos posteriores al tratamiento con MET. Imagenes representativas del efecto del
tratamiento sobre la inmunomarcacion para TH en el estriado dorsal-lateral (StLd A-L) a las 16 horas (A-D),
48 horas (E-H) y 6 dias (I-L) posteriores a MET. En el panel inferior se muestran las imagenes del Nucle
Accumbens core (NAcc, M-P). Escala (A-P): 100pm. Escala (A"-L"): 50um.



Capitulo Il. Resultados

c. Inmunomarcacion para e/l DAT
Debido a que el DAT esta involucrado en el mecanismo de accion tanto de MOD como de

MET nos propusimos estudiar los niveles del transportador luego de la administracién de ambos

estimulantes (Figura 1.7 y 11.8).

DAT

- o
__ 120- — Mer
é 100+ gi P - &% Bl
= o / /

X /
I a
20- % g

¢ /

16 h 48 h 6d

Figura I.7. Efecto de MOD sobre la disminucién de la inmunorreactividad para DAT en el estriado a

distintos tiempos posteriores al tratamiento con MET. Los resultados se expresan como densidad
Optica integrada (DOI) en porcentaje del grupo VEH + SEM (n= 5-8). ANOVA de una via seguido de la
prueba LSD de Fisher * p<0.05 vs. VEH, # p<0.05 vs. MET, & p<0,05 vs MOD.

Como se observa en las figuras 1.7 y 11.8:

MOD 90 mg/kg no altero los niveles de DAT en el estriado en ninguno de los tiempos
estudiados.

La inmunomarcacién para DAT en el StLd se encontrd disminuida en el grupo MET a los 6
dias posteriores a la administracion de MET mientras que la administracion de MOD fue
capaz de prevenir esa alteracion.

No se evidencié una disminucién significativa de los niveles de DAT en el NAcc a los 6 dias

posteriores a la administracion de MET.
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Figura 11.8. Efecto protector de MOD sobre la disminucién de la inmunomarcacién para DAT a
distintos tiempos posteriores al tratamiento con MET. Imagenes representativas del efecto del
tratamiento sobre la inmunomarcacion para DAT en el estriado dorsal-lateral (StLd A-L) a las 16hs (A-D),
48 hs. (E-H) y 6 dias (I-L) posteriores a MET. En el panel inferior se muestran las imagenes del Nucleo
Accumbens core (NAcc, M-P). Escala: 100um.
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D. DISCUSION

Como fue discutido en el capitulo I, la administracion conjunta de ambos estimulantes podria
resultar en el aumento de expresion de estereotipias y, como consecuencia de esto, en la
disminuciéon de la respuesta locomotora. Como puede observarse luego de la primera
inyeccion de MET, la distancia recorrida aumenta de forma aguda y, después de cada
inyeccion subsiguiente, disminuye inmediatamente a niveles comparables con el grupo VEH.
Esto podria estar relacionado con el hecho de que las concentraciones plasmaticas de MET
van aumentando con cada inyeccion y la induccion de estereotipias se da en forma dosis-
dependiente, si bien nosotros no evaluamos la aparicion de estereotipias en los experimentos
realizados en hembras. De este modo, la coadministraciéon de ambos estimulantes podria estar
causando la disminucion de la distancia total recorrida por los animales posiblemente bajando

el umbral al cual MET induce estereotipias.

Para alcanzar valores comparables de locomocion, Zolkowska y cols., (2009) observaron en
su trabajo que MOD inducia una menor liberacion de DA en el NAcc que MET. Esto podria
estar indicando que el efecto locomotor inducido por MOD depende de un mecanismo que
potencia la accion de la DA sin llegar a alcanzar valores sinpticos altos de DA que
desencadenen estereotipias. Estos autores también advirtieron que la preadministracion de
MOD podria atenuar la liberacion de DA inducida por MET, no obstante, la DA liberada cuando
se combinan ambos estimulantes es mayor que en el grupo control, no pudiendo MOD prevenir
las estereotipias inducidas por MET. Asi, el bloqueo del DAT por parte de MOD atenua la
liberacion de DA inducida por MET pero no seria suficiente para prevenirla. De modo que, no
siendo suficiente el bloqueo del DAT por parte de MOD para explicar el efecto protector de
MOD en el grupo M+M, no se puede descartar la posible contribucion de la accion de MOD

sobre los D2R en este efecto.

Por otro lado, las anfetaminas sustituidas causan deplecion a largo plazo de DA,
acompafada por otros cambios indicativos de toxicidad de terminales nerviosas como lo son la
argrofilia (afinidad por la plata debido a la degeneracion), incremento de los niveles de GFAP
(marcador de gliosis reactiva) y descenso a largo plazo de proteinas presentes en terminales

dopaminérgicas como TH.
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El protocolo de administracion de MET utilizado en este capitulo indujo una disminucion del
contenido estriatal de DA y la alteracion de la actividad locomotora/exploratoria 6 dias
posteriores al tratamiento. Como esperabamos, el efecto protector de MOD descripto en el
capitulo I en machos fue replicado en hembras. No obstante, a diferencia de lo que pudimos
observar en machos, el turn-over de DA no se encontro alterado en hembras. Esto podria ser
atribuido a las diferencias entre el protocolo de administracion de MET utilizado en machos y
en hembras. Del mismo modo, la actividad locomotora espontdnea inducida por MET en
hembras pareciera limitarse a los primeros 10 minutos de registro a diferencia de los machos,
donde la alteracién pareciera ser mas importante, abarcando los 30 minutos de registro (ver

capitulo 1)

En lo que respecta a la coordinacion motora, al igual que lo observado por Jeng y cols.,
(2006) una semana después de administrar un binge de MET no observamos una alteracion en
esta conducta. Es posible que en este caso la deplecién dopaminérgica no sea suficiente para
observar la alteracion de la coordinacion motora o que la transmision dopaminérgica sea
compensada o adaptada a estos bajos niveles de DA. Sin embargo, pudimos observar que la
combinacién de ambos estimulantes mejora de la performance en el test de rotarod realizado 6

dias luego del tratamiento.

Finalmente, del estudio de los cambios de expresidon de los marcadores de terminales
dopaminérgicos (TH y DAT) observamos que la disminucion de los mismos por parte de MET
se hace significativa recién a los 6 dias posteriores al tratamiento. La administracion de MOD
no induce alteraciones en TH y DAT siendo MOD capaz de prevenir la disminucién de estos

marcadores por parte de MET.

En sintesis, los resultados de este capitulo confirman el efecto protector de MOD frente a las
alteraciones inducidas por MET en hembras. La administracion de MOD no mostré inducir
toxicidad dopaminérgica en hembras, confirmando lo observado previamente en machos. Es
por esta razon que, habiendo confirmado lo previamente observado en machos, decidimos

continuar los experimentos siguientes de la tesis en ratones hembras.
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A. INTRODUCCION

Objetivo especifico lll: Estudio del efecto de modafinilo sobre la activaciéon
de genes de expresion temprana, la activacion de las células de lagliay la
expresion de genes relacionados con la apoptosis mediada por
metanfetamina.

El analisis de la activacion de genes de expresion temprana (IEGs), como c-Fos, se utiliza
comunmente como herramienta para estimar el indice de activacion neuronal y para la
identificacion de &reas que participan en el efecto de las drogas de abuso (Graybiel y cols.,
1990b). Tanto MET como R-MOD inducen un aumento de la expresion de éstas proteinas en el

estriado (Fiocchi y cols., 2009; Jedynak y cols., 2012).

El proto-oncogén c-fos codifica para la proteina c-Fos la cual posee una baja expresion en
condiciones basales (Curran 1998) pero que aumenta su expresion de forma transitoria frente
a estimulos externos relacionados con la division celular o de despolarizacién neuronal
(Greenberg y cols., 1986; Morgan y Curran 1986; Sheng y Greenberg 1990). Este tipo de
estimulacion externa mediada por la activacion de receptores de superficie induce la expresion
de genes tanto de la familia Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 y Fra-2) como la de genes de la familia
Jun (c-Jun, JunB y JunD). La union de las proteinas de la familia Fos con las de la familia Jun
resulta en heterodimeros que componen al factor de transcripcion AP-1 (Proteina activadora
1). Luego, este factor se une a sitios AP-1 del ADN presentes en promotores de genes que
participan en procesos relacionados con la proliferacion y la diferenciacion celular (Franza y
cols., 1988). El rol de la expresion de c-Fos puede resultar en eventos protoxicos o protectores
dependiendo del dimero que forme. Por esta razon, el estudio de la expresion de c-Fos es Uutil
para evaluar el grado de activacion neuronal y no la funcién que cumple la expresion de este

gen.

Por otro lado, la expresion de FosB/AFosB se utiliza cominmente para predecir cambios
plasticos a nivel singptico asociados con la sensibilizacion de la respuesta a determinadas
conductas (Nestler y cols., 2001). Ante la exposicion repetida a drogas de abuso se puede
observar la aparicion de isoformas modificadas de larga vida media de FosB, como AFosB (35-
37 kDa), las cuales tienden a acumularse para formar un complejo AP-1 de larga duracion
(Cheny cols., 1997; Nestler y cols., 2001).
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AFosB carece del dominio C-terminal presente en FosB que es responsable de la rapida
degradacion de la proteina completa, otorgandole a esta variante truncada una mayor
estabilidad (Chen y cols., 1997). Esta estabilidad permite que AFosB pueda persistir elevada
por mas tiempo promoviendo cambios plasticos adaptativos de larga duracion relacionados
con el desarrollo de las conductas caracteristicas de las adicciones (Nestler 2001). Si bien no
se conoce el efecto de MOD sobre la expresion de FosB, se sabe que MET aumenta su
expresion y que la misma pareceria estar relacionada con la expresion de proteinas cuya
funcion contribuye a la neuroproteccion frente al dafio inducido por MET (Kuroda y cols., 2010).
Es por esta razén en este capitulo nos propusimos, entre otras cosas, estudiar el efecto de la
administracion de MOD junto con MET sobre la activacion de genes de expresién temprana.
Ademas, siendo que poco se sabe acerca del efecto de MOD sobre la induccion de la
expresion de estas proteinas es que resulta un objetivo en si mismo indagar sobre esta

cuestion.

Por otro lado, se sabe que la administracion de un tratamiento neurotéxico con MET es
capaz de inducir una respuesta inflamatoria en el estriado. Esta respuesta se caracteriza
por una fuerte activacion de astrocitos y de células de la microglia (LaVoie y cols., 2004,
O’Callaghan y Miller 1994, Thomas y cols., 2004). La astroglia y la microglia forman parte
de la neuroglia y son los tipos celulares predominantes en el cerebro de los Homo sapiens.
Estas células se encargan de controlar el ambiente molecular local del encéfalo y son el

sistema de defensa intrinseco del sistema nervioso central (Heneka y cols., 2010).

Los astrocitos pueden ser protoplasmaticos o fibrosos. Los astrocitos protoplasmaticos
se encuentran predominantemente en la sustancia gris y se encargan de dividirla en
unidades estructurales o “dominios” relativamente independientes entre ellos (Bushong y
cols., 2004). Cada astrocito establece su propio territorio dentro de los limites de sus
propios procesos arborizados que contactan con sinapsis, neuronas y vasos sanguineos
(Heneka y cols., 2010). Este tipo de organizacién celular se encuentra presente tanto en
humanos como en roedores pero difiere en el volumen de cada dominio (Nedergaard y
cols., 2003, Oberheim y cols., 2009). En humanos resulta mayor el nimero de sinapsis las
reguladas e integradas dentro de un mismo dominio astroglial respecto de lo que se

observa en el caso de los roedores (Halassa y cols., 2007).
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Los dominios astrociticos se relacionan entre ellos para formar los “sincitios astrogliales”
mediante uniones comunicantes (gap junctions) ubicadas en la periferia de cada uno de sus
procesos en el lugar donde se solapan los dominios. Estas uniones permiten el intercambio
de un gran numero de moléculas entre astrocitos incluidos los segundos mensajeros.
Dentro de una misma estructura anatdmica pueden coexistir varios sincitios astrogliales
acoplados eléctricamente entre ellos o presentar poco 0 ningun acoplamiento eléctrico
como es el caso de las redes astrogliales que componen “barriles” en la corteza sensorial

del cerebro del ratén (Heneka y cols., 2010).

Los astrocitos que forman parte de la BHE conectan a las neuronas con sus capilares
vecinos que liberan sustancias vasoactivas en respuesta a cambios de actividad neuronal
(Heneka y cols., 2010, Oberheim 2009). Los astrocitos almacenan glucosa en forma de
glucégeno y frente a incrementos de actividad neuronal, lo convierten en lactato, sustrato
energético para las neuronas. Los astrocitos también se encargan de conservar el
gradiente electroquimico en las neuronas al mantener los niveles extracelulares de [K*] y de
compensar los cambios de osmolaridad en la sinapsis regulando el pasaje de agua por
medio de acuaporinas. Finalmente, estas células se encargan de regular los niveles
extracelulares de glutamato evitando que su exceso desencadene procesos neurotdxicos
(Heneka y cols., 2010). De hecho, el glutamato es recaptado por el astrocito a través del
transportador de aminoacidos excitatorios (EAAT) en un proceso regulado por el amoniaco
(Heneka y cols., 2010), molécula que se encuentra aumentada en tratamientos toxicos con
MET presumiblemente a causa de la hepatotoxicidad inducida por ella (Halpin y Yamamoto
2012).

Junto con el terminal de la neurona presinaptica y la membrana de la neurona
postsinaptica, los astrocitos componen la “sinapsis tripartita” (Perea y cols., 2009). Estos
responden ante ingresos de calcio a la célula liberando gliotransmisores como glutamato,
ATP, D-serina, GABA, taurina y demas moléculas para regular la eficacia de la sinapsis
(Heneka y cols., 2010). Los astrocitos son elementos clave en la génesis, la maduracion y
el mantenimiento de la sinapsis y protegen a las células de eventos oxidativos regulando
las respuestas inflamatorias y la produccion de antioxidantes como el glutation (Heneka y
cols., 2010, Pfeiger 2009).
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Dentro de la neuroglia se encuentran las células de la microglia (macrofagos residentes
en el SNC). Estas células acceden al cerebro durante el periodo postnatal temprano y son
capaces de autorrenovarse sin necesidad de ser reemplazadas por monocitos circulantes
(Ajami y cols., 2007). Actuan como células presentadoras de antigenos constituyendo la
primera linea de defensa del SNC frente a patdgenos y sensando el dafio tisular (Hanisch y
Kettenmann 2007). En estado de reposo, las células de la microglia poseen un soma
pequefio y multiples procesos finos (morfologia ramificada) mientras que en estado activo
adquieren morfologia de células “ameboideas” con capacidad de migrar hacia el sitio de la
injuria para fagocitar los desechos celulares. La microglia activada secreta citoquinas
proinflamatorias como la interleuquina 1-8 (IL1-B) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) junto con especies reactivas del oxigeno, radicales libres y oxido nitrico (Felter y
Amigorena 2005, Gomes-Leal 2005, Hanisch y Kettenmann 2007).

Cada célula de la microglia también delimita dominios a los que se encarga de escanear
continuamente a través de sus procesos (Nimmerjahn y cols., 2005). La microglia se activa
en respuesta al dafio neuronal o frente a estimulos provenientes de los astrocitos
(Kreutzberg 1996, Nakajima y cols., 2007, Shih y cols., 2006). A su vez, la astroglia puede
puede tanto activar como modular la actividad de la microglia contribuyendo a generar o
disminuir su citotoxicidad (Ramirez y cols., 2005, Von Bernhardi y Eugenin 2004). Al mismo
tiempo, la microglia puede intervenir en la activacion y la proliferacion de los astrocitos
(Giulian y Baker 1985), modular la expresion de enzimas antioxidantes en las células de la
astroglia (Rohl y cols., 2008) e inhibir las uniones comunicantes mediante las citoquinas
proinflamatorias que libera (Meme y cols., 2006). De este modo, la inflamacion puede ser
iniciada por la activacién de cualquiera de estas células convirtiéndose en un proceso

complejo de activacion reciproca de un tipo celular sobre el otro.

Frente al dafio neuronal también son reclutados los macréfagos periféricos (microglia de
tipo M2) que acceden al SNC en una instancia tardia a través del plexo coroideo para dar
fin a la respuesta pro-inflamatoria de la microglia residente e iniciar la reparacion del dafio
(Heneka y cols., 2010, Shechter y cols., 2009). A diferencia de la microglia residente, la
microglia de tipo M2 libera citoquinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10). Este fenotipo se
adquiere frente a la exposicion de las células al atravesar el plexo coroideo por exposicion

a proteinas de la matriz extracelular y condroitina sulfato (Rolls y cols., 2008).

72



Capitulo lll. Introduccién

MET produce la activacion de los astrocitos (Bowyer y cols., 1994, O'Callaghan y Miller
1994) y de las células de la microglia (LaVoie y cols., 2004, Thomas y cols., 2004) tanto en
modelos animales (Thomas y cols., 2004) como en humanos (Kitamura y cols., 2010,
Sekine y cols., 2008). MET también induce la liberacion de citoquinas inflamatorias (TNFa,
IL-1B e IL-6) por parte de la microglia (Flora y cols., 2002, Gongalves y cols., 2008,
Nakajima y cols., 2004) cuya produccion excesiva puede derivar en deficiencias

conductuales ya que promueve la neurotoxicidad (Block y Hong 2007).

Se cree que la activacion de la glia inicialmente contribuye a proteger el tejido nervioso
de la injuria ya que la astrogliosis es necesaria para limitar el tejido dafiado y para la
recuperacion de la funcion neuronal. Del mismo modo, la microglia activada seria necesaria
para llevar a cabo las respuestas inmunes y para la remocion de los desechos provenientes
de la muerte celular (Hanisch y Ketterman 2007, Ransohoff y Perry 2009). No obstante, una
sobreactivacion de estas células puede resultar en un desbalance entre la neuroproteccién

y la neurotoxicidad y producir la muerte neuronal (Giaume y cols., 2007).

Finalmente, MET induce apoptosis en las células del estriado de ratones a través de la via
intrinseca mitocondrial (Jayanthi y cols., 2004). Las proteinas de la familia Bcl-2, subfamilia
BAX, forman parte de esta via y el aumento de su expresion deriva en la formacion de un poro
en la membrana externa de las mitocondrias que permite la liberacion de hidrolasas y
caspasas desde el espacio intermembrana al citosol desencadenando la muerte celular. /n
vivo, la proteina BAX puede formar homodimeros o heterodimeros con la proteina Bcl-2
(proteina anti-apoptatica). La sobreexpresion de BAX neutraliza la actividad del represor de la
apoptosis Bcl-2, siendo el balance entre la expresion de estas dos proteinas el determinante

entre la supervivencia y la muerte celular por apoptosis (Oltvai y cols., 1993).

En sintesis, para responder a la pregunta sobre si MOD es capaz de prevenir los eventos
inflamatorios y pro-téxicos desencadenados por el tratamiento con MET nos propusimos: a)
Investigar el efecto particular de MOD y de la combinacion de ambos estimulantes sobre la
expresion de genes de expresion temprana (IEGs); b) evaluar si el efecto protector de MOD
involucra modificaciones sobre la activacion de células de la glia y c) estudiar los cambios en
los niveles de expresion de las proteinas BAX (pro-apoptética) y Bcl-2 (anti-apoptética) en el

estriado.
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B. METODOLOGIA

I.  Animales
Segun lo detallado en el capitulo II.

Il. Protocolo de administracién de drogas.
Segun lo detallado en el capitulo II.

.  Técnicas histoquimicas

a. Obtenci6n del material histolégico
Se procedié del mismo modo como fue descripto en el capitulo 1. Luego de extraidos,
fijados y posteriormente separados los hemisferios cerebrales, uno de los hemisferios fue
crioprotegido en sacarosa 30% PB 0,1M durante 48 horas Este hemisferio fue utilizado en
el capitulo Il para la realizacion de técnicas histoquimicas y en este capitulo para la
inmunohistoquimica de GFAP. El otro hemisferio permanecié en una soluciéon de PBS 0,1M
hasta el momento de ser seccionado en rodajas de 50 um coronales con vibratomo y fue

utilizado para el estudio histoquimico de ILB-4.

b. Inmunohistoquimica colorimétrica para GFAP, c-Fos y FosB.

Se realiz6 el mismo procedimiento utilizado para la deteccion de TH con modificaciones.
Para la deteccion de GFAP (proteina fibrilar glial) el bloqueo de la peroxidasa endégena se
realizé con H,O, al 3% debido a que los astrocitos poseen mayores concentraciones
endbégenas de esta enzima. La incubacion de las rodajas se realizé en una solucién de
anticuerpo anti-GFAP producido en conejo 1:500 (Sigma Aldrich) y se procedi6 al revelado

de la marca siguiendo el mismo procedimiento explicado para TH (ver capftulo I).

Para la determinacion del nimero de células que expresan los genes de expresion
temprana c-Fos o FosB los cortes fueron conservados en PFA 4% (en PB 0,1M) hasta el
momento de realizar la técnica de inmunohistoquimica. Los cortes fueron lavados durante
30 minutos con una solucién de HCI 2M a 37°C seguida de un lavado con una solucion de
acido borico 0,1M durante 10 minutos a temperatura ambiente con el proposito de efectuar

la exposicion antigénica. Luego la técnica se continuo del mismo modo en que fue descripta
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para la marcacion de TH explicada en el capitulo | exponiendo los cortes a una solucion de

anticuerpo primario anti c-Fos o anti-FosB (1:800, Sigma Aldrich) segun fuese el caso.

c. Cuantificacién del &rea inmunorreactiva para GFAP
Se realiz6é bajo microscopio con la ayuda del software de mapeo Mercator Pro (Explora
Nova, La Rochelle, Francia) acoplado a un microscopio Nikon (Eclipse 50i). El area
inmunorreactiva fue determinada en de 400x distribuidos a lo largo del estriado dorsal (236
x 140 pm2 cada uno) como se muestra en la Figura lll.1. Se utilizé la herramienta umbral
de color para diferenciar la marca especifica del fondo y se calcul6 el porcentaje de area

inmunorreactiva promediando los valores obtenidos para cada animal.

Figura lll.1. Esquema de cuantificacion. Areas seleccionadas para la cuantificacion de la activacion

de las células de la glia y para la cuantificacion de genes de activacion temprana con el software
Mercator Pro.

d. Cuantificacién del nimero de neuronas positivas para c-Fos o FosB
Se realiz6é bajo microscopio con la ayuda del software de mapeo Mercator Pro (Explora
Nova, La Rochelle, Francia) acoplado a un microscopio Nikon (Eclipse 50i). El nimero de
nacleos positivos para c-Fos o FosB fue determinado en 4 sondas de 236 x 140 um2 cada
una, distribuidas a lo largo del StLd (3 sondas) y el NAcc (1 sonda) como se muestra en la

Figura lll.1.
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e. Histoquimica colorimétrica para isolectina-B4 (ILB4)

La tincion para las células de la microglia se realizé sobre cortes fijados de 50um de
espesor con la lectina ILB4 conjugada directamente con la enzima peroxidasa segun el
método desarrollado por Streit (1999). La lectina ILB4 tifie selectivamente la microglia en el
sistema nervioso central (Ayoub y Salm, 2003; Thomas y cols., 2004) no siendo detectada
en otras células de la glia como astrocitos y oligodendrocitos (Streit y Kreutzberg 1987). Se
procedio al lavado y bloqueo con una solucion de buffer fosfato salino 0,1M (PBS, pH 7.2)
conteniendo 3% H»O durante 30 minutos y luego lavados en PBS 0.1% Triton X-100
durante 30 minutos. Los cortes se incubaron con ILB4 conjugada con la peroxidasa de
rabano HRP (10 pg/ml en 0.1% Tritdbn X-100) por 16 horas a 4°C. El exceso de ILB4 fue
removido mediante lavados y luego se procedié al revelado con DAB en 0.015% de H-O..

f. Cuantificacion de la activacién de la microglia

Se realiz6 bajo microscopio con la ayuda del software de mapeo Mercator Pro (Explora
Nova, La Rochelle, Francia), acoplado a un microscopio Nikon (Eclipse 50i). Se utilizdé un
sistema semiautomatico de conteo que permite determinar la posicion de las células
contadas dentro de los campos de 400x elegidos segun el caso (236 x 140 ym de area)
ubicados dentro del estriado como se muestra en la Figura lll.1. Las células de la microglia
contadas fueron clasificadas de acuerdo con su morfologia en: ramificadas,
hiperramificadas-reactivas o ameboideas como se muestra en la Figura Ill.2. La microglia
con morfologia ramificada fue considerada como microglia en estado de reposo mientras
gue las células hiperramificadas-reactivas y ameboideas se agruparon en la categoria
microglia activada (Streit, 1999). Los resultados fueron expresados como porcentaje de

células en estado de reposo o activado frente al total de las células contadas.
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RAMIFICADA HIPERRAMIFICADA-REACTIVA AMEBOIDE

Figura lll.2. Secuencia de activacion de la microglia. Cambios morfolégicos que permiten diferenciar

los distintos estadios de activacion de las células de la microglia. Escala 100 um.

IV. Técnica de Plata
a. Obtencion del material histolégico

Los animales fueron anestesiados con ketamina (0,5 ml/kg i.p, Holliday-Scott) y xilazina
(1,4 ml/kg i.p., Kensol-Konig) y perfundidos intracardiacamente con 20ml de solucion de
lavado (Glucosa 0,4 %, Sacarosa 0,8 % y Cloruro de sodio 0,8 %) seguido de 80 ml de PFA
al 4% en buffer borato 0,2M pH = 7. Los cerebros permanecieron en el craneo del animal
por un periodo de 12 horas a 4°C, pasados los cuales fueron crioprotegidos en una solucion
de sacarosa en agua al 30% hasta el momento de ser seccionado en rodajas sagitales de
40 um con micrétomo. Para todos los pasos de esta técnica se utilizé agua de calidad

miliQ.

b. Técnica Cupro-Amino-Argéntica

Esta tincion se utiliza comunmente para visualizar fendmenos degenerativos
irreversibles y en nuestro caso sera util para investigar el curso temporal de la
degeneracion inducida por MET. La tincion de plata fue realizada segun el protocolo
publicado por De Olmos 1994. Inicialmente se realiz6 una preimpregnacion de 2 h en una
solucién de preimpregnacién [AgNOs; 100 mg, acido a—amino-n-butirico 53 mg, alanina 46
mg, 2 ml de 0.5% CuNOs3, 0.2ml de 0.5 % CdNOs, 1.5ml de 0.5% LaNOs, 0.5 ml de rojo
neutro al 0.5 %, 1 ml de piridina, 1 ml de trietanolamina, 2 ml isopropanol y 100 ml de agua
a 50 °C]. Luego de la pre-impregnacion las secciones fueron lavadas con acetona y
expuestas a la solucion de impregnacion [412 mg AgNOs, 4ml de etanol, 0.05 ml de
acetona, 3 ml de 0.4% LiOH, 0.65 ml de NH4OH, 5 ml de agua por un periodo de 50

minutos a temperatura ambiente]. En un paso posterior las secciones se incubaron en una
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solucién reductora [formaldehido/acido citrico] y detenida con acido acético al 0,5 % a los
25 minutos. El blanqueamiento se realizO en dos pasos para eliminar los depdsitos
inespecificos de plata del tejido, primero en ferricianuro de potasio al 6% y luego en
permanganato de potasio al 0.06 % durante 20 segundos. Se realiz6 un lavado y se
procedio a la estabilizacion de la marca con tiosulfato de sodio al 2 %, le sucedid otro
lavado y se realiz6 la fijacion (Fijador Kodak diluido 1:6 en agua) durante 1 minuto.
Finalmente se montaron las secciones, se dejaron secar al aire, se deshidrataron y luego

de un paso por Xileno fueron cubiertas con medio de montaje (DPX, Flucka).

V.  Determinacién de BAX y Bcl-2 por Western Blot

Los animales fueron sacrificados 16 horas después del tratamiento. Se procedio a la
diseccién del estriado y los tejidos fueron almacenados a -70°C hasta el momento de ser
procesados para Western Blot. Se realiz6 un homogenato en una solucion de 50 mM de
Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS,
1 mM PMSF, 5 pg/ml leupeptina y 5 pg/ml de aprotinina. Del sobrenadante obtenido luego
de la centrifugacién del homogenato se determind la concentracién proteica mediante al
método de cuantificacion de proteinas de Lowry. La muestra a sembrar fue preparada
diluyendo una alicuota de homogenato con igual volumen de buffer de siembra (4% SDS,
20% dglicerol, 10% B-mercaptoetanol, 125 mM Tris, pH 6.8), y hervido a 100 °C por 5
minutos. Luego de la siembra se separaron las proteinas (50-100 pg/calle) mediante la
técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Una vez
separadas, fueron transferidas a una membrana de PVDF. Las membranas conteniendo las
proteinas se incubaron con las soluciones de anticuerpo anti-BAX policlonal producido en
conejo (Santa Cruz Biotechnology) o con la solucién de anticuerpo contra Bcl-2 (RyD
Systems, Minneapolis, MN), ambos diluidos 1:500. Las membranas fueron posteriormente
incubadas en una solucion de anticuerpos dirigidos contra la IgG de conejo unidos a HRP y
reveladas por electroquimioluminiscencia (reactivos de Amersham, Piscataway, NJ).
Finalmente, luego del bloquear la enzima HRP conjugada al anticuerpo secundario, se
incubaron las membranas con el anticuerpo monoclonal anti a-tubulina (1:3000, Sigma, St.

Louis, MO) con el objeto de realizar el control de carga de la proteina sembrada en el gel.

VL. Andlisis estadistico
Idem capitulo II.
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C. RESULTADOS

Para poder cumplir con los objetivos de este capitulo nos planteamos:

I. Estudiar de la activacién de genes de expresion temprana en el estriado

a. Activacion de c-Fos en el estriado.

El andlisis de la activacion de c-Fos se utiliza cominmente como herramienta para estimar
el indice de activacion neuronal y para la identificacion de areas que participan en el efecto de
las drogas de abuso (Graybiel y cols., 1990b). Para llevar a cabo este propésito los animales
fueron sacrificados 1 hora después de la ultima inyeccién de MET y cuantific6 el nimero de
neuronas positivas para c-Fos en el StLd y en el NAcc core en los cerebros de los animales
tratados (Figura llI.3). Como puede observarse en la figura, donde los puntos negros

corresponden a la marca positiva:

» En el StLd y en el NAcc se observd la induccidn de la activacion de c-Fos cuando los
animales fueron tratados con cada uno de los estimulantes. Sin embargo, el efecto fue
significativamente mayor luego de la administracion de MET.

= Por otro lado, la administracion de MOD no solo no previno la induccion de c-Fos por parte
de MET sino que incluso, en el NAcc, la activacidon resulté aun mayor para el grupo

combinado M+M que para el grupo MET.
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Figura lll.3. Efecto de la administracion de MOD junto con un binge de MET en la activacion de c-

Fos. En el panel superior se muestran las fotos representativas de la activacion de c-Fos en el StLd (A-D)
y en el NAcc (E-H). Los resultados de la cuantificacién se presentan como el nimero medio de nucleos
positivos para c-Fos + SEM (n= 6-8) para el estriado dorsal (I) y el NAcc (J). ANOVA de una via seguido
de la prueba LSD de Fisher * p<0.05 vs. VEH, # p<0.05 vs. MET, & p<0.05 vs. MOD. Escala (A-H): 50um.

b. Activacion de FosB en el estriado.

Para evaluar si MOD era capaz de modular la expresion de FosB en el NAcc y en el StLd y
de prevenir la expresion de este marcador cuando se lo administra junto con MET (Figura 111.4).
Los animales fueron sacrificados 1 hora luego de la ultima inyeccion de MET (mismo tiempo

gue para c-Fos).
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Figura lll.4. Efecto de la administracion de MOD junto con un binge de MET en la activacién de
FosB. Se muestran las fotos representativas de la activacién de FosB en el StLd (A-D) y en el NAcc (E-H).
Los resultados de la cuantificacién se presentan como nimero promedio de nucleos positivos para FosB +
SEM(n= 6-8) en lasrespectivas areas (I-J). ANOVA de una via seguido de la prueba LSD de Fisher*p<0.05
vs. VEH, #p<0.05 vs. MET, Escala (A-H): 50um.

Como muestra la figura:

» A diferencia de lo observado para c-Fos, Unicamente los grupos que recibieron MET
mostraron un aumento de nucleos FosB positivos en el StLd.

= MOD no indujo la expresion de FosB en el estriado ni fue capaz de prevenir la activacion
inducida por MET.

» No se observaron cambios en la expresién de FosB en el NAcc con ninguno de los

tratamientos administrados.
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Il. Analizar la activacién de las células de la glia:

a. Activacion de la Astroglia

La astrogliosis se produce como consecuencia de los dafios inducidos al SNC y se
caracteriza principalmente por la hipertrofia de los astrositos la que cursa con el aumento de
tamafo celular, la presencia de procesos alargados y finos y el aumento del contenido de
filamentos gliales como GFAP (Norton y cols., 1992; O’Callaghan 1991). Por esta razén en
esta seccion realizamos la cuantificacion del &area inmunorreactiva para GFAP como se

muestra en la Figuras IIl.5 a partir de las fotos obtenidas (Figura ll.6):

= La activacion de las células de la astroglia en el StLd por parte de MET se fue
incrementando con el tiempo, alcanzando valores maximos a las 48 horas

= Se observo un leve aumento del area inmunorreactiva para GFAP en el StLtd alas 16 y a
las 48 horas posteriores a la administracion de MOD.

» La combinacion de ambos estimulantes previno la activacion astroglial inducida por cada
uno de los estimulantes evaluados por separado.

= No se evidencio una activacion significativa de GFAP para ninguno de los tratamientos en

el NAcc a los 6 dias posteriores al tratamiento.
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Figura Ill.5. Efecto de MOD sobre la activacidon de la astroglia a distintos tiempos posteriores al
tratamiento con MET. Los resultados se expresan como porcentaje de area inmunorreactiva (relativa a
VEH) £ SEM (n= 5-8). ANOVA de una via seguido de la prueba LSD de Fisher * p<0.05 vs. VEH, # p<0.05
vs. MET, & p<0,05 vs MOD.
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16h

Figura 111.6. Efecto de MOD sobre la activacion de la astroglia a distintos tiempos posteriores al
tratamiento con MET. Iméagenes representativas del efecto del tratamiento sobre la inmunorreactividad
para GFAP en el StLd (A-L) a las 16 horas (A-D), 48 horas. (E-H) y a los 6 dias (I-L) posteriores a MET. En
el panel inferior se muestran las imagenes del NAcc (M-P). Escala: 100 ym.
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b. Activacion de la Microglia

El estudio de la activacion de la microglia se realizo con la tincion histoquimica de Lectinas
(Streit, 1987). La discriminacion del grado de activacion segun la morfologia observada y su
cuantificacion se realiz6 con el software Mercator Pro (Exploranova, Francia) como se muestra

en las Figuras II.7 y 111.8:

= A partir de las 16 horas ya se comenzé a evidenciar un cambio de morfologia de las
células hacia fenotipos activados en los animales tratados con MET. De forma interesante,
luego de 6 dias del tratamiento las células se encuentran nuevamente en estado de
reposo.

= MOD no indujo la activacién de la microglia y fue capaz de prevenir la activacion de la
microglia por parte de MET.

= No se evidencidé un cambio significativo en la morfologia de la microglia para ninguno de

los tratamientos en el NAcc estudiada a las 48 horas posteriores al tratamiento.
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Figura lll.7. Efecto de MOD sobre la activacion de la microoglia luego de un tratamiento con MET.
Los resultados se expresan como nimero de células activadas (relativa a VEH) = SEM (n= 5-8) en el StLd
de ratones hembra que recibieron el tratamiento. ANOVA de una via seguido de la prueba LSD de Fisher.
* p<0.05 vs. VEH, # p<0.05 vs. MET, & p<0,05 vs MOD. En el panel derecho se muestra el nimero de
células con fenotipo ameboideo presentes en el grupo MET. Kruscal-Wallis seguido de la prueba de
Dunn.
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16h

Figura I11.8. Efecto de MOD sobre la activacion de la microglia a distintos tiempos posteriores al
tratamiento con MET. Imagenes representativas del efecto del tratamiento sobre la marcacion para ILB-4
en el StLd (StLd A-L) a las 16 horas (A-D), 48 horas (E-H) y 6 dias (I-L) posteriores a MET. En el panel
inferior se muestran las imagenes del NAcc (M-P). Escala: 50um.
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lll. Caracterizar el efecto de la administraci6n de MOD sobre la expresién de proteinas
relacionadas con eventos apoptéticos inducida por MET en el estriado:

a. Estudiar el curso temporal de la degeneracion terminal inducida por MET en el estriado
segun la técnica Amino-Cupro-Argéntica
Con el fin de determinar el curso temporal de la degeneracion terminal con MET se realiz6
la técnica Amino-Cupro-Argéntica (de Olmos y cols., 1994) a las 8, 16, 48 horas y 6 dias
posteriores a la administracion de MET (Figura Ill.9). Dada la sensibilidad de esta tincion
pudimos evaluar cambios neurodegenerativos inducidos por MET para elegir los tiempos en los

cuales posteriormente realizaremos el andlisis de la expresion de las proteinas apoptoticas.

Curso temporal de Ia degeneracion terminal
VEH  MET8h _ _ MET16h

Figura IIl.9. Curso temporal de la degeneracion de terminales que inervan el estriado inducida por
MET. Se muestran imagenes representativas de cada uno de los tiempos evaluados. Escala: 100um.

Como puede observarse en la figura el tiempo de méximo depésito de plata en las
terminales que inervan el estriado se encuentra comprendido entre las 16 y las 24 horas
posteriores a la administracion de un binge toxico de MET, razon por la cual se eligio el tiempo
de 16 horas después de la administracion de MET para proceder al estudio de la expresion de

genes relacionados con eventos apoptéticos en el estriado.
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b. Caracterizar el efecto de la administracion de MOD sobre la expresion de BAX y Bcl-2
inducida por MET en el estriado:

Dado que MET induce apoptosis en las células del estriado de ratones nos propusimos
evaluar si MOD puede contrarrestar el efecto pro-apoptético de MET en el estriado mediante el
estudio de cambios en los niveles de expresion de las proteinas BAX (pro-apoptética) y Bcl-2
(anti-apoptotica). Para ello los ratones fueron sacrificados a las 16 horas posteriores al
tratamiento y el estudio de la expresion de BAX y Bcl-2 se realizé mediante la técnica de

Western blot. Como puede observarse en la Figura 111.10:

" MET indujo el aumento de la expresion de la proteina pro-apoptética BAX y la
disminucion de la expresion de la proteina anti-apoptotica Bcl-2.
" MOD no alter6 la expresion ni de BAX ni de Bcl-2 y ademas fue capaz de prevenir la

desregulacion en la expresion de estas proteinas inducida por MET
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Figura Ill.10. Efecto de MOD sobre los cambios en los niveles de expresion de las proteinas BAX y
Bcl-2 a las 16hs luego de un binge de MET. Los resultados se muestran como niveles de expresién de
las proteinas BAX (A) y Bcl-2 (B) normalizados a la expresion de alfa-tubulina (en valores porcentuales a
VEH) £ SEM (n= 5-9). ANOVA de una via seguido de la prueba LSD de Fisher * p<0.05 vs. VEH, #
p<0.05 vs. MET, & p<0,05 vs MOD.
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D. DISCUSION

Las vias dopaminérgica nigroestriatal y mesolimbica son el centro de interés en el estudio
de las adicciones. Dentro de la via nigroestriatal, el estriado dorsal (CPu) es comunmente
vinculado a mecanismos adaptativos que participan en el desarrollo de la sensibilizacion
conductual y el consumo compulsivo de la droga (Gerdeman y cols., 2003; Robbins y Everitt
2002). Por otro lado, en el estriado ventral, el NAcc participaria en el efecto hiperlocomotor de
los estimulantes (Di Chiara 2002; Sellings y Clarke 2006).

Por un lado, siendo c-Fos considerado un marcador de la activacion neuronal, el aumento
de la expresion de c-Fos en el NAcc podria estar relacionado con el aumento de la actividad
locomotora y el aumento de c-Fos en el estriado dorsal con la expresion de estereotipias. En
nuestro caso, y conforme con lo reportado por Jedynak y cols., (2012), observamos un
aumento de neuronas que expresan c-Fos luego de la administracion de MET tanto en el StLd
como en el NAcc. Asi mismo, MOD incrementa la expresion de c-Fos en el estriado, hecho que
coincide con lo observado por Fiocchi y cols., (2009) al administrar armodafinil (R-MOD) a
ratas. Sin embargo, ellos no evidenciaron un aumento significativo de la expresion de c-Fos en
el NAcc como lo hicimos nosotros posiblemente debido a que nosotros realizamos el
tratamiento con la mezcla racémica de los esteroisomeros de MOD, a la diferencia de
especies, 0 a que nosotros administramos MOD en dos oportunidades y no en una sola como

lo hicieron ellos.

Siendo la activacién de la via directa (D1) necesaria para la expresion de estereotipias y el
aumento de expresion de c-Fos y FosB por parte de MET (Beauvais y cols., 2010, Chartoff y
cols., 2001), el aumento del numero de neuronas activadas podria estar relacionado con una
mayor liberacién de DA en las areas estudiadas. En este sentido, Zolkowska y cols., (2009)
sugirieron que para alcanzar valores comparables de locomocion, MOD induce una menor
liberacibn de DA en el NAcc que MET. Estos autores también advirtieron que la
preadministracion de MOD atenuaba la liberacion de DA inducida por MET pero no la prevenia.
Dado que la administracion de MOD junto con MET no seria suficiente para prevenir la
activacion de c-Fos por parte de MET (grupo M+M), lo que podria estar sucediendo es que

MOD no estaria siendo capaz de prevenir la liberacion de DA inducida por MET.


http://onlinelibrary.wiley.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/doi/10.1002/syn.20943/full#bib7
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Por otro lado, la administracion repetida de MET induce cambios estructurales de larga
duracion en el StLd y en el NAcc que incluyen el aumento de espinas dendriticas en forma de
hongo, presuntamente maduras (Jedynak y cols., 2007). Este tipo de exposicion repetida a
MET deriva en el aumento de la expresion de FosB (Beauvais y cols., 2010) que cuando es a
expensas de la expresion de AFosB se corresponde con una sensibilizacion a los efectos de la
droga (Nestler y cols., 2001). En nuestro caso no podemos saber si el aumento de FosB en el
StLd es a expensas de la expresion de AFosB debido a que se utiliz6 un anticuerpo que
reconoce todas las variantes de FosB (no solo AFosB) por lo cual este marcador no es util para
predecir la inducciéon de cambios plasticos que llevaran a la sensibilizacion de la respuesta a
MET. Sin embargo, FosB induciria la expresion de factores troficos, posiblemente en un intento
de contrarrestar el efecto perjudicial de MET, ya que la administracion de MET a ratones con el
gen de FosB delecionado muestra una neurotoxicidad exacerbada respecto de los ratones wild
type (Kuroda y cols., 2010). En este sentido, en nuestros resultados puede observarse un
aumento en la expresion de FosB en el StLd de aquellos animales que recibieron MET que no
pudo ser prevenido con la administracion de MOD. Resulta importante destacar que el
tratamiento de MOD por si mismo no indujo la expresion de este gen lo que se condice con la
ausencia de alteraciones en los marcadores de toxicidad observado en el capitulo Il
Finalmente, ninguno de los tratamientos provocé la activacion de FosB en el NAcc y el hecho
de que MET no indujera la activacién de FosB en el NAcc condice con la menor susceptibilidad
de las neuronas dopaminérgicas que provienen de la VTA e inervan el NAcc a los efectos
toxicos de MET (Khuny cols., 2011; Granado y cols., 2010).

El aumento de inmunorreactividad para GFAP es comunmente utilizado como marcador de
reactividad astrocitaria y su activacion esta presente en varias patologias del SNC. Se sabe
gue el tratamiento con MET incrementa la expresion de GFAP y que la misma permanece
elevada hasta aproximadamente un mes del momento del tratamiento (O’Callaghan y Miller
1994). Si bien no se conoce con claridad la funcién de la activacion astroglial luego de la
exposicion a MET, su activacion ha sido relacionada con cambios en la permeabilidad de la
BHE (Kiyatkin y cols., 2009; Sharma y Kiyatkin, 2009) y/o con la exitotoxicidad del glutamato
(Halpin y Yamamoto, 2012). En este sentido, nuestros resultados muestran una activacion
gradual de la astroglia, luego del tratamiento con MET, con niveles maximos de activacion a
partir de las 48 horas posteriores al tratamiento. A su vez, pudimos observar una leve
activacion de la astroglia por parte de MOD a las 16 y 48 horas posteriores al tratamiento que

no esta presente en el grupo M+M tratado con ambos estimulantes. Si bien la activacién de los
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astrocitos ante la exposicion a estimulos nocivos tiene como principal objetivo limitar el dafio
tisular, la activacion de la astroglia por parte de MOD a valores mayores al salino en este caso
no se refleja ni en una deplecion del contenido de DA, ni en la expresion de FosB, ni en una
alteracion en los niveles de TH o DAT (capitulo II), lo que podria estar indicando que la funcion

de estas células en este caso seria otra.

Finalmente, si bien no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual MET resulta tdéxica
para las terminales dopaminérgicas, se ha propuesto la activacién de la microglia como factor
agravante del dafio (Thomas y Kuhn 2005). La activacion microglial es dependiente de la dosis
de MET vy coincide temporalmente con la deplecion de DA en el estriado (Thomas y cols.,
2004), implica la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, la produccién de ROS/RNS vy el
subsecuente dafio neuronal (Czeh y cols., 2011). Mas aun, factores que previenen la
activacion de la microglia por parte de MET, como administrar el tratamiento a bajas

temperaturas, previenen el dafio a los terminales dopaminérgicos (Thomas y cols., 2004).

Se ha propuesto el uso de compuestos que modulan la activacion glial como parte del
tratamiento clinico del abuso a psicoestimulantes (Cooper y cols., 2012). La administracion de
agentes que inhiben la activacion de la microglia, como la minociclina, mostraron ser Utiles en
el blogqueo de la hiperlocomocion, el desarrollo de la sensibilizacion, el desarrollo de déficits
cognitivos y la aparicion de los efectos reforzantes en el condicionamiento de plaza inducidos
por MET (Hashimoto y cols., 2007, Mizoguchi y cols., 2008 y Zhang y cols., 2006). La
minociclina también logré atenuar la psicosis en un paciente con alucinaciones asociadas al
consumo cronico de MET (Tanibuchi y cols., 2010). Por otro lado, la inhibicién de la activacion
de la microglia con antagonistas de los receptores sigma (Robson y cols., 2013) también
resultd efectiva en prevenir el desarrollo de alteraciones conductuales, la neurotoxicidad y la
hipertermia asociadas al consumo de MET (Kaushal y cols., 2012, Seminerio y cols., 2011).
MOD fue capaz de prevenir la activacion tanto de la microglia como de la astroglia por parte de
MET como puede observarse en la seccion resultados de este capitulo. No obstante, el
bloqueo de la hiperlocomocion observado por MET en nuestro caso es a expensas de un
aumento de la frecuencia de expresion de estereotipias, como fue discutido en los capitulos

anteriores.

Ademas de la degeneracién de terminales, MET es capaz de inducir apoptosis neuronal en el

estriado y en la corteza de roedores (Jayanthi y cols., 1998, Beauvais y cols., 2010) mediante
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la liberacion de caspasas y la consecuente expresion de proteinas pro-apoptoticas de la familia
Bcl-2 como BAD y BAX (Krasnova y Cadet 2009). Es por ello que, en esta segunda instancia,
nos propusimos estudiar si MOD era capaz de prevenir la apoptosis inducida por la

administracién de un tratamiento toxico con MET en el estriado.

Mediante la técnica A-Cu-Ag pudimos observar que la degeneracion terminal inducida por
MET comienza entre las 16 y las 48 horas posteriores a la administracion del tratamiento. Esta
disminuciéon no coincide con el tiempo de disminucion de los marcadores de terminales
dopaminérgicos estudiados mediante las técnicas histoquimicas (TH y DAT), donde la
disminucién era significativa recién a los 6 dias posteriores al tratamiento. Es por esta razon
gue, siendo la técnica A-Cu-Ag mas sensible y util para distinguir degeneracion axonal aun
cuando el soma de la neurona no es dafado, elegimos el tiempo de 16 horas después de la
administracion de MET para el estudio de los cambios de expresion de las proteinas
relacionadas con la apoptosis. Nuestros resultados coinciden con lo observado luego de la
administracién de una Unica inyeccion de MET por el grupo de Jayanthi y cols., (1998) en que
MET indujo la expresién de BAX y la disminucion de la expresion de la proteina anti-apoptotica
Bcl-2. Por otro lado, observamos que MOD per se no so6lo no alteré la expresion de estas
proteinas sino que ademas fue capaz de prevenir la alteracion en el patron de expresion de las

mismas por parte de MET.

En sintesis, nuestros resultados indican que los efectos protectores de MOD ya son
evidentes a las 16 horas de recibido el tratamiento. Mas aun, debido a que la activacion de las
células de la glia ocurre a tiempos posteriores, MOD podria estar interviniendo tempranamente
en la cascada de activacion de las mismas, evitando de este modo la exacerbacién el inicio y el

posterior avance del dafio causado por el tratamiento con MET.
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A. INTRODUCCION

Objetivo especifico IV: Rol de la regulacion de la temperatura corporal en el
mecanismo neuroprotector de modafinilo frente a la toxicidad de
metanfetamina en ratones hembra.

La regulacion de la temperatura corporal es un proceso complejo que resulta del balance
entre la produccion de calor y su disipacion (Kiyatkin, 2010). La temperatura corporal varia de
forma circadiana, siendo méas baja en periodos de descanso o suefio y mayor en momentos de
mayor actividad fisica durante la vigilia (Gordon y cols., 1998). En ratones, por ejemplo,
durante el dia (que coincide con periodos de inactividad) la temperatura corporal varia entre los
35 y los 37°C dependiendo de las condiciones de alojamiento de los animales y durante la
noche (periodo de actividad) la temperatura corporal se incrementa en ~1 a 2°C (Gordon y
cols., 1993; Leon y cols., 2010).

La mayoria de los estimulantes psicomotores de tipo anfetaminicos inducen activacion
motora, incrementan el metabolismo a nivel central (Estler y cols., 1975, Makisumi y cols.,
1998) y elevan la temperatura corporal (Alberts y Sonsalla, 1995). La hipertermia es
considerada una de las consecuencias fisiolégicas agudas mas peligrosas de la intoxicacion
con anfetaminas, siendo responsable de complicaciones fatales como la rabdomidlisis que
puede desencadenar la falla renal aguda y derivar en una falla multiorganica (Kalant, 2001). La
hipertermia inducida por MET no debe ser confundida con la "hipertermia maligna”, condicion
asociada en algunos casos a la mutacion del gen que codifica el receptor rianodinico que
también cursa con rabdomiolisis. La hipertermia a su vez tendria un rol esencial en el
desarrollo de la neurotoxicidad inducida por estos estimulantes (Bowyer y cols., 1994, Miller y
O’Callaghan, 1994).

A su vez, el encéfalo posee una temperatura significativamente mas elevada que la sangre
que lo irriga, cediendo el calor generado a nivel central a la sangre arterial (Kiyatkin, 2010). El
aumento de temperatura a nivel central puede repercutir en la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica con la consecuente alteracién del balance idnico y osmatico el pasaje desde
la circulacion periférica de sustancias potencialmente neurotdxicas (Kiyatkin, 2010). Es por
esta razon que resulta de suma importancia considerar las condiciones ambientales en las que

se consumen los estimulantes ya que las mismas pueden contribuir a la disipacién del calor a
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http://link.springer.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/article/10.1007%2Fs00204-012-0815-5/fulltext.html#CR346

Capitulo IV. Introduccién e

nivel periférico (bajas temperaturas ambientales) o dificultarlo como sucede en ambientes

calurosos.

El mecanismo mediante el cual MET y otros estimulantes anfetaminicos inducen
hipertermia se encuentra relacionado con los efectos simpaticomiméticos de estas drogas, ya
gue se necesita mas energia para llevar a cabo funciones tales como el aumento de la
frecuencia cardiaca y la actividad locomotora. A su vez, los estimulantes inducen un aumento
del metabolismo a nivel central y periférico que aumenta la produccién de calor (Kiyatkin,
2010). En el caso de MET, esta mayor generacion de calor se acompafia de una menor
capacidad de disipacion del mismo a causa de la vasoconstriccion generada y su consecuente
disminucién del flujo sanguineo cerebral (Polesskaya y cols., 2011) lo que desencadena la

hipertermia cerebral.

Entre los mecanismos de generacion de hipertermia por parte de MET esta el aumento de
citoquinas proinflamatorias, como la IL-1 en el hipotalamo (Bowyer y cols., 1994, Yamaguchi y
cols., 1991) y el estriado junto con la expresion de TNF-a (Flora y cols., 2002; Sriram y cols.,
2006), e interleuquinas de la familia IL-6 (Kelly y cols., 2012; Kuhn y cols., 2006) y la enzima
COX-2 (Kita y cols., 2000; Thomas y cols., 2005). Esta enzima involucrada en la sintesis de
prostaglandina E2 (PGEZ2), compuesto que actla como piretdgeno enddgeno en el area
predptica del hipotalamo o “centro de la fiebre”. El area predptica esta involucrada en la
regulacion de temperatura en vertebrados (Boulant, 2000) y en las respuestas de defensa
frente a virus y bacterias (Scammell y cols., 1996). No obstante, no esta claro si la inflamacion
también es participe de la respuesta hipertérmica observada (Bowyer y cols., 1994, Thomas y
Kuhn, 2005).

En conclusion, la hipertermia es un factor importante ya que dosis hipertérmicas de MET
inducen un mayor dafio dopaminérgico (Bowyer y cols., 1994). Con el aumento de
temperatura, la funcion del DAT también se encuentra aumentada (Xie y cols., 2000) y esto
podria significar que la cascada de eventos téxicos mediados por MET que involucran la accion
del DAT también podria hallarse amplificada (Callahan y cols.,, 2001). Mas aun, la
neurotoxicidad inducida por MET puede ser modulada con drogas o tratamientos que
previenen la hipertermia (Bowyer y cols., 1994, Miller y cols., 1994). En este punto también

algunos autores encontraron resultados contradictorios y afirman que no se pueden predecir
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los cambios neuroquimicos a partir de los cambios de temperatura corporal observados (Albers
y Sonsalla, 1995; Thomas y Kuhn, 2005).

Resulta interesante destacar que la mayoria de los estudios que involucran el uso de
animales de laboratorios se realizan en condiciones ideales de alojamiento (Gordon y cols.,
1993). Estas condiciones implican trabajar en a una humedad relativa entre el 30 y 70% y en
condiciones de temperatura ambiente en las que el animal termorregule sin necesidad de
incrementar su metabolismo energético o activar mecanismos de disipacién de calor (rango
aceptado para ratones 18-26°C, National Research Council, 2010). Estas condiciones, sin
embargo no reflejan las situaciones mas comunes de consumo de estimulantes, como
discotecas”, que son lugares generalmente humedos y calurosos que impactan sobre la

capacidad de termorregulacién del organismo (Kiyatkin y Sharma, 2012).

Por lo anteriormente expuesto, en este capitulo nos propusimos establecer si la
neurotoxicidad inducida por MET se encuentra asociada a los cambios de temperatura
corporal, como fuera postulado por algunos autores y si la prevencion de la hipertermia forma
parte del mecanismo neuroprotector de MOD. Para cumplir con este propésito los animales
fueron tratados a una temperatura ambiente estandar (22°C) y a dos temperaturas extremas
(14 y 29°C) como aproximacion experimental para manipular el cambio de la temperatura
corporal de los animales. A su vez, los experimentos realizados en este capitulo nos permitiran
evaluar el impacto del cambio de la temperatura ambiente sobre la neurotoxicidad inducida por
MET vy el efecto de MOD.
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B. METODOLOGIA

I.  Animales
Ver metodologia del capitulo II.

Il. Protocolo de administracién de drogas.

Se siguié con el mismo protocolo de administracion toxica de MET explicado en la
seccion metodologia del capitulo Il. Los animales fueron ingresados a la sala aclimatada a
la temperatura a estudiar (14, 22 6 29°C) desde 90 minutos antes de la administracion de
MOD y hasta pasadas las 3 horas luego del tratamiento. Luego, los animales retornaron al

bioterio del Instituto.

lll. Registro de la temperatura rectal

Se procedié a la medicion de la temperatura rectal con un termémetro marca Bat-10
acoplado a una sonda rectal RET-3 para ratén (Physitemp, Inc., NJ, USA) lubricada con
aceite mineral. La primera lectura (temperatura basal) se realizé 1 hora antes de la primera
inyeccion de MOD. Las lecturas subsiguientes se tomaron 1 hora después de cada
inyeccion de MET y durante las 3 horas posteriores al tratamiento. El dltimo registro se
realizé a las 16 horas de la ultima inyecciébn de MET, a la temperatura del bioterio (18-
22°C).

IV. Técnicas histoquimicas
Para cada temperatura analizada se realizaron las tinciones inmunohistoquimicas para
TH, DAT, GFAP (6 dias posteriores al tratamiento), c-Fos y FosB (1 hora luego de la ultima
inyeccion de MET) en el StLd segun la seccibn metodologia de los capitulos Il y 1l
respectivamente. Dado que el area preodptica media (mPOA) junto con el nucleo preoptico
mediano (MnPO) son dos é&reas del hipotalamo involucradas en los mecanismos de
termorregulacion, también se realizé la inmunomarcacion de c-Fos y FosB en ellas segun

se muestra en la Figura IV.1.
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Figura IV.1. Areas hipotalamicas seleccionadas para el analisis de la expresion de c-Fos y
FosB. Esquemas representativos que ilustran las secciones del hipotdlamo mPOA (A) y MnPO (B)

incluidas en la inmunohistoquimica para los genes de expresion temprana.

V. Andlisis estadistico

Se utiliz6 el paquete estadistico InfoStat version 2013 (Grupo InfoStat, FCA,
Universidad Nacional de Cordoba, Argentina. URL http://www.infostat.com.ar) y en todos

los casos se consideraron significativas las diferencias con un valor de p<0,05.

El analisis de datos del cambio de temperatura en funciéon del tiempo se realizo
mediante el ANOVA de medidas repetidas. Los datos neuroquimicos se analizaron
mediante el ANOVA de dos factores (temperatura y tratamiento) seguido de la prueba de la
minima diferencia significativa de Fischer (LSD) siempre que la variable siguiera una
distribucién normal y cumpliera con el supuesto de homocedasticidad. En caso de no
cumplirse los supuestos se procedi6 a la transformacion de los datos y en caso de haber
interaccion entre los factores se procedié al analisis mediante la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis para encontrar las diferencias.

Finalmente, para el estudio de la relacion entre las distintas variables y la temperatura
de los animales se utilizé el coeficiente de correlacion de Pearson con un nivel de

significancia de p<0,05.


http://www.infostat.com.ar/
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C. RESULTADOS

Para evaluar de qué modo las variaciones de la temperatura externa repercuten sobre la

temperatura corporal de los animales sometidos a los distintos tratamientos nos planteamos:

. Analizar los cambios de la temperatura corporal cuando los tratamientos son llevados a
cabo a diferentes temperaturas externas:

En una primera instancia se registraron los cambios de la temperatura corporal de los
animales a lo largo del tratamiento cuando el mismo es administrado a 22°C, temperatura
dentro del rango estandar para los ratones. Como se muestra en la Figura IV.2:

e MOD previno la hipertermia inducida por MET, manteniéndose el mismo perfil de cambio de
temperatura corporal (forma de la curva) en el grupo M+M respecto del grupo MET.

e En el grupo M+M, se observé una disminucion de la temperatura corporal en aquellos
tiempos en los que MET no indujo hipertermia (5, 7 y 9 horas)

e En el grupo VEH, 24 horas después de iniciado el tratamiento la temperatura de los animales
no cambia respecto a la del dia del tratamiento a la misma hora, posiblemente debido a que

el cambio de la temperatura sigue un ritmo circadiano de 24 horas (p<0,05).
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Figura IV.2. Andlisis de la variacién de la temperatura corporal al administrar MOD junto con un
binge de MET. Se registré la temperatura corporal 1h antes de MOD vy a diferentes intervalos de tiempo
subsiguientes. Las flechas negras indican las inyecciones de MET (5 mg/kg) mientras que las flechas
grises indican las de MOD (90 mg/kg) Los datos se presentan como temperatura corporal media (°C) =
SEM (n=7-8). ANOVA de medidas repetidas seguido del test LSD de Fisher, * p<0.05 vs. VEH.
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Dado que no existe una definicion precisa sobre cuél es el limite superior de la temperatura
normal en ratones, consideraremos “hipertermia” siempre que la temperatura del animal sea
mayor a la de VEH. Luego, estableceremos como “rango febril” cuando las temperaturas
superen los 39,5°C, como lo reporta la bibliografia (Jiang y cols., 1999). Finalmente,
definiremos como “hipotermia leve o terapéutica” cuando la temperatura de los animales esté

comprendida entre los 32 y los 34°C (Feketa y cols., 2013).

Luego, para evaluar si el efecto neuroprotector de MOD se encuentra relacionado con la
prevencién de la hipertermia causada por MET, se realiz6 nuevamente el tratamiento en una
sala termostatizada a 29°C (29°C+1) como se muestra en la figura IV.3. Asi, los animales
alcanzaran temperaturas corporales mas altas debido a la menor capacidad de disipacion de
calor, siendo posible evaluar si MOD es neuroprotector aun cuando la temperatura de los

animales es elevada.
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Figura IV.3. Analisis de la variacién de la temperatura corporal al administrar MOD junto con un
binge de MET a 29°C. Se registrd la temperatura corporal 1hantes de MOD y a diferentes intervalos de
tiempo subsiguientes. Las flechas negras indican las inyecciones de MET (5 mg/kg) mientras que las
flechas grises indican las de MOD (90 mg/kg). Los datos se presentan como temperatura corporal media
(°C) £ SEM (n=6-10). ANOVA de medidas repetidas seguido del test LSD de Fisher, *p<0.05 vs. VEH.

En la figura IV.3 se puede observar que MOD no fue capaz de prevenirla hipertermia
inducida por MET a 29°C.
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Por ultimo, con el objeto de relacionar la hipertermia con la toxicidad inducida por MET, se
repitié el experimento a 14°C (14°Cz1), condicidén en la que MET no deberia inducir hipertermia

o la misma deberia verse disminuida. En la Figura IV.4 se puede observar que el grupo tratado
con MET no produjo hipertermia.
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Figura IV.4. Analisis de la variacion de la temperatura corporal al administrar MOD junto con un
binge de MET a 14*C. Se registro la temperatura corporal 1h antes de MOD y a diferentes intervalos de
tiempo subsiguientes. Las flechas negras indican las inyecciones de MET (5 mg/kg) mientras que las
flechas grises indican las de MOD (90 mg/kg). Los datos se presentan como temperatura corporal media
(°C) £ SEM (n=5-8). ANOVA de medidas repetidas seguido del test LSD de Fisher, *p<0.05 vs. VEH.
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Figure IV.5. Efecto del cambio de temperatura externa sobre la temperatura corporal para distintos
tratamientos. Los resultados se muestran como el promedio de la temperaturas de los animales a lo largo
del tratamiento (Tmedia, cuadrado), el promedio de la temperatura maxima alcanzada en todo el
tratamiento entre los animales del grupo (Tmax, circulo) y el promedio de la temperatura minima alcanzada
en todo el tratamiento entre los animales del grupo (Tmin, tridngulo invertido). Finalmente, el promedio de
la temperatura registrada a las 24hs de iniciado el tratamiento se muestra en linea azul (diamantes). En el
grafico cada punto representa la media £+ SEM. La franja roja superior representa el rango febril, la franja
azul inferior representa el rango de hipotermia terapéutica y la franja media representa los rangos de
temperatura abarcados por el grupo VEH durante el tratamiento. ANOVA de una via. Prueba LSD de

Fisher, # p<0.05 vs 22°C, $ p<0.05 vs 14°C.
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En la Figura IV.5 puede observarse que:

¢ En todos los grupos, incluido el grupo VEH, los valores de temperatura media fueron mas
altos para el tratamiento realizado a 29°C.

e En el grupo MOD se registraron valores de temperatura maxima, media y minima dentro
de los rangos de variacién de temperaturas del grupo VEH (franja azul).

e El grupo MET alcanzo valores de temperatura maxima a 22 y 29°C superiores a los del
grupo VEH. De hecho, a 29°C MET mostro valores comprendidos en el rango febril.

e Pasadas las 24 horas de iniciado el tratamiento (16 horas después de la ultima inyeccién
de MET) en el grupo MET se observaron valores de temperatura corporal inferiores a la
temperatura basal (35,1°C+0,8).

e Los animales pertenecientes al grupo M+M mostraron una pendiente pronunciada de
cambio de temperatura corporal en funcién de la temperatura externa. De este modo la
temperatura corporal fue mas dependiente de la temperatura externa. Se observaron

valores de temperatura maxima en el rango febril a 29°C y de hipotermia a 14°C.

Estudiar el efecto neuroprotector de MOD frente a la toxicidad estriatal inducida por
MET cuando el tratamiento es administrado a distintas temperaturas:

Debido al hecho de que la hipertermia generada por MET podria estar relacionada con el

alcance del dafio estriatal dopaminérgico (Bowyer y cols., 1994) es que nos propusimos

evaluar las alteraciones de los marcadores de terminales junto con la activacién astroglial seis

dias después de haber tratado a los animales. Este tiempo fue elegido en base a lo observado

en el capitulo Il de esta tesis al ser el mas sensible para ver cambios en los marcadores

elegidos.

a. Marcadores dopaminérgicos en el Cuerpo Estriado

En este punto se procedio a la cuantificacion de la inmunomarcacion para TH y para DAT,

como se muestra en las Figuras IV.6 y IV.7.
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Figure IV.6. Efecto de la temperatura externa sobre la disminucion de TH en el estriado. Analisis de
inmunoreactividad para TH en los estriados 6 dias luego del tratamiento con MET. Los datos se
presentan como densidad 6ptica Integrada (DOI) £+ SEM (n=5-11). ANOVA de dos vias. Prueba LSD de
Fisher, * p<0.05 vs. VEH, & p<0.05 vs. MET, * p<0.05 vs mismo tratamiento a 22°C. Escala (A-L) 100um,
escala (A’-L’): 50um
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Figura IV.7. Efecto de la temperatura externa sobre el la disminucién de DAT en el estriado. Andlisis
de la disminucion de los niveles de DAT en los estriados 6 dias luego de la ultima inyeccion de MET. Los
datos se presentan como densidad Optica Integrada (DOI) + SEM (n=5-11). Kruscal-Wallis: * p<0.05 vs.
VEH, & p<0.05 vs. MET, # p<0.05 vs mismo tratamiento a 22°C. Escala (A-L) 100um.
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De las Figuras IV.6 y IV.7 se desprende que:

e A una temperatura externa de 14°C no se observaron alteraciones en la densidad de
marcacion para TH y DAT para ninguno de los grupos de tratamiento.

e El tratamiento con MOD no indujo alteraciones en los marcadores dopaminérgicas a
ninguna de las temperaturas estudiadas.

¢ El tratamiento con MET indujo una disminucién de la marca inmunorreactiva para ambos
marcadores de terminales dopaminérgicas a 22 y 29°C, siendo esta disminucién
significativamente mas pronunciada a 29°C para el caso de TH.

e La administraciéon de MOD previno la disminucién de TH y DAT a 22°C. A temperaturas
mas altas como 29°C, MOD también logré prevenir por completo la reduccion de la marca
reactiva de DAT (grupo M+M). No obstante, cuando los tratamientos fueron administrados
en un ambiente de alta temperatura, la prevencion de la disminucién de marca para TH

inducida por MET fue prevenida s6lo de modo parcial por parte de MOD.

b. Respuesta de la astroglia en el estriado

Como ha sido mencionado en el capitulo I, la gliosis reactiva es un marcador que se utiliza
para evaluar la neurotoxicidad (O'Callaghan y Miller, 1993). En la Figura IV.8 se muestra la
activacién de la astroglia en funcién del tratamiento y de la temperatura de la sala a la cual

fueron tratados los animales y como se puede observar:

e El tratamiento con MET indujo una gliosis reactiva a todas las temperaturas alcanzando
siempre el mismo nivel de activacion.

e La combinacién de M+M previno la activacion a 14 y 22°C, no asi a 29°C.

e A 14°C, los grupos MOD y M+M mostraron un mayor grado de activacion de la astroglia
respecto del grupo control pero a niveles significativamente menores a los observados en

el grupo MET.
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Figura IV.8. Efecto de la temperatura externa sobre la activacion astroglial en el estriado. Analisis de
la inmunorreactividad para GFAP en los estriados 6 dias luego de la Ultima inyeccion de MET. Los datos
se presentan como % de area inmunorreactiva promedio + SEM (n=5-11). ANOVA de dos vias. Prueba

LSD de Fisher, *p<0.05 vs. VEH, & p<0.05 vs. MET, # p<0.05 vs mismo tratamiento a 22°C. Escala (A-L)
100 pm.
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lll. Analizar la correlacién existente entre la temperatura maxima corporal y la alteraciéon
de los marcadores de toxicidad estudiados:

En esta seccidn, nos propusimos evaluar si las alteraciones observadas en los marcadores
de toxicidad correlacionan con los cambios de la temperatura corporal experimentados por
cada animal. Para esto se analizo la correlacion existente entre las temperaturas
minima/media/maxima/A(maxima-minima) alcanzadas por cada animal con cada uno de los
marcadores. Luego, en los casos en los que la diferencia fuera significativa, mediante el

coeficiente “r’ de Pearson se estableci6 el grado de relacion entre ambas variables.

En la Figura IV.9 se muestra el andlisis de la correlacién entre la temperatura méaxima
alcanzada por los animales durante el tratamiento y los marcadores de toxicidad. Se utilizo la
temperatura maxima alcanzada (Tmax) ya que la misma resultd ser la variable que mejor

correlacion mostré con los cambios observados en los marcadores.

Del analisis de las correlaciones se desprende:

e En el grupo MET la disminucion de los marcadores se encontro altamente correlacionada
con la temperatura corporal maxima alcanzada.

e En el grupo MOD la activacion de la astroglia estuvo inversamente relacionada con la
temperatura maxima alcanzada.

e En el grupo M+M, la activacion de las células de la astroglia mostré correlacionar
positivamente con la temperatura maxima alcanzada por los animales durante el
tratamiento.

e En el grupo MET, la gliosis reactiva se produjo independientemente de la temperatura que
alcance el animal por lo que no hay correlacién entre la temperatura maxima y el grado de
activacion de la glia.

e En los grupos VEH y MOD no hubo correlacion entre los niveles de los marcadores de

toxicidad TH y DAT y la temperatura maxima alcanzada por los animales.
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IV. Estudiar la repercusién del cambio de temperatura corporal sobre la expresion de
genes de activacion temprana en el estriado.

a. Expresion de c-Fos en el estriado
Se procedi6 a evaluar el nimero de neuronas c-Fos positivas en el StLd 1 hora después de

la ultima inyeccion del binge de MET con el objeto de investigar si el incremento de la actividad

neuronal depende de la temperatura. Como se puede observar en la Figura IV.10:

t—— VEH
zzzz MOD
— MET
woms. M+M

=
2

# Nucleos c-Fos*
(Relativo a VEH)
8

14°C

Figure IV.10. Efecto de la temperatura externa sobre la expresion de c-Fos en el estriado. Analisis de
la expresién de c-Fos en el estriado 1h luego de la ultima inyeccién de MET. Los datos se presentan como
namero medio de nucleos positivos para c-Fos £+ SEM. ANOVA de dos vias, prueba LSD de Fisher, * p<0.05
vs. VEH, & p<0.05 vs. MET, # p<0.05 vs mismo tratamiento a 22°C.Escala (A-L): 50um.
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Como se puede observar:

e Los grupos tratados con MOD, MET y M+M presentaron un mayor numero de nucleos
positivos para c-Fos que el grupo vehiculo a todas las temperaturas estudiadas.

e La marca para cFos en el StLd de animales tratados solo con MOD no vario frente a
cambios de la temperatura externa.

e A 14°C los grupos que recibieron MET mostraron una menor activacion de c-Fos respecto
de cuando el tratamiento se realiz0 a 22 0 a 29°C.

e So obtuvieron los mismos resultados al estudiar de activacion de c-Fos en el StLd cuando

los tratamientos fueron administrados a 22°C y a 29°C.

b. Expresion de FosB en el estriado
Finalmente se procedié a la cuantificaciéon de FosB en el estriado en animales tratados a

distintas temperaturas externas.

Como puede observarse en la Figura IV.11:

e A 14°C no se observaron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos.

e A 22°C los grupos MET y M+M se encontraron mas activados que los grupos que no
recibieron MET.

¢ El tratamiento a 29°C activo el estriado de todos los grupos respecto del tratamiento
realizado a 22°C, incluido el grupo VEH lo que estaria indicando que la activacion de
FosB en el estriado depende de la temperatura externa.

e A 29°C, vy al igual que a 22°C, los grupos que recibieron MET mostraron una mayor
activacion que los grupos que no recibieron MET.

¢ MOD no mostr6 diferencias en el nimero de ndcleos FosB inmunorreactivos respecto del

grupo control a ninguna de las temperaturas estudiadas.
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Figura IV.11. Efecto de la temperatura externa sobre la expresion de FosB en el estriado. Andlisis de la
expresion de FosB en el estriado 1h luego de la dltima inyeccion de MET. Los datos se presentan como
namero medio de nucleos positivos para FosB + SEM (n=5-11). ANOVA de dos vias, prueba LSD de Fisher,
*p<0.05 vs. VEH, &p<0.05 vs. MET, # p<0.05 vs mismo tratamiento a 22°C. Escala (A-L): 50um.
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V. Evaluar el efecto de MOD frente a la activacién de areas hipotalamicas relacionadas
con la regulacibn de la temperatura corporal inducida por MET cuando el
tratamiento es administrado a distintas temperaturas:

a. Expresion de c-Fos en el mPOA (Area Predptica Media)

El &area preodptica del hipotdlamo se encuentra involucrada en mecanismos de
termorregulacion y equilibrio omaético. Contiene neuronas sensibles a cambios de temperatura
locales y sistémicos y recibe aferencias somato-sensoriales provenientes de termorreceptores
ubicados en la piel y a nivel de la columna espinal. De este modo es capaz de responder tanto

a cambios internos como externos de temperatura (Boulant, 1998).

El mPOA contiene neuronas sensibles al calor y, en menor proporcién, neuronas sensibles
al frio. Las neuronas sensibles al calor incrementan su frecuencia de disparo en respuesta a
incrementos locales o periféricos de temperatura y estimulan la pérdida de calor y la
disminucion de su produccion. Las neuronas sensibles al frio incrementan su frecuencia de
disparo luego de un enfriamiento local o periférico con el propdsito de estimular la produccion

de calor e inhibir mecanismos encargados de disiparlo (Boulant, 2000).

Con el objeto de evaluar el impacto de la administracion de ambos estimulantes en el
mPOA se procedio al estudio de expresion de c-Fos como marcador de activacion neuronal

como se muestra en la Figura IV.12:


http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Jack+A.+Boulant&sortspec=date&submit=Submit
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Figure IV.12. Efecto de la temperatura externa sobre la expresién de c-Fos en el mPOA. Analisis de la
expresion de c-Fos en el mPOA 1h luego de la ultima inyeccion de MET. Los datos se presentan como
numero medio de ndcleos positivos para c-Fos + SEM (n=5-11). Kruskal-Wallis de dos vias, prueba LSD de

Fisher: *p<0.05 vs. VEH, & p<0.05 vs. MET, # p<0.05 vs mismo tratamiento a 22°C.Escala (A-L): 50um.
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Como se puede observar:

¢ No se observaron cambios en la activacion de c-Fos en el grupo VEH entre las distintas
temperaturas estudiadas.

¢ A 14°C no se evidenciaron cambios de activacion del mPOA para ningun tratamiento.

e A 29°C se observo activacion en los grupos MET y M+M, grupos que ademas mostraron
valores de temperatura méaxima dentro del rango febril.

e A 22°C se observo la activacion del mPOA en el grupo M+M.

Debido al hecho de que no es posible diferenciar si se estan activando neuronas sensibles
al frio o al calor, nos propusimos evaluar la activacién neuronal en el MnPO, area mayormente

involucrada en la inhibicion de mecanismos relacionados con la termogénesis.

b. Expresion de c-Fos en el MnPO (Ndcleo Predptico Mediano)

El MnPo se encuentra formando parte del Area Predptica hipotalamica (POA). Recibe
informacion térmica de la piel a través del LPBel (Nucleo parabraqueal lateral externo), el cual
lo activa en condiciones de frio. ElI LPBel media la inhibicion de neuronas del POA que inhiben
tobnicamente al nucleo rostral medular de Rafe y al Hipotdlamo dorsomedial, ambas
relacionadas con la termogénesis (Nakamura y Morrison, 2008ay 2008b). En sintesis, esto
quiere decir que cuando el MnPO se activa se desinhibe la termogénesis y aumenta la

produccién de calor.

Del mismo modo, el MnPO y el mPOA también son sensibles a la acciéon de la PGE2,
mediador central de la fiebre (Lazarus y cols., 2007; Nakamura y cols., 2000). El receptor de
PGE2 se localiza en el soma y en las dendritas de aquellas neuronas del MnPO y del mPOA
gue proyectan e inhiben a las areas termogénicas anteriormente mencionadas. Como este
receptor media la inhibicibn de la respuesta de estas células el resultado final es la
desinhibicion de las areas termogénicas y la produccion de calor (Madden y cols., 2004,
Nakamura y cols., 2000). Con el objeto de evaluar si MOD previene la hipertermia que MET
induce interviniendo en la regulacion de la termogénesis, se evallo la expresion de c-Fos en el
MnPO como se muestra en la Figura IV.13.

¢ Al igual que en el mPOA, los grupos que se diferencian del vehiculo fueron aquellos que

recibieron MET a 29°C (MET y M+M).

e A 22°C M+M no se encontré activado como en el caso del mPOA, lo que sugiere que la

activacion observada en el mPOA no estaria relacionada con la termorregulacion.


http://www.sciencedirect.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/science/article/pii/S0306452209008525#bib31
http://www.sciencedirect.com.ezp-prod1.hul.harvard.edu/science/article/pii/S0306452209008525#bib32
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Figure IV.13. Efecto de la temperatura externa sobre la expresion de c-Fos en el MnPO. Analisis de
la expresion de c-Fos en el MnPO 1h luego de la dltima inyeccion de MET. Los datos se presentan como
namero medio de nucleos positivos para c-Fos = SEM (n=5-11). ANOVA de dos vias, prueba LSD de

Fisher * p<0.05 vs. VEH, & p<0.05 vs. MET, # p<0.05 vs mismo tratamiento a 22°C.Escala (A-L):100um.
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D. DISCUSION

En el cuarto capitulo de esta tesis estudiamos el impacto de las variaciones de la
temperatura corporal sobre el efecto protector de MOD. Los resultados obtenidos indican que
la toxicidad dopaminérgica observada luego de un binge de MET correlaciona positivamente
con la temperatura maxima alcanzada por los animales durante el tratamiento, no asi la

activacion de la astroglia, la cual se encuentra activa aun en ausencia evidente de dafio.

La hipertermia inducida por MET es seguida posteriormente por una respuesta hipotérrmica.
En el caso de realizar el tratamiento a 29°C la misma permanece incluso 16 horas después de
la dltima inyeccién de MET y luego de haber pasado la noche en el bioterio del instituto. Este
descenso de temperatura podria deberse a una deplecion aguda catecolaminérgica o a una
desregulacion hipotaldmica. En cualquier caso, no deberia ser considerada una condicion de
riesgo ya que la hipotermia moderada es uno de los neuroprotectores mas estudiados al dia de
la fecha ante multiples condiciones clinicas que derivan en dafo cerebral (Dietrich y Bramlett
2010, Wu y Grotta 2013).

En el grupo de animales tratados con MET se pudo evidenciar una disminucion de los niveles
de TH y DAT que correlacionaron con la temperatura corporal maxima durante el tratamiento.
Sin embargo, la gliosis reactiva, considerada como un indicador de dafio tisular (O'Callaghan y
Miller 1993), no correlaciona con la temperatura corporal maxima alcanzada. De hecho, la
astroglia esta activada a 14°C aun en ausencia de hipertermia y de alteraciones evidentes en
los marcadores de dafio de terminales dopaminérgicas (TH y DAT). El hecho de que MOD sea
capaz de prevenir la hipertermia inducida por MET a 22°C coincide con la prevencion de la
toxicidad dopaminérgica observada. No obstante, este no seria el U(nico mecanismo
involucrado en la proteccion ejercida por MOD, ya que aun en condiciones de hipertermia
(29°C) MOD todavia es capaz de atenuar el dafio inducido por MET. De todos modos, la
alteracion de los marcadores de terminales dopaminérgicos no correlacion6 con la temperatura
maxima alcanzada por los animales de este grupo como lo hizo en el grupo MET,
descartandose que MOD ejerza su efecto neuroprotector Unicamente a través de prevenir la
hipertermia. No obstante, en el caso de la activacion de GFAP en el grupo M+M se vio que
ésta correlaciona positivamente con la temperatura maxima alcanzada por los animales,
llegando a niveles de activacion comparables a los de MET a 29°C. Finalmente, MOD no indujo

hipertermia a ninguna de las temperaturas estudiadas ni alteraciones en los marcadores de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezp-prod1.hul.harvard.edu/pmc/articles/PMC3710408/#CR13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezp-prod1.hul.harvard.edu/pmc/articles/PMC3710408/#CR82
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terminales dopaminérgicas. Sin embargo, MOD indujo una leve activacion astrocitaria a bajas

temperaturas.
- En lo que respecta al estudio del
[ En ambientes termoneutros |
4 & hipotalamo anterior y su relacion con la
I_(%,ano hipertermia inducida por MET, nos
’ centramos en el estudiamos de dos areas
NoroO  mPON L1 PoA inculadas con la termogénesis como |
vinculadas con la termogénesis como lo
eferente h Y
inhibida No llegan son el mPOA y el MnPO, ambas
v estimulos desde
Inhibicion de A lapil pertenecientes al POA. EI MnPO contiene
vias eferentes de
defensa al frio [Enambientes frios | principalmente neuronas gabaérgicas que
proyectan a zonas del mPOA y es
activado a través de neuronas del LPBel
Neurona (ndcleo lateral parabranqueal, lateral
eferente i i
exitatoria externo) por estimulos frios sobre
deshinibida . .
&) Via aferente receptores cutaneos. El mPOA contiene
Activacién de vias fiadesde la L .
eferentas de - piel principalmente neuronas sensibles al
mp”es:#iiddensa calor, tonicamente activas, encargadas de
Arnbiari ﬁ<>" LPB mantener el tono inhibitorio sobre el
f”"\ * G hipotalamo dorsomedial (DMH) y nucleo
* de Rafe palido (rRPa), areas que facilitan
DRG
Termo- /’j_ D la termogénesis (Ver Figura IV.14,
rece, .
c._,;";‘,’,'eo Nakamura y Morrison 2008Db).
Médula espinal
termorregulacion. Obtenido de Nakamura y Morrison,
2008b. es efectiva para inducir la expresion de c-

Fos en el MnPO y en la region medial del
mPOA, la exposicidbn a ambientes calurosos también es capaz de inducir una leve activacion
de c-fos en el MnPO y una mayor respuesta en la parte lateral del mPOA (Bratincsak y cols.,
2004).

El POA es también conocido como el “centro de la fiebre” ya que el mPOA y el MnPO
contienen receptores EP3 (Nakamura y cols., 2011), activados por la unién a PGE2 (Scammell
y cols., 1996). La mayor union de PGE2 a estos receptores también ha mostrado ser maxima

en estd area (Matsumura y cols., 1990), es interesante notar que la expresion de PGE2 se


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezp-prod1.hul.harvard.edu/pubmed?term=Morrison%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18388139
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezp-prod1.hul.harvard.edu/pubmed?term=Morrison%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18388139
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produce en todo el cerebro pero su participacion en la induccion de la fiebre se encuentra
limitada a estos nucleos hipotaldmicos (Scammel y cols., 1996 y 1998). Cabe destacar que
durante el desarrollo de la respuesta febril a LPS se ha observado un aumento en la expresion
de c-Fos en el MnPO y que la expresion de este marcador colocaliza con aquellas neuronas

gue expresan el receptor a PGE (Oka y cols., 2000)

En el desarrollo de la “respuesta febril” los pirbgenos endodgenos actian sobre las células del
endotelio incrementando la expresion de la COX-2 (Cao y cols., 2001; Rummel y cols., 2006) y
la sintesis de PGE2 (Scammell y cols., 1996). Se cree que los macréfagos perivasculares
contribuyen a la sintesis de PGE-2 ya que también poseen la enzima la que incrementa su
expresion ante estimulos inflamatorios (Konsman y cols., 2004, Schiltz y cols., 2002). Asi como
MET es capaz de inducir la expresiéon de COX-2 en el estriado (Thomas y Kuhn 2005) y de
marcadores de inflamacion (presentes resultados, capitulo Il) en el estriado, del mismo modo
podria estar activando estos mismos mediadores en el hipotalamo, contribuyendo asi a la

hipertermia. De todos modos seran necesarios mas estudios para delucidar esta hipotesis.

En lo que respecta al gen c¢-fos, el mismo es un gen de activacion temprana y la vida media
de la proteina expresada (c-Fos) es de aproximadamente 1 hora (kruijer y cols., 1984). Al
estudiar la expresion de c-Fos en animales que fueron ingresados a la sala termostatizada 10
horas antes de ser sacrificados estuvimos evaluando principalmente las variaciones en la
activacion de este gen principalmente a causa del tratamiento. Como puede observarse en el
capitulo de resultados, tanto el mMPOA como el MnPO resultaron activarse en los grupos que
recibieron MET a 29°C. Como la activacion del MnPO desencadena mecanismos que obran a
favor del control de la temperatura se podria hipotetizar que a 29°C el hipotalamo estaria
activandose como respuesta a la hipertermia. Esto se condice con el hecho de que los
animales pertenecientes a estos grupos mostraron temperaturas dentro del rango febril, lo que
no sucedio a 22°C. No podemos afirmar que la expresion de c-Fos en el hipotalamo no sea

una consecuencia de la hipertermia mas que un mecanismo responsable de la misma.

Tanto MOD como MET inducen la activacion de c-Fos en el estriado (Fiocchi y cols., 2009,
Jedynak y cols., 2012). Dicha expresion ha mostrado correlacionar con la distancia recorrida
por los animales tratados con MET (Caster y Kuhn, 2009; Rhodes y cols., 2005) y estaria
relacionada con el aumento de metabolismo periférico y la consecuente generacion de calor

gue deriva del mismo. De hecho, la hipertermia ocurre en simultaneo con el aumento de la


http://jpet.aspetjournals.org/search?author1=David+M.+Thomas&sortspec=date&submit=Submit
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actividad locomotora y la expresion de conductas estereotipadas. En nuestro caso, de los
grupos que recibieron MET la activacion de c-Fos fue menor a 14°C y no se vio aumentada a
29°C respecto de lo observado a 22°C. Seria interesante estudiar si esta menor activacion de
c-Fos a 14°C se correlaciona con una menor respuesta locomotora inducida por MET y por

ende y a la ausencia de respuesta hipertérmica inducida por MET a esta temperatura.

En el caso de los animales tratados con MOD no observamos hipertermia ni cambios en el
nivel de activacion de c-Fos en el estriado al variar la temperatura externa. No obstante, si se
observa una mayor activacion respecto del grupo VEH en concordancia con lo descripto por
Simon y cols. (1995). M&s aun, la administracion de MOD no fue capaz de contrarrestar la
activacién de c-Fos inducida por MET a ninguna temperatura. Esto podria estar relacionado
con el aumento de estereotipias observado luego de la administraciébn de ambos estimulantes

(Capitulo 1) ya que las estereotipias son un empeoramiento de la funciébn motora.

Finalmente, en el dltimo experimento de este capitulo se evalud la expresion de FosB en el
StLd a las tres temperaturas de estudio. Como fue mencionado en el Capitulo Il el aumento de
expresion de este marcador al tiempo estudiado podria ser indicativo de respuestas
neuroprotectoras frente al dafio inducido por MET. Lo que encontramos fue un aumento en la
expresion de FosB relativo al control en los grupos MET a 22°C y a 29°C que MOD no es
capaz de prevenir. Del mismo modo hallamos que el tratamiento con MOD no altera la
expresion de FosB a ninguna de las temperaturas evaluadas lo que podria ser indicativo de
gue MOD no induce toxicidad segun nuestro protocolo de administracion (Raineri y cols., 2011,
Raineri y cols., 2012). Y, en ultimo lugar cabe mencionar que ninguno de los tratamientos a
14°C indujo la expresion de FosB, lo que se condice con la ausencia de alteraciones en los

marcadores de toxicidad estudiados a esta temperatura en todos los tratamientos.

En sintesis, nuestros resultados coinciden con el hecho de que el aumento de la temperatura
corporal correlaciona con la exacerbacion de la toxicidad dopaminérgica inducida por MET.
Cuando el tratamiento es administrado a temperaturas altas MOD no fue capaz prevenir la
hipertermia pero si de atenuar el dafio inducido por MET. Este hecho nos lleva a concluir que
parte del mecanismo neuroprotector de MOD frente a toxicidad dopaminérgica inducida por
MET es debido a su capacidad de prevenir la hipertermia inducida por MET.
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INTEGRACION FINAL

Dentro de las terminales sinpticas la DA se encuentra principalmente almacenada en
vesiculas (pool vesicular) o, en caso de haber sido recientemente sintetizada, libre en el
citoplasma (pool citoplasmatico) (Siden y cols., 1993b). Luego de ser sintetizada, la DA ingresa a
la vesicula intercambiada por un H* a través del transportador VMAT-2, el cual se expresa en
neuronas monoaminérgicas del SNC vy periférico (Eiden y Weihe 2011). Una vez dentro de la
vesicula, la DA se carga positivamente como consecuencia del bajo pH de la vesicula respecto
del pH citoplasmatico (5,6 vs. 7,1 respectivamente) por ser una base débil (pKa= 8,33 a 37*C,
Armstrong y Barlow 1976) produciéndose el atrapamiento i6nico de la misma (Siden y cols.,
1993b).

El pool vesicular se divide a su vez en la fraccion asociada a membrana, VMAT-2M, y la
citoplasmatica no asociada a membrana, VMAT-2C. Las vesiculas VMAT-2M poseen una
cinética de captacion de DA de tipo sigmoidea, pudiendo captar mas DA que una vesicula
citoplasmatica cuya cinética de captacion es saturable y de tipo Michaelis-Menten
(Fleckenstein, 2009).

La liberacién de DA puede ocurrir por exocitosis de vesiculas en respuesta a un estimulo
despolarizante o a través del DAT cuando la direccion de transporte se encuentra invertida.
Normalmente el DAT se encarga de recaptar la DA de la hendidura sinaptica para poner fin a su
accién siguiendo una cinética de captacion de DA de tipo Michaelis-Menten la cual varia con la
temperatura. Este transporte es activo, dependiente de Na+ y la direccion de transporte depende

de las concentraciones de DA a ambos lados de la célula (Siden y cols., 1993b).

La liberacion de DA es regulada en parte por el auto-receptor inhibitorio de dopamina de
tipo D2 (D2R) ubicado en la neurona presinaptica (Schmitz y cols., 2001). La activaciéon del
D2R deriva en una mayor recaptacion de DA a través del DAT (Mayfield y Zahniser, 2001) y en
la redistribucién de las vesiculas VMAT-2M, con mayor capacidad de almacenamiento que las
VMAT-2C, de la membrana hacia el citoplasma. El aumento de vesiculas VMAT-2M
disponibles para capturar la DA en el citoplasma deriva en una menor concentracion de DA
citoplasmatica libre (Fleckenstein y cols., 2009) y puede inducirse con la administracion de
agonistas selectivos para el D2R (quinpirole, pramipexole y apomorfina). El uso de bloqueantes

del DAT (Acido amfonélico, metilfenidato o cocaina) también puede inducir la redistribucion de
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vesiculas VMAT-2M hacia la fraccion citoplasmatica de modo indirecto al inhibir la recaptacién
de DA y aumentar la DA en la brecha sinaptica y unirse al D2R (Brown y cols., 2001; Volz y
cols., 2008).

Los compuestos anfetaminicos incrementan los niveles de DA en la sinapsis haciendo uso
tanto el VMAT-2 como del DAT. Estos compuestos revierten la direccion de transporte del DAT
y del VMAT-2 ya que en su ingreso se intercambian con una molécula de DA observandose un
blogueo de la recaptacion de la misma (Volz y cols., 2007a y 2007b). Este hecho resulta
importante si se tiene en cuenta que los compuestos anfetaminicos pueden ingresar a la célula
a través del DAT o por difusién pasiva pero solo aquellas moléculas de MET que lo hagan a
través del DAT invertiran la direccidén de transporte y causaran la liberacion de DA. Este hecho
se puede evidenciar al administrar MET o ANF junto con compuestos que bloquean el DAT
(MOD o nomifensina) donde se produce una menor liberacion de DA respecto de cuando son
administrados sin los bloqueantes del DAT (Raiteri y cols., 1973, Zolkowska y cols., 2009).

Cuando se administra un binge de MET (4 mg/kg x4 inyecciones cada 2 horas), luego de
las primeras 3 inyecciones se puede observar un leve aumento de DA extracelular en cada
inyeccién y un aumento mucho mas grande en la liberacion de DA después de la 4ta inyeccion
(O'Dell y cols., 1991). Se cree que, inicialmente, cuando las concentraciones de MET son
bajas, el aumento de los niveles sindpticos de DA ocurriria a través del DAT, como
consecuencia de la reversion del transportador y a expensas de la DA libre en el citoplasma
(pool citoplasmético). En estas condiciones, MET puede ser nuevamente transportada hacia
afuera de la célula a través del DAT sin llegar a ingresar hacia adentro de las vesiculas
(Seiden y cols., 1993b). Luego, ante la administracién repetida o de dosis altas de MET, la
proporcion de moléculas que pueden ingresar a la célula ahora también por difusion pasiva se
vuelve significativa por lo que la concentracion intracelular de MET aumenta y la probabilidad
de que MET ingrese a las vesiculas, las deplete e incremente mucho mas los niveles de DA
libre en el pool citoplasmético (Seiden y cols., 1993b, Sulzer y cols., 1995). Luego, el
incremento de DA libre en el citoplasma alcanzaré la brecha sinaptica a través del DAT cuyo

funcionamiento se encuentra invertido.

Anélogamente, los efectos toxicos de MET también serian dependientes del aumento de la
concentracion de DA libre en el citoplasma o pool citoplasmético de DA. El aumento de DA

libre en el citoplasma lleva a la saturacion de las enzimas encargadas de su metabolizaciény a
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la oxidacién de la misma con la consecuente produccion de radicales libres y la induccion de
un estado de estrés oxidativo en las neuronas dopaminérgicas (Fleckenstein y cols., 2000; La
Voile y Hastings 1999). Estimular la sintesis de DA con I-DOPA potencia el efecto toxico de
MET mientras que inhibirla con o-MPT previene el efecto estimulante, la toxicidad
dopaminérgica y la activacion de la microglia por parte de MET (Thomas y cols., 2008). Mas
aun, la produccion de especies reactivas del oxigeno promueve la formacién de complejos de
alto peso molecular entre mondémeros de DAT alterando la funcién del transportador (Baucum y
cols., 2004) y prolongando el tiempo en el cual se encuentra invertida la direccién de transporte

de DA después de la administracion de un b/inge de MET (Kokoshka y cols., 1998).

MET depleta vesiculas aumentando drasticamente los niveles citoplasméaticos de DA al
mismo tiempo que reduce la disponibilidad de VMAT-2C promoviendo su nitrosilacion e
inhibiendo la recaptacion de DA hacia la vesicula (Eyerman y Yamamoto 2007). La
administracion de agonistas del D2R (como el quinpirole) o de bloqueantes del DAT (como la
cocaina) ayudarian a atenuar el aumento de DA citoplasmatico ya que mas vesiculas VMAT-
2M estarian disponibles en el citoplasma para recaptarla dado que ambos tipos de compuestos
inducen la redistribucion de las mismas. El mayor numero de vesiculas VMAT-2 en citoplasma
(VMAT-2C + VMAT-2M) que van a ser depletadas por MET sumado a la disminucion de la
recaptacion de DA causada por modificaciones en la proteina VMAT-2 podrian derivar en un
incremento de DA libre en el citoplasma. De hecho, son los antagonistas selectivos del
receptor D2R (eticlopride), quienes evitan que disminuya la recaptacion vesicular de DA y la
neurotoxicidad inducida por MET (Albers y Sonsalla 1995, Brown y cols., 2002, Hadlock y cols.,
2010). Mas aun, cuando se administra MET a ratones KO para el D2R, los mismos se
muestran resistentes a la neurotoxicidad, a la hipertermia y a la neuroinflamacion que la droga

provoca (Granado y cols., 2011).

Se sabe que MOD actua como bloqueante moderado de la recaptaciéon de DA por parte del
DAT a las neuronas dopaminérgicas (Schmitt y Reith 2011, Volkow y cols., 2009, Zolkowska y
cols., 2009). También se ha propuesto a MOD como un agonista de los receptores D2R
(Korotkova y cols., 2007, Qu y cols., 2008) y mas especificamente como agonista parcial

(Seeman y cols., 2009).

Si bien se presume que el efecto hiperlocomotor de MOD es a causa del bloqueo del DAT,

Zolkowska y cols., (2009) mencionan que se necesita una menor liberacion de DA en el NAcc
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por parte de MOD, comparada con MET, para llegar a los mismos valores de actividad
locomotora. A su vez, el efecto hiperlocomotor de MOD no se ve afectado por bloqueo de la
sintesis de DA (Lin y cols., 1992) asi como tampoco la administraciéon de haloperidol
(antagonista selectivo D2R) o la administracion de SCH 23390 (antagonista selectivo D1R). Sin
embargo, la administracion de estos compuestos si interfiere con el efecto locomotor de las
anfetaminas (Simon y cols., 1995). A esta evidencia se le suma el hecho de que MOD
pareceria ejercer su efecto estimulante por un mecanismo distinto al de los estimulantes
anfetaminicos, como lo es la disminucion del tono inhibitorio debido a una menor liberacion de
GABA (Tanganelli y cols., 1992, Ferraro y cols., 1996 y 1998).

De los resultados del estudio de la interaccion aguda entre ambos estimulantes pudo
observarse una mayor expresion de estereotipias y un empeoramiento del cuadro agudo que
paradojicamente no se refleja en una mayor toxicidad en el grupo M+M. Esto coincide con lo
reportado por Kitanaka y cols., (2012) quienes observaron una mayor expresion de
estereotipias al combinar MET con nomifensina, otro bloqueante del DAT. En el trabajo antes
citado también se evidenci6 un menor desarrollo de estereotipias causado por la
administracion de ANF por compuestos antipsicoticos, comunmente utilizados en el tratamiento

de la esquizofrenia, cuya funcién es antagonizar los receptores D2R.

Por otro lado, se ha sugerido que la oxidacion de la DA liberada podria servir como sefial
neuronal para inducir la activacion de las células de la microglia. Estas células contribuirian a
agravar el cuadro a través de la liberacion de compuestos pro-inflamatorios y especies
reactivas del oxigeno (LaVoie y cols., 2004, Thomas y cols., 2004). Resulta interesante resaltar
que la inhibicion de la sintesis de DA previa a la administracion de MET previene la activacion
de la microglia asi como la administracion de I-DOPA, precursor de la sintesis de DA, exacerba
la activacion de la microglia y la toxicidad inducida por MET (Thomas y cols., 2008). Ni la
administracion de compuestos que bloquean el DAT (cocaina, nomifensina, WIN 35428), ni la
administracion de agonistas selectivos para el D1R (SKF 82958), el D2R (quinpirole) o
agonistas mixtos D1R/D2R (apomorfina) mostraron activar la microglia en el estriado (Thomas
y cols., 2004). Por otro lado, la activacion de la microglia se puede atenuar con minociclina, un
antibidtico con propiedades anti-inflamatorias, pero la misma no resulta ser suficiente para
mitigar por completo la neurotoxicidad inducida por MET (Sriram y cols., 2006). Una posible
explicacion es que si bien la microglia luego de la administraciéon de MET esta siendo inhibida

por la minociclina, MET aun es capaz de ingresar a la célula e incrementar la DA libre en el
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citoplasma la que continuaria oxidandose. Por ende, la toxicidad neuronal inducida por MET se
veria atenuada, dado que la microglia no estaria contribuyendo al dafio, pero no inhibida del

todo.

El consumo de MET puede inducir estados de psicosis en humanos. Esta alteracion se
caracteriza frecuentemente por delirios de tipo paranoide y alucinaciones auditivas que pueden
persistir aun cuando el consumo de MET haya sido discontinuado (Grelotti y cols., 2010). Por
un lado, se ha propuesto que existe una relacion entre el aumento de la transmision
dopaminérgica en el estriado y el desarrollo de psicosis en pacientes con esquizofrenia
(Egerton y cols., 2013). A su vez, la activacion de las células de la microglia también es un
hallazgo comun en pacientes que padecen esquizofrenia (Fillman y cols., 2013a y 2013b). Es
por esto que la administracion de antagonistas del receptor D2R (antipsicoticos) es util en el
tratamiento de esta patologia no sélo porque bloquean la accidén de la DA sobre los receptores
D2 sino porque ademas mostraron poseer propiedades anti-inflamatorias (Kato y cols., 2011).
Resulta interesante resaltar que MOD, al igual que los antipsicéticos y contrario a lo observado

con los bloqueantes del DAT, previene la activacion de la glia por parte de MET.

Finalmente, se cree que la hipertermia inducida por MET contribuye a la aceleracion de
procesos oxidativos y a potenciar la neurodegeneraciéon (LaVoie y Hastings 1999). El grado de
hipertermia varia con la dosis de MET y la temperatura a la cual se realiza el tratamiento
(Sabol y cols., 2013). En el caso de MET, los antagonistas D2R como el haloperidol (Bowyer y
cols., 1994) y el eticlopride contrarrestan el efecto hipertérmico siempre que el tratamiento no
sea administrado a altas temperaturas (Broening y cols., 2005), tal como se observa con MOD.
Més aun, la administracion de MET a ratones KO para D2R no induce hipertermia alin cuando
el tratamiento se realiza a altas temperaturas (Granado y cols., 2011). Sumado a lo anterior, el
tratamiento con Eticlopride (antagonista D2) previene la formacién de complejos del DAT, la
disminucion de la inmunorreactividad para VMAT-2 y la astrogliosis (Hadlock y cols., 2010).
Eticlopride, al igual que MOD, previene la hipertermia y la deplecién dopaminérgica inducida
por MET cuando el tratamiento se realiza a temperaturas ideales pero no a temperaturas
elevadas (Broening y cols., 2005). Sin embargo, asi como la prevencién de la inflamacion no
es suficiente para evitar la neurotoxicidad inducida por MET, evitar la hipertermia tampoco
resulta suficiente. Esto puede evidenciarse al administrar MET después de depletar vesiculas

de DA con reserpina y aumentar el contenido de DA citoplasmatica. En este caso la toxicidad
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dopaminérgica se encuentra exacerbada aln en condiciones de hipotermia (Albers y Sonsalla
1995, Thomas y cols., 2008).

Entre los efectos posibles efectos adversos ocasionados por MOD se encuentra el
desarrollo de psicosis (Vorspan y cols., 2005, Wu y cols., 2008), probablemente a causa de su
accion como bloqueante del DAT y el consecuente aumento de DA extracelular (Zolkowska y
cols., 2009). Basandonos en la evidencia que se apoya en el hecho de que los estimulantes
son capaces de activar genes de expresion temprana en el estriado (Nestler y cols., 2001),
qguisimos evaluar el efecto de ambos estimulantes por separado sobre la expresién de estos
marcadores. Si bien ambos estimulantes por separado indujeron la activacion de c-Fos en el
estriado pudimos observar que MOD no fue capaz de disminuir la activacion neuronal inducida
por MET a sus propios niveles. Si la activacion de las neuronas gabaérgicas del estriado fuera
dependiente de la DA que esta siendo liberada y la consecuente activacion de los receptores
dopaminérgicos ((Beauvais y cols., 2010), entonces MOD induciria una menor liberacion de DA
pero no estaria previniendo la liberacién de DA inducida por MET, en concordancia a lo
reportado por Zolkowska (2009). A su vez este efecto no estaria relacionado con el agonismo
parcial de MOD sobre los receptores D2R ya que de haber sido asi hubiéramos esperado que

la activacion de c-Fos en el grupo M+M alcanzara valores comparables a los de MOD.

Los resultados obtenidos en esta tesis se apoyan en la teoria de que MOD actiia como un
agonista parcial de los receptores de tipo D2R, mostrando un comportamiento de dualismo
competitivo frente a niveles elevados de DA inducidos por MET. Esto quiere decir que cuando
las concentraciones de DA son bajas, MOD actia como agonista pero con una actividad
intrinseca inferior a la del agonista puro (DA). Por otro lado, cuando las concentraciones de DA
son elevadas, MOD actua antagonizando el efecto maximo alcanzable por el agonista puro al
competir con el mismo por la unién al receptor (Goodman y Gilman., 2003). MOD muestra los
efectos benéficos observados por otros autores al administrar antagonistas D2R junto con MET
ya que previene el dafio dopaminérgico, la respuesta hipertérmica a MET y la inflamacién
estriatal inducidos por MET. Nuestra hip6tesis, como se muestra en la Figura A, es que MOD
evitaria la activacion de los D2R y la consecuente redistribucion de vesiculas VMAT-2M hacia
la fraccion citoplasmatica disminuyendo la disponibilidad de las mismas para ser depletadas
por MET. Asi, la liberacién de DA en el citoplasma seria menor y la formacion de sustancias
reactivas del oxigeno y nitrégeno se verian atenuadas. De este modo, al no desencadenarse

procesos oxidativos, la activacion de las células de la glia no se llegaria a producir.
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Figura A. Esquema representativo del hipotético modo de accién neuroprotectora de MOD. MET
ingresa a la célula y desplaza la DA desde las vesiculas hacia el citoplasma e inhibe la MAO, lo que deriva
en la metabolizacién de DA libre por vias no enzimaticas. La oxidacién de DA deriva en la produccién de
sustancias potencialmente toxicas como la dopamina quinona que disrumpe la funcién mitocondrial y lleva
a la célula a un estado de estrés oxidativo por la produccion de radicales libres del oxigeno (ROS) vy el
nitrogeno (RNS). Estos compuestos en su conjunto dafian a las membranas y al ADN e inducen la
apoptosis. Todos estos procesos inducen una respuesta inflamatoria en la cual se produce la activacién
de las células de la microglia, las cuales contribuyen mediante la liberaciéon de agentes proinflamatorios al
dafio de las terminales dopaminérgicas. MET invierte la direccién de transporte del DAT siendo la DA
citoplasmatica liberada al espacio sinaptico, encontrandose disponible para activar los receptores D2R. La
activacion de estos receptores induce la redistribucion de vesiculas asociadas a membrana (VMAT-2M) al
citoplasma y en consecuencia mas vesiculas se encuentran disponibles para ser depletadas por MET lo
que empeora el cuadro. MOD, estaria ejerciendo su efecto protector mediante el bloqueo del DAT vy el
agonismo parcial de los receptores D2R. De este modo, menos moléculas de MET podrian ingresar a la
célula, menos DA seria liberada al espacio extracelular y menos vesiculas serian depletadas por MET.
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CONCLUSIONES

De este trabajo de tesis se desprenden las siguientes conclusiones:

= La administracion de MOD previno la toxicidad dopaminérgica inducida por MET en el

estriado dorsal tanto de ratones macho como de ratones hembras.

= La administracién de MOD por si sola no indujo alteraciones sobre los marcadores de
toxicidad dopaminérgica estudiados cuando el mismo fue administrado a una dosis de
90 mg/kg. Ante la administracion de dosis mas altas (180mg/kg), no obstante, se

evidenci6é una disminucion en la inmunomarcacion para TH.

= Tanto MOD como MET, administrados por separado, fueron capaces de inducir
hiperlocomocion. No obstante, el perfil de respuesta locomotora es diferente ya que
MOD posee un componente basicamente locomotor y MET un componente mixto

(locomotor que altas dosis puede derivar en la realizacion de estereotipias).
= MOD no previno la expresion de estereotipias inducida por MET.

» La administracion de MET indujo un aumento del grado de activacién neuronal estriatal
determinado por la expresion de c-Fos. La administracion de MOD también indujo la
activacion de este marcador pero a menores niveles que los observados con el
tratamiento con MET y no fue capaz de prevenir el aumento de expresion de c-Fos
inducido por MET.

= El tratamiento toxico con MET indujo la activacion de la astroglia y de la microglia en el
estriado. La coadministracion de MOD, sin embargo, resulté ser efectiva en prevenir

dicha alteracion. MOD no indujo la activacion de la glia.

= La administracion de MOD fue capaz de prevenir el aumento de expresion de la
proteina pro-apoptética BAX y la disminucién de la expresion de la proteina anti-
apoptética Bcl-2 inducida por MET. MOD por si solo no alteré la expresion de estas

proteinas.

» La administracion de MOD no previno el aumento de la expresion de FosB observada

luego de la administracion de MET.
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MOD no indujo hipertermia a ninguna de las temperaturas estudiadas ni alteraciones en

los marcadores de terminales dopaminérgica.

MET produjo un aumento de la temperatura corporal la cual correlaciona con la
exacerbacion de la toxicidad dopaminérgicas. La prevencion de la hipertermia inducida
por MET no seria el Unico mecanismo mediante el cual MOD ejerceria su accion

neuroprotectora.
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Apéndice |
Construccidon y uso de macros para la automatizacion de la
cuantificacidén de imagenes mediante el uso del software
ImageJ

A. INTRODUCCION
Con el proposito de automatizar la cuantificacion de las fotos obtenidas mediante el uso

camara acoplada al microscopio de campo claro se procedié al uso de macros. Un macro es
una serie de instrucciones que el programa realiza de manera secuencial mediante una Unica
orden de ejecucion y que permite la automatizacion de tareas repetitivas. De este modo,
mediante la automatizaciéon de la cuantificacion, el procedimiento de la cuantificacion es

independiente de errores de sesgos que el operador pueda aportar.

B. METODOLOGIA
Para la cuantificacion de las imagenes se utilizaron de manera secuencial los siguientes

macros:

i. Correccion de la iluminacion
Macro 1: Correccion de background

title = getTitle(),
imageCalculator("Subtract create”, title,"Background.jpg"),

/lrun("lmage Calculator...", "imagel=title operation=Subtract image2=Background.jpg create"),
run("Save", "save=[H:\CARPETA\" +title+ "]"),
close(),

selectWindow(title),
run("Open Next"),

ii. Ajuste de la escala de densidad Optica
Macro 2: MAX 'y MIN gris

title = getTitle(),

for (i=title, i<n, i++) {

run("Measure"),

run("Open Next"),}

Macro 3: LUT

title = getTitle(),

for (i=title, i<n, i++) {
run("Window/Level..."),
setMinAndMax(valor min, valor max),
run("Apply LUT"),

run("Save"),

run("Open Next"),}
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iii. Determinacion del valor umbral de densidad éptica a utilizar

130

Macro 4: Umbral

title = getTitle(),
for (i=title, i<n, i++) {

setAutoThreshold(),
run("Calibrate...", "function=[Uncalibrated OD] unit=[Gray Value] text1= text2="),
close(),

run("Measure"),
run("Open Next"), }

iv. Medicion de la DOI

Macro 5: Medida DOI

title = getTitle(),

for (i=title, i<n, i++) {

setThreshold(0, 161),

makeOval(732, 940, 908, 952),

run("Calibrate...", "function=[Uncalibrated OD] unit=[Gray Value] text1= text2="),
run("Measure"),

run("Open Next"),}
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Apéndice Il
Aproximacion a los cambios electrofisiolégicos inducidos por
metanfetamina, modafinilo y la combinacion de ambos
estimulantes.

A. INTRODUCCION
De modo de corroborar el efecto protector de MOD frente a la neurotoxicidad inducida
por MET desde una perspectiva mas funcional nos propusimos evaluar los cambios de

plasticidad sinaptica a corto plazo través del estudio de pulsos pareados.

La plasticidad sinaptica puede ser a corto plazo como es el caso de la facilitacién por
pulsos pareados (PPF) y la depresién por pulsos pareados (PPD); o a largo plazo como es el
caso de la potenciacion a largo plazo (LTP) y depresion a largo plazo (LTD); segun lo
reportado por Henning (2013). Es ampliamente aceptado que la plasticidad por pulsos
pareados es debida a cambios en el patrén de actividad de las terminales presinapticas. En el
PPF el niumero de vesiculas liberado en respuesta al segundo de dos estimulos administrados
cercanos en el tiempo depende de la actividad singptica. Una de las hipétesis mas aceptadas
es la del nivel de calcio residual proveniente del primer estimulo que, sumado al calcio
ingresado en el segundo estimulo, incrementa la liberacién del neurotransmisor facilitando la
fusién de mas vesiculas a la membrana (Firobante y Regehr, 2011; Henning, 2013). En el caso
del PPD los mecanismos subyacentes no han sido del todo clarificados pero se cree que tanto
la deplecion de las vesiculas, la inactivacion de canales de calcio o la activacion de receptores
presinapticos pueden contribuir al desarrollo de este fenomeno (Firobante y Regehr, 2011;
Henning, 2013). Sin embargo, se suele observar que aumentos en la cantidad de
neurotransmisor durante la primera respuesta a los pulsos pareados reduce la amplitud de la
segunda respuesta. De este modo tanto la facilitacion como la depresion de la respuesta al
segundo estimulo son dos procesos que pueden ocurrir en simultdneo. Del balance de estos

dos fendmenos dependera la cantidad final de neurotransmisor liberada.

Se sabe que entre las células que componen el estriado el mayor porcentaje de las
mismas son neuronas espinosas medianas (Medium Spiny Neurons, MSN; Smith y Bolam
1990) y que reciben aferencias glutamatérgicas provenientes de la corteza (Calabresi y cols.,
1996) y el tdlamo (Lapper y Bolam 1992). Las fibras dopaminérgicas provenientes de la
sustancia nigra sinapsan colateralmente con las MSN en el estriado modulando modulando la

sefal excitatoria que llega desde la corteza (Bouyer, 1984). Mas aun, existe evidencia de que
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los receptores de dopamina D2R estan ubicados en las terminales glutamatérgicas que inervan
el estriado e inhiben la liberacion de glutamato en un posible intento de proteger a las neuronas

estriatales de una excitacién excesiva (Cepeda y cols., 2001).

En nuestro caso hemos demostrado que el tratamiento con un binge toxico de MET
induce la reduccion del contenido estriatal de DA y que la coadministracion de MOD es capaz
de prevenir esta alteracion. Seria logico pensar que dicha disminucién de DA en el grupo
tratado con MET deberia reflejarse en una menor activacién de los receptores D2R ubicados
en las terminales presinapticas glutamatérgicas que inervan el estriado. Nuestra hipétesis para
este experimento es que, en caso de no haber una super sensibilizacion de estos receptores
D2R, la disminucion de DA estriatal produciria una menor inhibicion de la liberacion de
glutamato. De este modo, en el grupo tratado con MET deberia observarse una menor
depresion de la primera respuesta de pulsos pareados registrada en las neuronas espinosas
medianas frente a la estimulacion de los axones cortico-estriatales. Dicho aumento de la
primera respuesta disminuiria la amplitud en respuesta al segundo estimulo pareado,
disminuyendo por tanto la relacion de amplitudes o paired pulse ratio (Es decir, la relacion de

corrientes excitatorias postsinapticas, EPSCs: EPSC,/EPSC: < 1).

Es importante resaltar que, debido al reducido niamero de animales incluidos en el
ensayo y a la alta variabilidad de las mediciones, resultd dificil analizar estadisticamente los
resultados obtenidos; no obstante, creemos que este grupo de resultados abrié una linea de

trabajo que seria interesante continuar.

B. METODOLOGIA

Fueron realizados en rodajas corticoestriatales de 300 um de espesor obtenidas
mediante cortes sagitales con vibrdtomo de cerebros de hembras de la cepa c57/BL-6 de
aproximadamente 1 mes de edad. Las rodajas se incubaron durante 1 hora a 37 °C en solucion
ACSF normal (Bisagno y cols., 2010) y luego ser transferidas a una camara montada en la
base de un microscopio (BX50WI, Olympus) equipado con un sistema éptico de contraste por
interferencia diferencial infrarrojo (IR-DIC). Las neuronas MSN (>95% poblacion neuronal
estriatal) se visualizaron con un objetivo 40X de inmersion en agua acoplado a una camara de
video CCD para infrarrojo cercano (IR-1000, DAGE-MTI). Una vez elegida la célula a registrar
mediante el uso de microelectrodos con resistencias de 2-4 MQ de vidrio borosilicato (Harvard

Apparatus, GC150F-15, UK) conectados al cabezal de un amplificador operacional (Multiclamp
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700 A, Axon Instruments) se obtuvieron sefales de corriente o voltaje analégicas que fueron
digitalizadas por un conversor analogico-digital (ADC)-digital analdgico (DAC) (Digidata 1322A,
Axon Instruments, EEUU). Los registros obtenidos fueron posteriormente analizados con el
programa Clampfit 10.2 (PClamp 10, Axon Instruments, EEUU). Para el registro de corrientes
singpticas glutamatérgicas corticoestriatales se usd una solucion intracelular de alto Cs+
(blogueante de los canales de potasio dependientes de voltaje) mas QX-314-Cl (un derivado
de lidocaina capaz de bloquear intracelularmente los canales de sodio dependientes de voltaje
de la neurona que esta siendo registrada). A su vez las corrientes excitatorias post-sinapticas
(EPSCs) se registraron tras el bloqueo farmacoldgico de los receptores de GABA-A agregando
Picrotoxina (10 uM) a la solucion de registro. Se coloco6 de forma local en la corteza cercana al
StLd un electrodo concéntrico bipolar (FHC Inc, Maine, USA, conectado a una unidad de
aislacion capaz de administrar una corrientes constante 0.1-10 mA de amplitud; 100-200 us de
duracion) con el objeto de estimular los axones glutamatérgicos procedentes de la corteza. La
estimulacion de los axones corticales con pulsos pareados fue comandada por el programa
Clampex 10 (pClamp 10, Axon Instruments, CA, USA) a bajas (5 y 10 Hz) y altas (40 Hz)
frecuencias. Finalmente se procedié a la cuantificacion de los cambios presinapticos de las
neuronas registradas comparando el cambio de amplitud del segundo pulso en relacién a la
amplitud del primero (PPR). Un aumento en el “ratio” implicaria un aumento de la probabilidad
de liberacién de glutamato durante el segundo pulso, es decir, una facilitacion de la liberaciéon
del neurotransmisor. Por otro lado, una disminucion en la relacion de amplitudes generadas por
pulsos pareados indicaria una disminucion de la probabilidad de liberacion glutamatérgica o

una depresion.

C. RESULTADOS
La frecuencia de estimulacion de los axones corticales mostrada en la Figura 1 nos
permitiria evidenciar fenbmenos de plasticidad sinaptica como la facilitacion por pulsos
pareados (PPF) y la depresion por pulsos pareados (PPD). Como se puede observar en la
figura la administracién de dos pulsos pareados a 40 Hz (separados 25 mseg entre si) deriva
en un aumento en la amplitud de la corriente del segundo pulso respecto del primero (PPF)
para todos los grupos de tratamiento, siendo esta una frecuencia de estimulacion poco

sensible para evaluar los cambios de plasticidad causados por el tratamiento.
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Figura 1. Plasticidad de los pulsos pareados en la sinapsis corticoestriatal 6 dias después de la
coadministracion de MOD junto con un binge de MET. El potencial de holding de la membrana neuronal fue
fijado a =70 mV y la amplitud de los pulsos pareados (PPR: EPSC,/EPSC,) determinada a distintas frecuencias
de estimulo (5, 10 y 40 Hz). Cada célula fue estimulada con pulsos pareados 8 veces a cada una de las
frecuencias y cada conjunto de pulsos pareados fue separado entre si por 30 seg.

Cuando los estimulos se separaban por tiempos mas largos (200 mseg y 100 mseg,
resultando en frecuencias de 5y 10 Hz) se puede observar todavia una tendencia al PPF en el
grupo MET, lo que no sucede en el grupo VEH ni en el grupo M+M tratado con ambos
estimulantes. Esto podria deberse a la falta del efecto inhibitorio que DA produce sobre la
liberacion de glutamato en las terminales glutamatérgicas que expresan el receptor D2.
Ademas, de ser cierta esta hipétesis la facilitacion observada en el grupo tratado con MET
deberia corregirse luego de agregar DA, ya sea en el bafio donde se esta realizando el registro

o de forma localizada.

No obstante, e independientemente del mecanismo por el cual se esté produciendo la
facilitacion de la respuesta a los pulsos pareados, MOD pareceria ser capaz de prevenir esta
alteracion. Hipétesis que esperamos confirmar o refutar en futuros experimentos luego de

aumentar el nimero de registros.
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