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RESUMEN

Antecedentes: El trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) es un trastorno
neurobioldgico de la infancia caracterizado por sintomas como falta de atencion, hiperactividad
e impulsividad. La etiologia del trastorno se relaciona con factores sociales, ambientales y
sobre todo genéticos. El tratamiento farmacologico de primera linea incluye al metilfenidato
(MPH) que es un psicoestimulante y el tratamiento de segunda linea es la atomoxetina (ATX)
gue es un no psicoestimulante y ambos farmacos contribuyen a aminorar la sintomatologia;
sin embargo, se ha demostrado que ambos farmacos pueden producir estrés oxidativo, lo que
a su vez produciria neuroinflamaciéon y finalmente dafio neuronal. Por lo tanto, el estrés
oxidativo y la neuroinflamaciéon podrian repercutir negativamente en el tratamiento del
trastorno. Objetivo: Determinar si la administracion cronica de MPH y ATX producen dafio
neuronal aumentando la neuroinflamacion en el cuerpo estriado de ratas jévenes.
Metodologia: Se utilizo la rata Wistar en etapa prepuberal, a la cual se le administré de forma
cronica (28 dias), dosis diarias de 10 mg/Kg de MPH o 3 mg/Kg de ATX, ambos por via
intraperitoneal, para posteriormente obtener cortes de cerebro en la regidén dorsal del cuerpo
estriado y realizar la tincion con VC e IHC contra GFAP. Resultados: El tratamiento durante
28 dias con MPH y ATX produjo una disminucion estadisticamente significativa en el nUmero
de neuronas viables, en comparacion con el grupo CN. Sin embargo, los tratamientos durante
28 dias con MPH y ATX no presentaron diferencias estadisticamente significativas en el
namero de astrocitos inmunorreactivos a GFAP en comparacion con el grupo control, a pesar
de mostrar un incremento en el fenotipo reactivo. Conclusion: La administracion cronica de
MPH y ATX en el cuerpo estriado de la rata produjeron una disminucion significativa de la
densidad neuronal, pero no produjeron un incremento estadisticamente significativo en el

namero de astrocitos reactivos (neuroinflamacion) en el estriado.



I. INTRODUCCION

l.Il TRASTORNO POR DEFICIT DE ATENCION E HIPERACTIVIDAD

El trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) es un trastorno del neurodesarrollo,
clinicamente heterogéneo y altamente prevalente caracterizado por presentar un patron
continuo de falta de atencion y/o hiperactividad/impulsividad, estas conductas suelen interferir
en el funcionamiento académico, social y familiar; por ejemplo, se puede presentar un alto
riesgo de fracaso académico, baja autoestima, malas relaciones con compaferos e incluso
abuso de sustancias (Faraone, et al, 2005; American Psychiatric Association, 2013;
Biederman, et al, 2005).

De acuerdo a la quinta edicion del Manual Diagnostico y Estadistico de Trastornos mentales
(DSM V), la valoracion se suele realizar antes de los 12 afios y se basa en la identificacion de
seis 0 mas sintomas que pertenecen a la categoria de inatencion o hiperactividad/impulsividad,
es esencial que estos sintomas se mantengan por al menos seis meses y afecten las
actividades sociales y académicas del individuo, adicionalmente se puede identificar 3 subtipos
del TDAH, el subtipo predominantemente inatento, el subtipo predominantemente
hiperactivo/impulsivo y el subtipo combinado (American Psychiatric Association, 2013). Una de
las caracteristicas del TDAH es la multicomorbilidad, este trastorno suele coexistir con otros
trastornos psiquiatricos, la evidencia que se ha recopilado muestra que la depresién, ansiedad,
trastornos del espectro autista, trastorno bipolar, trastornos de conducta, trastornos
alimentarios y trastornos por abuso de sustancias tienen una alta incidencia en pacientes con
TDAH, la cual va desde el 30 hasta el 50% (Gnanavel S, et al, 2019).

Las cifras de prevalencia son muy heterogéneas, suelen variar segun los criterios diagndsticos,
la edad de los pacientes, los paises donde se realizaron los estudios, asi como el tipo de
analisis efectuado (Polanczyk G, et al, 2007; Posner, et al, 2020). Un metaanalisis estimé que
la prevalencia mundial del TDAH es del 5,9 % (Willcutt E, 2012). En México, la Secretaria de
Salud sefialé que el 5% de los nifios y adolescentes mexicanos tienen TDAH (Secretaria de
Salud, 2017)



Il ETIOLOGIA DEL TDAH

La etiologia del TDAH no se conoce completamente, sin embargo, se ha relacionado con
factores genéticos, ambientales y sociales, siendo asi el componente genético el mas
importante, ya que estudios familiares de gemelos y de adopcion han concluido que los
familiares directos de nifios con TDAH tienen 9 veces mayor riesgo de desarrollar el trastorno
(Chen W, et al, 2008) y se estima que su heredabilidad oscila entre el 77 y 88% (Faraone &
Larsson, 2019), siguiendo esta premisa, se han buscado asociaciones entre diversos genes y
el TDAH; y se ha encontrado que las variantes genéticas comunes contribuyen a la
susceptibilidad del trastorno. Sin embargo, aln no se ha asociado ninguna variante de manera
sélida al TDAH. En un estudio, en mas de 50,000 individuos diagnosticados, se identificaron
12 loci de riesgo significativo en todo el genoma asociados con el trastorno. Varios de los loci
identificados se encuentran en o cerca de genes implicados en el desarrollo neurolégico como
el gen de la caja de cabeza de horquilla (FOXP2), el gen del receptor que contiene el dominio
VPS10 relacionado con sortilina 3 (SORCS3) y el gen de la fosfatasa 6 de doble especificidad
(DUSP6) (Demontis D.et al., 2019). Respecto a estudios en los genes individuales, se ha
propuesto que diversos genes involucrados en las vias catecolaminérgicas podrian estar
implicados en el desarrollo del TDAH con base en consideraciones teoricas y debido a la
eficacia que se ha visto experimentalmente al tratamiento con psicoestimulantes (Faraone SV
& Biedermann J,1998). Han sido muchos los estudios en los que se han identificado genes
candidatos que confieren susceptibilidad al TDAH, el metaandlisis de Gizer y colaboradores,
identificé una asociacion significativa del TDAH con los genes de los receptores de dopamina
(DA) 4y 5, con el gen del trasportador de DA (DAT), con los genes del receptor y transportador
de serotonina 1B (HTR1B) y (5HTT), respectivamente, y con un gen que codifica una proteina
reguladora de vesiculas sinapticas llamada proteina asociada al sinaptosoma 25 (SNAP-25)
(Gizer |, et al, 2009), estos hallazgos han sido significativos, aunque modestos, lo que sugeriria
gue la vulnerabilidad genética de padecer TDAH podria deberse al efecto minimo de muchos

genes (Faraone, et al, 2005).

Por otro lado, la adversidad biolégica y psicosocial son factores ambientales que podrian
aumentar la predisposicion genética al trastorno y son considerados como factores riesgo que

pueden ser parte de la fisiopatologia del TDAH.
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El entorno familiar sano es esencial durante la nifiez para el correcto desarrollo emocional y
conductual (Kiff C, et al, 2011), diferentes analisis han encontrado que podria haber una
relacion importante entre la expresion de algunos sintomas conductuales del TDAH y la calidad
de la crianza durante la infancia, los hallazgos que se han encontrado muestran una alta
heterogeneidad respecto a la influencia de los factores sociales en el TDAH, por esta razén se
ha intentado esclarecer si existe una relaciéon significativa entre ellos, un analisis de diversos
estudios han mostrado que los nifios sometidos a maltrato tenian 7 veces mas probabilidades
de ser diagnosticados con TDAH; los nifios cuyos padres se separaron o se divorciaron tienen
3 veces mas probabilidades de tener TDAH y otros factores asociados con menor impacto son
la crianza monoparental y una mala calidad de interaccién entre padres e hijo y pueden ser
considerados factores de riesgo (Claussen A, et al, 2022). Ademas, los sintomas conductuales,
gue son expresados en nifios con TDAH pueden ser el resultado del tipo de crianza otorgada
por padres que ya tenian antecedentes del trastorno (Park JL, et al, 2017), por lo que se puede
decir que los padres y nifios tienen un riesgo compartido de TDAH que provoca que los
sintomas sean parte de un patron complejo de diferentes influencias (Faraone, et al, 2021).

Dentro de los factores biolégicos que podrian intervenir en el desarrollo del TDAH se
encuentran las complicaciones en el parto y durante el embarazo, tales como la hipoxia,
toxemia, eclampsia, sufrimiento fetal y eventos traumaticos (Faraone SV & Biederman J, 1998),
otro factor biolégico que ha sido estudiado ampliamente es el tabaquismo materno, en un
estudio las madres de nifios con TDAH, informaron tabaquismo intenso (> 10 cigarrillos por
dia) y también notificaron estrés psicosocial severo (Motlagh MG, et al, 2010), asi, la
exposicion del feto a la nicotina podria provocar hipoxia, bajo peso y desprendimiento
prematuro de la placenta, ademas hay dafio en el desarrollo del cerebro debido a su efecto
sobre los receptores nicotinicos que modulan la actividad dopaminérgica, pudiendo ser la
causa del deterioro conductual y cognitivo (Milberger S, et al, 1996; Kline J, et al, 1989; Denson
R, et al, 1975). Por otro lado, también se ha demostrado que el consumo de alcohol en el
embarazo incrementa la probabilidad en la descendencia de padecer TDAH (Pagnin D, et al,
2018).
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[.IIREGIONES CEREBRALES IMPLICADAS EN EL TDAH

Diversos estudios han sugerido que las regiones cerebrales implicadas en el TDAH son
aqguellas que regulan la funcion ejecutiva, la cognicion, la atencion, el comportamiento y la falta
de motivacion, por ello, los estudios de neuroimagen y neuropsicolégicos se han centrado en
regiones cerebrales que modulan estos procesos, tales como la corteza prefrontal y sus
conexiones con otras regiones subcorticales, como el cuerpo estriado, el hipocampo y el
cerebelo (Halperin J & Schultz P, 2006; Bush J, 2010), sin embargo, a pesar de que estas
regiones cerebrales han demostrado su implicacion en la fisiopatologia del TDAH, la mayoria
de los estudios publicados muestran una gran variabilidad atribuida a los tamafios de muestra,

a los criterios de inclusion y a la propia variabilidad del trastorno.

La corteza prefrontal (CPF) es la region cerebral encargada de las funciones ejecutivas, la
cognicién y la memoria (Siddiqui S, et al, 2008), esta region tiene extensas conexiones de
asociacién con otras estructuras subcorticales para la integracién de funciones cerebrales
superiores (Roberts RJ, et al, 1997). Por ejemplo, el nucleo accumbens, el caudado vy el
putamen conforman el cuerpo estriado y son parte de las estructuras subcorticales, sus
conexiones con la corteza prefrontal participan en el procesamiento de recompensas y el
control motivacional (Haber SN & Knutson B, 2010), asi como el control cognitivo y la funcion
motora influenciada para guiar el comportamiento (Mendoza R & Schultz W, 2013), otras
regiones cerebrales relacionadas son el hipocampo, que tiene un papel importante en el
aprendizaje y la memoria (Anand K & Dhikav V, 2012) y el cerebelo que es una estructura

encargada del equilibrio, la coordinacion, el aprendizaje motor y los movimientos oculares.

En pacientes con TDAH, existe una amplia evidencia de alteraciones estructurales y
funcionales en las regiones cerebrales ya mencionadas, los estudios de neuroimagen
muestran que las anomalias mas consistentes en el TDAH infantil es la disminucion del
volumen general del cerebro y en estructuras localizadas como la corteza prefrontal, el ndcleo
caudado, el cuerpo calloso y el cerebelo (Valera, et al, 2007; Frodl T. & Skokauskas N, 2012;
Emond V, et al, 2008; Yu M, et al, 2023), respecto al hipocampo se han se ha encontrado
hallazgos contradictorios, ya que hay estudios que demuestran un agrandamiento del
hipocampo en pacientes con TDAH, lo que sugiere que podria tratarse de una respuesta

compensatoria a la gravedad de los sintomas del trastorno (Plessen K, et al, 2006), las
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asociaciones de estas areas cerebrales forman parte de la red frontoestriatal, la cual parece

ser una de las principales redes que contribuyen a la fisiopatologia del TDAH.

Los estudios funcionales realizados en nifios con TDAH han mostrado una conectividad
interrumpida en la red frontoestriatal y los estudios realizados en la red de modo
predeterminado (DMN), la red frontoparietal, la red de control ejecutivo y la red de atencion
han mostrado que la conectividad funcional entre controles sanos y diagnosticados con TDAH
es distinta (Wu Z, 2020; Gao Y, et al, 2019; Liu N, et al, 2022).

[.IV CIRCUITOS DOPAMINERGICOS Y NORADRENERGICOS Y SU RELACION CON
EL TDAH

La norepinefrina (NE) y la dopamina (DA) son catecolaminas que participan de manera
individual o conjunta para regular las funciones de la CPF (Xing B, et al, 2016), la Figura 1
muestra la distribucion de las proyecciones catecolaminérgicas en el cerebro, para la DA hay
3 vias principales, la via nigroestriatal (flechas punteadas) que parte de la sustancia nigra hacia
el caudado y el putamen (cuerpo estriado), la via mesolimbica y la via mesocortical (flechas
continuas), las cuales parten del &rea tegmental ventral (VTA) hacia la CPF, adicionalmente la
via mesolimbica se proyecta hacia nucleo accumbens, la amigdala y el hipocampo (Luo SX &
Huang EJ, 2016). Por otro lado, las neuronas noradrenérgicas se proyectan desde el locus
coereleus (un pequefio nucleo del tronco encefélico, que es la fuente principal de NE en el
cerebro) hacia la corteza prefrontal, el hipocampo, el cerebelo, la amigdala, el hipotalamo y
bulbo raquideo (Hussain, et al, 2022). En la Figura 1, también se puede observar que ambas
vias catecolaminérgicas comparten proyecciones en ciertas regiones cerebrales, por lo que,
de manera individual o conjunta, la NE y DA actian en procesos cognitivos como la vigilancia,
la atencion, el aprendizaje, la memoria y la codificacion de la recompensa, asi como el

comportamiento (Xing B, et al, 2016).
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Figura 1. Principales vias dopaminérgicas y noradrenérgicas y sus proyecciones en el
cerebro. Creado con BioRender.com

Dado que el TDAH esté asociado con la disfuncion de la CPF, el estriado, el hipocampo y el
cerebelo, la accion de la DA y la NE resulta ser critica para los procesos cognitivos y de
comportamiento que son regulados en estas regiones cerebrales, por ello, el desequilibrio de
las vias catecolaminérgicas se ha asociado con la fisiopatologia del TDAH (Del Campo N, et
al, 2011; Biederman J, 2004).

.V TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DEL TDAH

Las guias clinicas actuales recomiendan un tratamiento multimodal y multidisciplinario para el
TDAH, que se adecue a la edad, los sintomas y las necesidades individuales de cada paciente,
siendo esencial la colaboracion conjunta de los médicos, maestros y los miembros de la familia
(Garcia JM., 2014). Sin embargo, el tratamiento farmacol6gico para tratar el TDAH sigue
siendo el mas importante, e incluye varios medicamentos aprobados por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas en ingles), los medicamentos
psicoestimulantes son los mas utilizados y producen una mejora en los sintomas del trastorno
en aproximadamente el 80% de niflos que los utilizan, son considerados como la
farmacoterapia de primera linea e incluyen al metilfenidato (MPH) y las anfetaminas (AMPH),
ambos permiten una mayor disponibilidad de la DA y la NE, optimizando la funcidon ejecutiva y

atencional en los pacientes con TDAH (Arnsten & Pliska, 2011). El MPH actla a través del
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bloqueo de los transportadores de DA (DAT) y NE (NET), incrementando de 3 a 4 veces la
biodisponibilidad en la hendidura sindptica (Hoodkins et al 2012), permitiendo una mejora en
la neurotransmision y causando un aumento en la atencion y la disminucion de la
hiperactividad-impulsividad (Volkow N, et al, 2012; Heal JD & Pierce MD, 2006). El uso del
MPH esta asociado a una variedad de efectos secundarios adversos como la disminucion del
apetito, trastornos del suefio, irritabilidad, disminucién de la estatura, entre otros (Hodgkins P,
et al, 2012; Kis, et al, 2020).

Una caracteristica importante de los psicoestimulantes es su accién sobre el nucleo
accumbens, una estructura subcortical que integra informacion de regiones limbicas y
corticales para mediar las excitaciones motivacionales en resultados conductuales
relacionados con el abuso de drogas (Mogenson, et al, 1980; Swanson C, et al, 2006). Por
esta razdn, en pacientes con trastornos relacionados con el abuso de sustancias el tratamiento
de primera linea suele ser con farmacos no psicoestimulantes, tales como la atomoxetina
(ATX), guanfacina y clonidina, los cuales se ha demostrado son eficaces en el TDAH (Lopez
F, et al, 2017; Faraone SV, 2009) . La ATX es un inhibidor selectivo del trasportador de NE e
inhibe su recaptura, por lo que mejora la memoria, la atencion y los sintomas centrales del
TDAH (Callahan PM, et al, 2019), los efectos secundarios de la ATX son irritabilidad, fatiga,
mareos, dolor de cabeza, afecciones gastrointestinales y alteraciones del suefio. Sin embargo,
suelen disminuir al poco tiempo de inicio del tratamiento y usualmente son bien toleradas por

nifos y adolescentes (Fu Z, et al, 2022).

No obstante, los no psicoestimulantes son considerados como tratamiento de segunda linea
ya que, en comparacion con los psicoestimulantes, su efecto es menor y se produce varias
semanas después del inicio del tratamiento; ademas, estos medicamentos generalmente son
utilizados si el paciente es intolerante al tratamiento con psicoestimulantes o cuando presentan
trastornos de tics, trastornos de comportamiento disruptivo, sindrome de Tourette y trastornos

relacionados con el abuso de sustancias (Mechler K, et al, 2022).
|.VI CUERPO ESTRIADO Y SU RELACION CON EL TDAH

Los ganglios basales son estructuras fundamentales para el control motor y el aprendizaje
motivado por recompensas, son nucleos subcorticales profundos en los hemisferios cerebrales

situados en el proséncefalo (0 encéfalo anterior), debajo de los ventriculos laterales, en la
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Figura 2 se observa que los ganglios basales estan conformados por el nucleo caudado, el
putamen, el nucleo accumbens, el tubérculo olfativo, el globo pélido, la sustancia nigra y parte
del subtédlamo (Young CB, et al, 2022).

Ventriculo lateral

Estriado:
Caudado

Globo palido Sustancia nigra

Cuerpo
calloso

Figura 2. Seccidn coronal del cerebro que muestra la corteza cerebral y los principales
ganglios basales. https://www.coursehero.com/study-guides/austincc-apl/the-central-nervous-system/

Dentro de estos nucleos, destacan el “cuerpo estriado”, se trata del conjunto de estructuras
subcorticales mas grande, ya que engloba la mayor parte de los ganglios basales, a excepcion
de la sustancia negra y el nucleo subtalamico (Figura 3). Hoy en dia el estriado, incluye al
nacleo caudado, el putamen y el ndcleo accumbens, que conecta las dos estructuras
anteriores. Por su parte, el concepto “cuerpo estriado” se utiliza sobre todo para designar la

combinacion del estriado y el globo palido (Young CB, et al, 2022; Lanciego JL, et al, 2012)

NG A
Estriado caudado /

Putamen

Globo pélido

Niicleo

subtaldmico Sustancia nigra

Figura 3. Principales ganglios basales que conforman el cuerpo estriado.
(imagen tomada y modificada de https://innovativehomecare.com/6-signs-of-huntingtons-disease/)
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[.VII ESTRUCTURA Y CONEXIONES

El cuerpo estriado esta formado por dos secciones principales: el estriado dorsal y el ventral.
El primero incluye el putamen, el globo palido y los nacleos caudado y lenticular, y se involucra
en el control de movimientos conscientes, mientras que el estriado ventral lo forman el ntcleo
accumbens y el bulbo olfatorio, y esta relacionado con las funciones limbicas (Young CB, et
al, 2022). La mayor parte de las neuronas que forman el cuerpo estriado son las neuronas
espinosas medianas (MSN), que deben su nombre a la forma de sus dendritas y constituyen
el 95% de la poblacion total de las neuronas del cuerpo estriado en humanos (Kreitzer AC, et
al, 2009), son GABAérgicas y, por lo tanto, se clasifican como neuronas inhibitorias. También
hay neuronas de Deiter, que tienen dendritas largas y con escasas ramificaciones, e
interneuronas, especialmente colinérgicas y catecolaminérgicas (Tepper JM & Bolam JP, 2004;
Mao M, et al, 2019).

En la Figura 4 se puede observar que las fibras aferentes de toda la corteza cerebral se
proyectan sobre el caudado y putamen (lineas amarillas), en éste, se encuentran las MSN que
dirigen sus axones a los nucleos de salida a través de la via directa (1-4) e indirecta (5-6), para
asi, devolver la informacién a la corteza cerebral completando un circuito en el que la actividad
motora de la corteza cerebral es modulada por los ganglios basales para guiar los movimientos

dirigidos a un obijetivo especifico (Lingford H & Kalk N; 2012)

Ventriculo Tercer Nucleo
lateral ventriculo caudado

Putamen

Globo
pélido

Sustancia
nigra Talamo

Nucleo lentifarme

Figura 4. Los ganglios basales y sus conexiones. La via 1-4 esquematiza el cémo el

movimiento voluntario es controlado por la via indirecta y la via 5-6 constituye la via directa.
(Imagen tomada y modificada de Lingford H & Kalk N; 2012)
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El cuerpo estriado esta implicado en la regulacion de los movimientos dirigidos a objetivos, asi
como en el aprendizaje procedimental, en el refuerzo y en la planificacion (Haber S, 2011,
Baez M & Schultz W, 2013), la alteracion de este comportamiento es parte de las
caracteristicas conductuales del TDAH ya que los nifios prefieren recompensas pequefias e

inmediatas, lo que los conduce a tomar decisiones premeditadas (Sonuga-Barke, et al, 2008).

Diferentes metaanalisis han evaluado las anormalidades estructurales y funcionales de los
nucleos del estriado en el TDAH, por ejemplo, los estudios de resonancia magnética estructural
han encontrados volimenes reducidos en el ndcleo accumbens, el caudado y el putamen
(Hoogmann, et al, 2017); ademas, se ha encontrado una disminucién de la materia gris en el
globo palido que, de hecho, se correlaciona con la gravedad de la enfermedad (Agoalikum E,
et al, 2023); los estudios de imagenes PET destacan un incremento de union de DA a DAT en
pacientes con TDAH lo cual no permite una concentracibn adecuada de DA extracelular
pudiendo contribuir a la fisiopatologia del TDAH (Spencer T, et al, 2007), por otro lado, se ha
encontrado una desregulacion de la conectividad funcional en el cuerpo estriado ventral en los
pacientes con TDAH (Musella C. & Weyandt L, 2022), asi como la disfuncién en la conectividad

interregional entre el estriado y estructuras corticales (Posner J, et al, 2014).

Por lo tanto, las anomalias de ganglios basales pueden estar asociados con el desequilibrio
dopaminérgico y noradrenérgico observado en el TDAH (Frodl 2010), ya que se ha encontrado
gue los nifios que presentan sintomas de TDAH tienen déficits en la sefalizacién de DA (Van
Hulst M, et al, 2016).

l.VIIl ESTRES OXIDATIVO Y SU RELACION CON EL TDAH

El estrés oxidativo es el desequilibrio entre especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas
en ingles) y las defensas antioxidantes, dicho estrés oxidativo puede generarse por disfuncion
mitocondrial, factores genéticos y ambientales (Kowalcztk P, et al, 2021; Guo C, et al, 2013).
Las ROS son moléculas altamente reactivas e inestables, producidas en gran parte, por accion
del metabolismo oxidativo mitocondrial, estas especies incluyen al anién superoxido (05), el
peroxido de hidrogeno (H,0,), el ion hidroxilo (OH™) y el 6xido nitrico (NO) (Jelinek M, et al,
2021; Buonocore G, et al, 2010; Murphy M,2009; Zorov BD, et al, 2014).
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En particular, el cerebro requiere un alto consumo de energia, lo que lo hace muy susceptible
al dafio oxidativo, ya que posee una alta concentracién de lipidos que pueden sufrir
peroxidacion,, las proteinas y el ADN también pueden ser dafiadas por las ROS (Liu J, 1996),
la mitocondria es la fuente de energia de las células y es capaz de regular una variedad de
procesos como la homeostasis idnica, la apoptosis, la sefializacion celular y el estado redox
(Corona JC & Duchen MR, 2014), por lo cual, cuando son dafiadas pueden generar un exceso
de ROS, y en consecuencia las alteraciones bioenergéticas provocan la muerte de la célula,
contribuyendo potencialmente a enfermedades neurodegenerativas (Smagal |, et al, 2015). Por
lo tanto, la acumulacion de ROS resulta perjudicial si excede a las defensas antioxidantes que
son las encargadas de contrarrestarlas, provocando toxicidad celular y dafio tisular (Corona
JC, 2020).

Dafio exégeno Dano endégeno

Pro-oxidantes

=P ioxidantes

Figura 5. El estrés oxidativo contribuye a la fisiopatologia de diversas enfermedades
neurodegenerativas.

(imagen tomada y modificada de Lee KH, et al, 2020)

Asi, para mantener el estado oxidativo de la célula se debe lograr un equilibrio entre la
eliminacién y la generacién de las ROS y hay dos mecanismos de defensa, el primero es el
sistema de enzimas antioxidantes que incluye a la superoxido dismutasa (SOD) que convierte
el 0; en H,0,, que a su vez genera oxigeno y agua por accion de la catalasa (CAT), la glutatién
peroxidasa (GPx) que actla también sobre la reduccién del H,0,, y la glutation reductasa (GR)

gue cataliza la reduccién del glutation oxidado (GSSG) al glutation reducido (GSH) (Lee K, et
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al, 2020; Shim SY & Kim HS, 2013). Otros antioxidantes importantes que pueden obtenerse
de la dieta son el acido ascorbico, la vitamina E y los B-carotenos (Adwas A., et al 2019). El
segundo mecanismo para mantener la homeostasis redox es el incremento de las defensas
antioxidantes a través de la activacion del factor relacionado con el factor nuclear eritroide 2
(Nrf2), este es un factor de transcripcion que se une al elemento de respuesta antioxidante
(ARE) localizado en regiones promotoras de diferentes genes de antioxidantes y enzimas
como como la hemooxigenasa 1 (HO-1), NAD(P)H deshidrogenasa quinona 1, SOD1, glutation
peroxidasa 1 (GPx1) y CAT (Salim S, 2017; Jelinek M, et al, 2021)

A pesar de que la fisiopatologia del TDAH es aun desconocida, se ha encontrado suficiente
evidencia de su asociacion con el estrés oxidativo; sin embargo, la neuroinflamacién es otro
proceso que ha sido relacionado como parte de los factores desencadenantes del TDAH, como
se describira mas adelante (Vazquez GD, et al, 2023; Corona JC, 2020; Alvarez, L, et al, 2020;
Dunn, et al, 2019).

El TDAH, asi como otras enfermedades psiquiatricas, esta asociado con el estrés oxidativo y
el desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes (Figura 5), una gran variedad de estudios
clinicos miden los niveles de NO, malondialdehido, oxidaciébn de proteinas, 8-oxo-7,8-
dihidroguanina etc., como marcadores de estrés oxidativo en plasma de nifios diagnosticados
con TDAH, concluyendo que en pacientes afectados hay mas estrés oxidativo que en los
controles (Joseph N, et al, 2015), estas afirmaciones concuerdan con los visto en modelos
animales en donde ha habido incremento de estrés oxidativo en regiones cerebrales
relacionadas con la sintomatologia del TDAH (Leffa DT, et al, 2017), ademas, el estrés
nitrosativo también muestra una contribuciéon al TDAH, ya que en muestras de personas con
TDAH hay niveles de NO elevados (Selek S, et al, 2008; Ceylan M, et al, 2012; Avcil S, et al,
2019), aunado a esto, las defensas antioxidantes también se han visto afectadas, en una
variedad de estudios se han determinado que pacientes con TDAH tienen un estado
antioxidante total (TAS) disminuido (Chovanova Z, et al, 2006; Kul M, et al, 2015;Sezen H, et
al, 2016) , asi como un menor nivel de enzimas antioxidantes como la SOD, GPxy CAT (Ceylan
M, et al, 2010; Ruchi K, et al, 2011; Russo AJ, 2010). Por lo tanto, estas observaciones
sugieren que el estrés oxidativo tiene una contribucion a la fisiopatologia del TDAH y que el

uso de antioxidantes podria tener potencial como tratamiento coadyuvante contra el estrés
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oxidativo propio del TDAH (Corona JC, 2020). EIl tratamiento farmacoldgico comunmente
utilizado para el TDAH es eficaz para la disminucion de los sintomas principales del TDAH, sin
embargo, se ha demostrado que su uso cronico en ratas jévenes incrementa puede provocar
estrés oxidativo (Gomes KM, et al, 2009; Comim CM, et al, 2014) y dafio a proteinas y ADN
(Martins MR, et al, 2006; Andreazza AC, et al, 2007), asi como alteracién de las enzimas
antioxidantes (Gomes KM, et al, 2008; Dutt M, et al, 2020).

l.IX NEUROINFLAMACION Y SU RELACION CON EL TDAH

Actualmente, hay un creciente interés que apunta a la neuroinflamacion como un factor
implicado en la fisiopatologia del TDAH (Vazquez GD, et al, 2023; Alvarez AL, et al, 2020;
Instanes JT, et al, 2017, Corona JC, 2020; Dunn GA, et al, 2019). Asi, las células gliales o glia
son células especializadas que se encuentran en el sistema nervioso, estan conformadas por
la microglia, astrocitos y oligodendrocitos (Moalem G & Tracey DJ, 2006), la glia no participa
durante la sinapsis, pero si contribuye a su modulacién, ademas mantienen el medio iénico de
las células y se encargan de la recuperacion después de un dafio neural, o bien, dan inicio al
proceso de neuroinflamacion (Purves D, et al, 2001). La inflamacion del sistema nervioso
central, comunmente conocida como neuroinflamacién, puede caracterizarse por la activacion
de la microglia (que desempefia un papel en condiciones patoldgicas y fisioldgicas), los
astrocitos, los oligodendrocitos y células ependimarias, también se presenta un incremento en
los niveles de proteasas, glutamato, ROS, NO, quimiocinas (IP-10, RANTES y MCP-1) las
cuales tienen como funcién principal actuar como quimioatrayentes de células inmunitarias,
(Koslowzka A, et al, 2019), citoquinas téxicas (IL-1B8, TNF-a e IL-6), prostaglandinas e
infiltracion de células T y B, neutréfilos, monocitos/macrofagos y células dendriticas (Kohman
& Rhodes, 2013; Ni Chasaide & Lynch, 2020; Shabab T, et al, 2017; Yong H, et al, 2019).

Un estado inflamatorio cronico puede ser perjudicial ya que incrementa el riesgo de la aparicion
de trastornos del neurodesarrollo a través de la activacion glial, la cual se da en respuesta a
diferentes factores como la exposicion a factores ambientales, culminando en el dafio neuronal
(Dunn GA, et al, 2019; Mithilesh K, et al, 2012), por lo tanto, la neuroinflamacion se ha asociado
con varios trastornos neuropsiquiatricos, como el autismo, la depresion, la enfermedad de

Alzheimer, esclerosis lateral amiotréofica (ELA), entre otras, sugiriendo un papel importante en
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su fisiopatologia (Moller T, 2010; Weydt P & Moller T, 2005; Mata SM, et al, 2019; Cernackova
A, et al, 2020).

Los astrocitos son la principal poblacién de células gliales del SNC y desempefian importantes
funciones fisiolégicas en el cerebro. La comunicacion entre astrocitos y neuronas a traves de
la liberacion de varios factores neurotréficos es un acontecimiento primordial en el
mantenimiento del SNC (Dong y Benveniste, 2001). Los astrocitos tienen funciones
proinflamatorias y antiinflamatorias dependiendo del dafio, como se observa en la Figura 6 el
estado activo de los astrocitos (astrocitos reactivos) y su acumulaciéon (astrocitosis o
astrogliosis) son un sello distintivo de la neurodegeneracion y la neuroinflamacién de diversas
enfermedades neurodegenerativas (Eng, et al, 1994). Aunque los astrocitos activados
segregan diferentes factores neurotréficos para la supervivencia neuronal, se cree que una
activacion rapida y grave aumenta/inicia una respuesta inflamatoria, que conduce a la muerte
neuronal y a lesiones cerebrales (Tani M, et al, 1996). Tras una activacion grave los astrocitos
secretan varias sustancias neurotoxicas y expresan un nivel incrementado de la proteina 4cida
fibrilar glial (GFAP), considerada una proteina marcadora de la astrogliosis (Eng LF, et al,
1994).

Activacion
microglial

Elementos
pro-inflamatorios

—
4%

Muerte
neuronal

Activacion
de astrocitos

Figura 6. Esquema donde se muestra el proceso neuroinflamatorio. La activacion de la
microglia y los astrocitos provoca el incremento de elementos proinflamatorios que, de

manera cronica, pueden producir neurodegeneracion.
(Imagen tomada y modificada de Morales I, et al, 2014).
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Se ha demostrado que la neuroinflamacién contribuye a la fisiopatologia del TDAH, diversos
metaandlisis y andlisis individuales han concluido que en pacientes con TDAH hay niveles mas
altos de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-10, IL-16 e IL-13 en comparacion con los
controles, también se ha encontrado correlacion entre la sintomatologia del TDAH vy
polimorfismos en los genes de IL-6, TNF-alfa, e IL-1Ra, ( Anand D, et al, 2017; Darwish A, et
al, 2019; Donfrancesco R, et al, 2021), otros polimorfismos vistos en el ADN de nifios con
TDAH se encuentran en el factor neurotrofico del cerebro (BNDF) que es importante para la
supervivencia de las neuronas , los polimorfismos en este gen puede representar un riesgo del
desarrollo del trastorno (Drtilkova I, et al, 2008), también en el suero de nifios se ha visto una
disminucién del marcador de funcién glial, que es la proteina B fijadora de calcio (S100B), lo
gue sugiere una funcion glial deficiente (Oades R, et al, 2010) ademas se ha visto en diversos
estudios que en modelos animales de inflamacién durante el neurodesarrollo se presentan
sintomas conductuales similares a los observados en el TDAH como deficiencias en el
aprendizaje y la memoria (Dunn GA, et al, 2019), lo cual puede deberse a cambios funcionales
en el sistema dopaminérgico durante el desarrollo. Sin embargo, muchos de los estudios que
relacionan a la neuroinflamacién con el TDAH muestran resultados heterogéneos,
inconsistentes y utilizan tamafios de muestra pequefios, por lo que hace falta mas investigacion

en esta area.

Como se menciond anteriormente, en una lesién aguda los factores proinflamatorios y las ROS
liberadas ayudan a limitar el dafio y contribuyen a la reparacion del tejido, pero cuando el dafio
persiste la glia entra en un estado sobre-activado en el que los niveles de ROS y especies
reactivas de nitrogeno (RNS) causan toxicidad a las neuronas circundantes (Krause y Milller,
2010), por ello, la neuroinflamacion y el estrés oxidativo son dos procesos que se contribuyen
el uno al otro, sumado a esto, el tratamiento utilizado para el TDAH podria estar contribuyendo
a este “circulo vicioso”, por ejemplo, se ha demostrado que el MPH puede inducir una
respuesta inflamatoria en el cerebro y a su vez un proceso neurodegenerativo, ya que se ha
encontrado que dosis altas de MPH causan un incremento de TNF-a e IL1B en el hipocampo
y la corteza cerebral de ratas, asi como activacion microglial en diversas areas del cerebro
(Motaghinejad M, et al, 2017; Carias E, et al, 2019).
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Il. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que el tratamiento con metilfenidato y atomoxetina podria tener efectos
negativos asociados a su uso cronico, tales como incrementos en la inflamacion y estrés
oxidativo lo que aumentaria aun mas los sintomas y como resultado, desencadenaria un
“circulo vicioso”. Ademas, se ha demostrado que la neuroinflamaciéon y el estrés oxidativo
contribuyen a la fisiopatologia del TDAH. No obstante, la relacion del tratamiento crénico con
metilfenidato y atomoxetina sobre el dafio neuronal en el cuerpo estriado, una regién crucial
en la fisiopatologia del TDAH, y sobre la generacion de neuroinflamacion en ratas adolescentes

Nno se conoce con precision.

I1l. HIPOTESIS

El tratamiento cronico con metilfenidato y atomoxetina en ratas adolescentes producira dafio

neuronal aumentando la neuroinflamacién en el cuerpo estriado.

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el tratamiento crénico con metilfenidato y atomoxetina en el cuerpo estriado de

ratas adolescentes ocasiona dafio neuronal y neuroinflamacion.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto del tratamiento con metilfenidato y atomoxetina sobre sobre el dafio

neuronal en el cuerpo estriado de ratas adolescentes.

2. Estudiar la relacion del tratamiento con metilfenidato y atomoxetina sobre la

neuroinflamacion en el cuerpo estriado de ratas adolescentes.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.I ANIMALES Y TRATAMIENTO

Se utilizaron ratas Wistar (N= 30) para el presente proyecto, las crias de ratas fueron
separadas de la madre el dia posnatal 23 y se mantuvieron en cajas de plastico a temperatura
controlada (22°C £ 2°C) y ciclo de luz/oscuridad de 12 h/12 h con acceso libre a comida y agua.
Los protocolos de cuidado de animales y procedimientos experimentales fueron aprobados por
los Comités Institucionales de Etica, Cuidado y Uso de Animales del Hospital Infantil de México
Federico Gémez, (HIM2021-022 SSA 1728). Los datos se reportaron de acuerdo con las
pautas de ARRIVE. Ademas, se hicieron todos los esfuerzos para minimizar el nimero de
animales utilizados y su sufrimiento. Las ratas fueron divididas en tres grupos (n=5 por grupo):
1) grupo control (CN) administrado con solucién salina al 0.9%; 2) grupo administrado con
metilfenidato (MPH - Ritalin) el cual recibié 10 mg/kg por via intraperitoneal una vez diariamente
durante de 28 dias (Gerasimov, et al, 2000; Martins, et al, 2006; Torres T, et al, 2009); 3) grupo
administrado con atomoxetina (ATX - Strattera) el cual recibié 3 mg/kg por via intraperitoneal
una vez diariamente durante de 28 dias (Swanson CJ, et al, 2006). La administracién se inicio
en el dia postnatal (DP) considerado como el inicio de la etapa prepuberal del animal (Sengupta
P, 2013), el tratamiento tuvo una duracién de 28 dias (Comim M, et al, 2014; Martins M, et al,
2006; Motaghinejad M, et al, 2015; Fagundes A, et al, 2010) con el fin de simular un tratamiento
cronico que persiste durante la nifiez y se detiene al iniciar la adolescencia. En la Figura 7, se

muestra el resumen de la metodologia.
VI.II TINCION CON VIOLETA DE CRESILO

Al término de los 28 dias de tratamiento (DP52) las ratas se sacrificaron por decapitacion
usando una guillotina. Se extrajeron rapidamente los cerebros, se fijaron inmediatamente con
paraformaldehido al 4 % en PBS durante una semana, se sumergieron en sacarosa al 10, 20
y 30 % durante 5 dias, se incluyeron en Tissue-Tek (SAKURA) a -70 °C y se cortaron en
secciones coronales de 20 um de espesor a través del cuerpo estriado usando un criostato
(LEICA CM3050 S acondicionado a -27°C), se eligieron 4 cortes del cuerpo estriado de la zona
rostral, medial y caudal en portaobjetos tratados con polilisina con el fin de tener cortes

representativos de todo el cuerpo estriado. La region rostral, medial y caudal se seleccionaron
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tomando como referencia un atlas de cerebro de ratén (Paxinos G & Franklin B, 2001), a partir
de una morfologia inicial del cuerpo estriado identificada empleando el atlas, se recolectaron
4 cortes coronales de 20 um para la region rostral, después de aproximadamente 100 um, se
recolectaron 4 cortes para la region medial y después de aproximadamente 100 um se

recolectaron los ultimos 4 cortes para la region caudal.

Para la tincién con violeta de cresilo (VC), la cual se llevé a cabo para examinar alteraciones
en la morfologia celular -dafio neuronal- en el cuerpo estriado después del tratamiento con
MPH y ATX. Las secciones de tejido se sumergieron durante 10 min en soluciones
subsecuentes de etanol al 100% ( 20 min), 96%, 80% y 50% (10 min) , posteriormente se
realizd un enjuague de 5 min en agua bidestilada, lo siguiente fue sumergirlos en una solucién
de VC (SIGMA-ALDRICH, C504-10G, Lot# MKCF4501) , que se prepar6 disolviendo 0.1 g de
VC en 75 ml de agua destilada con unas gotas de acido acético, para obtener una solucion al
0.1% que fue protegida de la luz, después enjuagar en agua destilada para quitar el exceso de
colorante y se dejaron durante 20 min en xilol puro (HYCEL, Lot 323310), inmediatamente
después se colocar los cubreobjetos con resina (Entellan) para su posterior observacion en el
microscopio. En total se tifieron 4 cortes de la region rostral, 4 cortes de la region medial y 4
cortes de la region caudal, dando un total de 12 cortes tefiidos para cada rata, posteriormente
se seleccionaron 3 cortes al azar de cada portaobjetos para la toma de micrografias como se
puede ver en la Figura 8, y de cada uno de los cortes se tomaron 8 micrografias a un aumento
de 40 X, utilizando un microscopio invertido de campo claro (Leica DMil) del cuerpo estriado,
4 para para el hemisferio derecho y 4 para el hemisferio izquierdo, para asi finalmente obtener
un total de 72 imagenes para cada una de las ratas.

Rostral Medial Caudal

@ [&] |

ESN
[N
W oo
F )

(€D
€D |

Figura 7. Representacion grafica de la seleccion de cortes para realizar la cuantificacion.
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VLI INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica (IHC) se realiz6 con el fin de investigar si el dafio neuronal generaba
gliosis reactiva como consecuencia del tratamiento con MPH y ATX. Asi, las secciones del
estriado fueron procesadas en flotacion (n=5 ratas por grupo). Los cortes fueron tratados para
eliminar la sacarosa y se realiz6 un enjuague en buffer de fosfatos con triton (PBS-T) que fue
preparado en PBS 1x adicionado con 0.25% de triton X-100 ( BIORAD) , posteriormente los
tejidos se pasaron a una solucion de H202 (PAROLI) al 0.3% en metanol (HYCEL) durante 6
minutos, el tejido se enjuagd en PBST 2 veces para eliminar el H202 por 3 min cada lavado,
se realiz6 una pre-incubacion en una solucion de bloqueo a fin de reducir el marcaje
inespecifico en BSA al 1% preparado en PBST durante 30 min, posteriormente el tejido fue
incubado con un anticuerpo primario contra GFAP (dilucion 1:300) durante toda la noche a 4
°C. Al siguiente dia los cortes fueron lavados en PBST por 1 min y se incubaron durante 1h en
un anticuerpo secundario (IgGk BP-HRP -1:600, Santa cruz Biotechnology), después de
realizar un lavado en PBST, las secciones fueron incubadas en una solucion de 3, 3'-
tetracloruro de diaminobencidina (DAB) (BD Pharmigen), finalmente se realiza un altimo lavado
en PBS y se montan en portaobjetos, después de una noche de secado se les coloca medio

de montaje (Neo-mount), para su posterior observacion en un microscopio.

Para determinar cuantitativamente la inmunorreactividad de GFAP, se tomaron 3 cortes
rostrales, mediales y caudales, como se esquematiza en la figura 8, se capturaron 4
micrografias por hemisferio a un aumento de 40X en un area de 0.109 mmz2, dando un total de
8 micrografias por corte, se utilizd un microscopio invertido de campo claro (Leica DMil) de
campo claro. Se eligieron 9 secciones a lo largo del estriado dorsal, para cada secciéon se
tomaron 8 fotografias, 4 en el hemisferio izquierdo y 4 en el hemisferio derecho, utilizando un
aumento de 40x dando un total para cada rata de 72 campos totales para cada una de las
ratas.

VLIV CUANTIFICACION

La cuantificacion fue realizada con el software Fiji-lmage J (1.53k, Wayne Rasband and NIH,
USA), en la tincién de Nissl se cuantificd el nUmero de neuronas viables tefiidas con VC en un
area de 10.8 um? respetando los siguientes criterios: se identificaron como neuronas viables

a las células mas grandes que presentaron un citoplasma visible alrededor del nucleo, un solo
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nucléolo y de 1 a 4 granulos de cromatina, para la IHC se cuantificd el nimero de astrocitos
(IHC de los astrocitos inmunorreactivos a GFAP) en un area de 10.8 um?, para ambos conteos
se utilizé la funcion *multi-point*, el conteo fue realizado por el experimentador y por un
contador ciego, finalmente se obtuvo el promedio de ambas cuantificaciones, asi como el

promedio total y la desviacion estandar.

VIV ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizd con el software GraphPad Prism (Version Prism6.01, Inc., La
Jolla, CA). Los datos se expresaron como la media + error estandar (SEM) de al menos 5
experimentos independientes. Las diferencias entre grupos se compararon mediante un
analisis de varianza (ANOVA) con prueba post hoc de Bonferroni. Se considerd diferencia

significativa con respecto al control cuando *p < 0,05.

El procedimiento experimental utilizado en la presente tesis se resume en la Fig. 8
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23—@--——————- INICIO DE ADMINISTRACION CRONICA | —————————————-
/ CN SSI 0.9%: Preparado con 0.9 mg de NaCl en agua inyectable

MPH 10mg/kg: 1 tableta de 10mg de MPH-Ritalin disuelta en 1 ml de SSI 0.9%

ATX 3mg/kg: 1 capsula de 60 mg de ATX-Strattera disuelta en 20 ml de SSI

0.9%
51_’ _____________ FINALIZA ADMINISTRACION | - ___

I.p., n=5

52 —@) ——— SACRIFICIO Y OBTENCION DE MUESTRAS CEREBRALES |-———————

El sacrificio se realizé por decapitacion, los cerebros fueron extraidos e
inmediatamente colocados en paraformaldehido al 4% en PBS durante
una semana, y posteriormente en soluciones de sacarosa al 10,20 y 30%

por 5 dias.

= _ Los cerebros se incluyeron en Tissue-Tek para cortar
secciones coronales de 20um a través del cuerpo estriado

oy en un criostato a -27°C
R ——— ENSAYOS |-\ ——— -

TINCIONVC [« —L> IHC - GEAP

Las secciones de tejido se Las secciones de tejido se
sometieron a un protocolo de tincion sometieron a un protocolo de IHC
con VC al 0.1% y fueron montados contra GFAP y se utiliz6 medio de
con resina para su observacion. montaje para su observacion.

- CUANTIFICACION Y ANALISIS ESTADISTICO |—————————————

Para cada ensayo se tomaron 8 micrografias (4 por hemisferio) a
un aumento de 40X, se seleccionaron 9 cortes a lo largo del
® estriado para cuantificar las neuronas y los astrocitos en su

respectivo ensayo, dando un total de 72 micrografias para cada

N
[N
W oo
PN

9 CORTES rata, n=5

Figura 8. Diagrama de flujo de la metodologia experimental
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VIl. RESULTADOS

VII.Il EFECTOS DEL TRATAMIENTO CRONICO CON MPH Y ATX SOBRE EL DANO
NEURONAL EN EL CUERPO ESTRIADO

Para determinar si el tratamiento crénico con MPH o ATX causaron alteraciones en la
morfologia celular (dafio neuronal), realizamos al analisis con VC en cada uno de los grupos
experimentales. En la Figura 9 se muestra una imagen representativa de un corte coronal de
todo el cuerpo estriado de una rata control (CN), tefiido con VC, los recuadros representan las
4 areas distribuidas en el cuerpo estriado dorsal seleccionadas para la toma de micrografias y

para su cuantificacion a 40x, tanto en el hemisferio derecho (HD) e izquierdo (HI).

Figura 9. Imagen representativa de un corte coronal del cuerpo estriado de una rata control
tefiido con VC. Los 4 recuadros amarillos representan las areas del cuerpo estriado dorsal
seleccionadas para la toma de micrografias a 40x, y para la cuantificacion en ambos
hemisferios.

La evaluacion histol6gica mediante la tincion con VC del grupo CN nos indicé que hay cuerpos
celulares claramente visibles (células mas grandes), las cuales presentan un citoplasma visible
alrededor del nucleo, un solo nucléolo y de 1-4 granulos de cromatina, sefialadas con flechas
rojas en la Figura 10 A. En ambos hemisferios se visualiza una cantidad similar de neuronas,
al realizar la cuantificacion en la Figura 10 B se puede observar la cuantificaciéon de células en
ambos hemisferios de las ratas del grupo CN que fueron inyectadas con solucion salina. En la

tltima barra (P) se representa el promedio del nimero de neuronas entre el Hl y HD.
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Figura 10. (A) Imagenes representativas del grupo control (CN) en el cuerpo estriado
tefiido con VC a un aumento de 40x correspondientes al hemisferio derecho (HD) y
hemisferio izquierdo (HI). Con las flechas rojas podemos observar cuerpos celulares
claramente visibles. (B) Cuantificacion del numero de neuronas viables del grupo CN
tefiidas con VC en el hemisferio derecho (barra HD) y en el hemisferio izquierdo (barra
HI), asi como el promedio del conteo celular de ambos hemisferios (barra P. Las
gréficas indican el nUmero de neuronas viables en un area de 10.8 um?. Los datos
fueron el promedio + EE. (n=5).

La evaluacién histologica mediante la tincion con VC del grupo tratado con MPH (10 mg/kg)
durante 28 dias intraperitonealmente, nos indicO que se observa una disminucion de las
neuronas viables en el cuerpo estriado dorsal en ambos hemisferios (Figura 11 A), ademas
hay la aparicion de neuronas picnéticas tefiidas de un color violeta mas intenso, no se aprecia
bien el nucleo ni el nucléolo y las células se observaron encogidas. En la Figura 11 B se puede
observar la cuantificacion de células en ambos hemisferios de las ratas del grupo tratado con
MPH, en ambos hemisferios se observa una disminucion del nimero neuronas viables, en la

ultima barra (P) se representa el promedio del nimero de neuronas entre los HI y HD.
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Figura 11. (A) Imagenes representativas de las ratas tratadas crénicamente durante 28
dias con metilfenidato (MPH) en donde se observa el cuerpo estriado tefiido con VC a un
aumento de 40x correspondientes al hemisferio derecho (HD) y hemisferio izquierdo (HI).
Con las flechas negras podemos observar indicios de dafio celular debido al tratamiento
con MPH. (B) Cuantificacion del nimero de neuronas viables del grupo tratado con MPH
tefiidas con VC en el hemisferio derecho (barra HD) y en el hemisferio izquierdo (barra Hl),
asi como el promedio del conteo celular de ambos hemisferios (barra P). Las graficas
indican el nimero de neuronas viables en un area de 10.8 um?.Los datos fueron el
promedio + EE. (n=5).

Al realizar la evaluacion histoldégica mediante la tincion con VC del grupo tratado con ATX (3
mg/kg) durante 28 dias intraperitonealmente, nos indicé que se observa una disminucion de
las neuronas viables en el cuerpo estriado dorsal en ambos hemisferios (Figura 12 A). En la
Figura 12 B se puede observar la cuantificacion de células en ambos hemisferios de las ratas
del grupo tratado con ATX, en ambos hemisferios se observa una disminucion del numero
neuronas, en la ultima barra (P) se representa el promedio del nUmero de neuronas entre los

HI y HD.
GRUPO TRATADO CON ATX
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Figura 12. (A) Imagenes representativas de las ratas tratadas cronicamente durante 28 dias
con atomoxetina (ATX) en donde se observa el cuerpo estriado dorsal tefiido con VC a un
aumento de 40x correspondientes al hemisferio derecho (HD) y hemisferio izquierdo (HI).
Con las flechas negras podemos observar indicios de dafio celular debido al tratamiento
con ATX. (B) Cuantificacion del numero de neuronas viables del grupo tratado con ATX y
tefiidas con VC en el hemisferio derecho (barra HD) y en el hemisferio izquierdo (barra Hl),
asi como el promedio del conteo celular de ambos hemisferios (barra P). Las gréficas
indican el nimero de neuronas viables en un area de 10.8 um?.Los datos fueron el promedio
+ EE. (n=5).
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Figura 13. (A) Imagenes representativas de cada grupo tratado (CN, MPH y ATX). (B)
Cuantificacién del nUmero de neuronas viables tefiidas con VC de los distintos grupos, en
donde se observa una disminucién estadisticamente significativa en los grupos tratados
durante 28 dias con ATX y MPH en comparacion con el grupo CN. Las gréficas indican el
numero de neuronas viables en un area de 10.8 um?.Los datos fueron el promedio + EE.
*p<0.05 comparado contra el CN (n=5).

Posteriormente se procedi6 a realizar la comparacion entre los grupos tratados, en donde se
muestran las micrografias para cada tratamiento (Figura 13 A), asi como la estadistica de la
cuantificacion del namero de neuronas viables (Figura 13 B). Al obtener los promedios para
cada grupo tratado, se demostrd que en los grupos tratados durante 28 dias con MPH y ATX
hubo una disminucion estadisticamente significativa en el nimero de neuronas viables,

comparado con el grupo CN.
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VILII CAMBIOS MORFOLOGICOS EN LAS CELULAS INMUNORREACTIVAS A GFAP DEL
CUERPO ESTRIADO DESPUES DEL TRATAMIENTO CRONICO CON MPH Y ATX

Figura 14. Imagen representativa de la inmunohistoquimica (IHC) contra GFAP en un corte
coronal del cuerpo estriado dorsal de una rata control. Los 4 recuadros negros representan
las areas del cuerpo estriado en la zona dorsal seleccionadas para la toma de micrografias
a 40x, en ambos hemisferios.

Para determinar si el tratamiento crénico con MPH o ATX caus6é cambios morfolégicos en
células (astrocitos) inmunorreactivas a la proteina GFAP del cuerpo estriado, realizamos un
analisis con IHC empleando un anticuerpo dirigido contra la proteina GFAP en cada uno de los
grupos experimentales. En la Figura 14 se muestra una imagen representativa de la IHC
realizada contra GFAP del cuerpo estriado dorsal de una rata CN, los recuadros representan
las 4 areas distribuidas en el cuerpo estriado seleccionadas para la toma de micrografias a
40x, tanto en el HD y el HI.

El analisis morfolégico mostr6é que los astrocitos de los animales del grupo CN en el estriado
dorsal fueron claramente inmunorreactivos a GFAP con procesos delgados y dispersos, asi
como cuerpos celulares pequefios y poca presencia de estos (Figura 15 A). Al realizar la
cuantificacion en la Figura 15 B se observé que en ambos hemisferios se cuantifico una
cantidad similar de astrocitos, en la ultima barra (P) se representa el promedio del nUmero de

astrocitos entre los HI'y HD.
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Figura 15. (A) Imagenes representativas de la IHC contra GFAP en el cuerpo estriado a
un aumento de 40x correspondientes al HD y del HI, con las flechas amarillas se puede
observar claramente los astrocitos inmunorreactivos a GFAP (B) cuantificacion del nimero
de astrocitos GFAP+ se realiz6 en el cuerpo estriado dorsal en el hemisferio derecho
(barra HD) e izquierdo (barra HI), asi como el promedio del nimero de astrocitos de
ambos hemisferios (barra P). En las gréficas se expresé el nUmero de astrocitos GFAP+
en un area de 10.8 um?.Los datos fueron el promedio + EE. (n=5).

El andlisis de las alteraciones morfoldgicas de los astrocitos debido al tratamiento crénico con
MPH (10 mg/kg) durante 28 dias por via intraperitoneal en el estriado dorsal de la rata
mostraron células inmunorreactivas a GFAP, la cuales mostraron un fenotipo reactivo en donde
se pueden observar procesos mas gruesos, cuerpos celulares agrandados y mas abundantes
(Figura 16 A). Los datos cuantitativos de astrocitos inmunorreactivos a GFAP se muestran en
la (Figura 16 B). En ambos hemisferios se cuantifico una cantidad similar y en la ultima barra

(P) se representa el promedio del nimero de astrocitos GFAP+ de los HI y HD.
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Figura 16. (A) Efecto del tratamiento cronico con MPH e IHC en el cuerpo estriado.
Imagenes representativas de la IHC contra GFAP en el cuerpo estriado a un aumento de
40x correspondientes al HD y del HI. Con las flechas azules podemos observar claramente
los astrocitos inmunorreactivos a GFAP con una mayor activacion de astrocitos (B) La
cuantificacion del numero de astrocitos GFAP+ se realizd en las regiones antes
mencionadas de ambos hemisferios del cuerpo estriado., asi como el promedio del nimero
de astrocitos de ambos hemisferios (barra P). En las gréaficas se expresé el nimero de
astrocitos GFAP+ en un area de 10.8 um?.Los datos fueron el promedio + EE. (n=5).
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Figura 17. (A) Efecto del tratamiento crénico con ATX e IHC en el cuerpo estriado.
Imagenes representativas de la IHC contra GFAP en el cuerpo estriado a un aumento de
40x correspondientes al HD y del HI. Con las flechas azules podemos observar claramente
los astrocitos inmunorreactivos a GFAP con una mayor activacién de astrocitos (B). La
cuantificacion del numero de astrocitos GFAP+ se realiz0 en las regiones antes
mencionadas de ambos hemisferios del cuerpo estriado., asi como el promedio del nimero
de astrocitos de ambos hemisferios (barra P). En las graficas se expreso el nimero de
astrocitos GFAP+ en un area de 10.8 um?.Los datos fueron el promedio + EE. (n=5).

El andlisis de las alteraciones morfologicas de astrocitos debido al tratamiento crénico con ATX
(3 mg/kg) durante 28 dias intraperitonealmente, mostraron células inmunorreactivas a GFAP,
la cuales revelaron un fenotipo reactivo en donde se pueden observar procesos mas gruesos
y cuerpos celulares agrandados (Figura 17 A). Los datos cuantitativos de astrocitos
inmunorreactivos a GFAP se muestran en la (Figura 17 B). En ambos hemisferios se cuantificd
una cantidad similar y en la tltima barra (P) se representa el promedio del nUmero de astrocitos
entre los HI 'y HD.
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Figura 18. (A) Imagenes representativas de cortes coronales del cuerpo estriado dorsal de
cada grupo (CN, MPH y ATX). B) Cuantificacién del nimero de astrocitos inmunorreactivos
a GFAP de los distintos grupos, en donde no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos tratados crénicamente con ATX y MPH en comparacion con
el grupo CN. En las gréficas se muestra el nimero de astrocitos GFAP+ en un &area de 10.8
um?.Los datos fueron el promedio + EE. (n=5).

Los datos cuantitativos de los astrocitos inmunorreactivos a GFAP demostraron que en el
estriado los astrocitos inmunorreactivos a GFAP en los diferentes grupos tratados durante 28
dias con ATX y MPH en comparacion con el grupo CN no presentaron diferencias
estadisticamente significativas (Figura 18). A pesar de mostrar una tendencia a incrementar
el nimero de astrocitos inmunorreactivos a GFAP con los tratamientos cronicos del MPH y la
ATX.
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VIIl. DISCUSION

Los medicamentos utilizados en el tratamiento del TDAH se prescriben durante largos periodos
de tiempo (Wang, et al, 2016), a pesar de ello, se ha concluido que el uso crénico (1 afio o
méas) de MPH es seguro respecto a los posibles efectos neuropsiquiatricos que pueda
provocar, sin embargo, se ha recomendado un cuidadoso control por parte de los especialistas
en personas que también experimentan tics o adolescentes con riesgo de abuso de sustancias
por la naturaleza psicoestimulante del medicamento (Krinziger H, et al, 2019), tampoco se han
encontrado afectaciones significativas en el desarrollo y el crecimiento después de un
seguimiento de 2 afios en el uso de MPH (Man K, et al, 2023). En el caso de la ATX también
se ha demostrado que su uso a largo plazo (2 afios) presenta eventos adversos clinicamente
menores, siendo tolerable y eficaz (Kratochvil CJ, et al, 2006), no obstante, se ha especulado

gue estos farmacos pueden tener efectos adicionales en el cerebro.

El mecanismo de accion del MPH es a través del bloqgueo DAT y NET en menor medida
(Volkow ND, et al, 1999), incrementando asi sus niveles posinapticos (Kuczenski R & Segal
DS, 1997). El mecanismo de accion de la ATX es debido al bloqueo de NET lo que incrementa
sus niveles extracelulares (Bymaster, et al, 2002). En este sentido, la DA y NE extracelulares
pueden tener efectos neurotdxicos debido a su rapida autooxidacion, dando lugar a productos
téxicos como semiquinonas, quinonas y ROS que tienen efectos neurotéxicos (Umek N, et al,
2018; Baez S, et al, 1994; Shachar D, et al, 1995) debido a que estas moléculas son altamente
reactivas y pueden reaccionar con componentes celulares alterando su funcionalidad (Meiser
J, et al, 2013). Por ejemplo, las o-quinonas se pueden conjugar con el grupo sulfhidrilo de la
cisteina y alterar la funcion de las proteinas, también puede formar aductos con diversas
proteinas, los productos de oxidacion de la DA estan directamente asociados con disfuncion
mitocondrial, degradacion de proteinas, y estrés oxidativo (Zhang S, et al, 2019), este ultimo
podria estar participando como un factor que contribuye a la fisiopatologia del TDAH (Lopresti
AL, 2015; Joseph N, et al, 2015; Corona JC, 2020) y posiblemente, debido a su mecanismo de
accion, los medicamentos (MPH y ATX) pueden incrementar el estrés oxidativo dando lugar al

dafio neuronal y la alteracion de otros procesos como la neuroinflamacion.
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El cuerpo estriado es una region crucial en la fisiopatologia del TDAH, previamente se
demostrd que en pacientes con TDAH hay anormalidades estructurales y funcionales de los
nacleos del estriado (Hoogmann, et al, 2017), asi como disminucién de la materia gris en el
globo palido, lo que se correlaciona con la gravedad del TDAH (Agoalikum E, et al, 2023).
Ademas, como se comentd previamente, se ha observado una desregulacion de la
conectividad funcional en el cuerpo estriado ventral en pacientes con TDAH (Musella C. &
Weyandt L, 2022) y una disfuncién en la conectividad interregional entre el estriado y
estructuras corticales (Posner J, et al, 2014). Por consiguiente, anomalias de los ganglios
basales pueden estar asociados con el desequilibrio catecolaminérgico en el TDAH (Frodl,
2010), el cual, puede verse favorecido por el estrés oxidativo generado por el tratamiento con
MPH y ATX, por ello, en el presente trabajo demostramos el dafio neuronal y la
neuroinflamacion en el cuerpo estriado dorsal de la rata debido al tratamiento crénico con MPH
y ATX.

Para determinar el dafio neuronal se empleg la tincion con VC, la cual, se utiliza ampliamente
para estudiar la morfologia neuronal debido a su bajo costo, rapidez y su alta correlacion en el
conteo de neuronas respecto a otros métodos de cuantificacion (Zhu Y, et al, 2015), esta tincion
emplea un colorante basico como el VC, que se une a los acidos nucléicos (Scott y Willett,
1966), los cuales se encuentran en el nucleo, reticulo endoplasmico rugoso y los ribosomas
presentes en el citoplasma, de manera que estos componentes celulares se tifien de color
violeta. La tincién con VC no es especifica ya que tifie a todas las células del tejido nervioso
incluyendo a las células gliales (Hamidi M, et al, 2004). Por ello, se realiz6 una identificacion
Unicamente de las neuronas como se demuestra en la Figura 10 A. Se contabiliz6 como
neuronas viables a las células mas grandes con citoplasma visible alrededor del nucleo, un
solo nucléolo y granulos de cromatina (inclusiones de ARN), se diferenciaron de otras células
de la glia ya que en general estas son més pequefias, no presentan nucléolo, se tifien de un
color mas intenso y pueden ser irregulares (Garcia CM, et al, 2016).

Asi, el tratamiento cronico con MPH (10 mg/kg) en la rata por via i.p. durante 28 dias produjo
una pérdida de neuronas en el estriado dorsal, la cual fue estadisticamente significativa en
comparacion con el grupo control (Figura 13), los datos acerca del dafio neuronal provocado

por el MPH han sido discutidos en diversos estudios; por ejemplo, la dosis de 5 mg/kg de MPH
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administrada 2 veces al dia cronicamente en ratas jovenes disminuyo en un 21% las fibras
dopaminérgicas en el cuerpo estriado (Gray JD, et al, 2007), de igual manera, se demostro
que el uso crénico con una dosis de 10 mg/kg de MPH en ratones jévenes disminuyo en un
20% el numero de neuronas en la sustancia nigra, indicando que hubo una perdida neuronal
en ganglios basales, lo que podria ser atribuida a la oxidacion de dopamina (Sadasivan S, et
al, 2012), de hecho, se ha propuesto que la muerte neuronal observada puede deberse en
respuesta al dafio a diferentes componentes celulares, por ejemplo, se ha demostrado que el
tratamiento crénico con MPH en ratas jovenes provoca la peroxidacion de lipidos y
carbonilacion de proteinas en el cuerpo estriado, corteza prefrontal e hipocampo (Martins MR,
et al, 2006), asi como una disminucion en la actividad de algunas enzimas antioxidantes como
GPx (Motaghinejad, M, et al, 2017) y alteraciones en la funcion mitocondrial, tales como la
disminucién de la actividad del complejo I, II, Ill y IV de la cadena respiratoria mitocondrial,
debido principalmente al estrés oxidativo, el cual puede llevar a la neurodegeneracion
(Fagundes AO, et al, 2010). En el caso de la ATX, se observéd que el tratamiento crénico con
una dosis de 3 mg/kg en la rata durante 28 dias, también produjo una pérdida de neuronas en
el estriado dorsal, la cual fue estadisticamente significativa en comparacion con el grupo CN
(Figura 18). Un estudio previo in vitro, encontré que dosis altas de ATX (10, 20 y 50 um) en
células similares a neuronas provocaron la muerte celular después de generar estrés oxidativo
(incremento de ROS citoplasmaticas y mitocondriales) y alteraciones mitocondriales
(disminucion del potencial y masa mitocondrial) (Corona JC, et al, 2019). Ademas, empleando
la tincion con VC en el cerebro de rata, también se ha reportado la neurodegeneraciéon en
hipocampo y cerebelo con ATX y MPH (Altunkaynak BZ, et al, 2016). Los datos anteriores,
concuerdan con nuestros datos, indicando que el dafio neuronal estriatal observado debido al
tratamiento crénico con MPH y ATX en la rata joven parece estar asociado con el dafio a

diferentes componentes celulares.

Ademas del estrés oxidativo, la neuroinflamacion es otro de los procesos que se activan en
respuesta al dafio (Shabab T, et al, 2017), por ello, fue de nuestro interés observar si este
proceso tenia alguna correlacion con nuestras observaciones anteriores. Diversos estudios
han sugerido que la neuroinflamacion ha surgido como un posible factor de la fisiopatologia de
TDAH (Vazquez GD et al 2023; Alvarez AL, et al,2020; Instanes JT, et al, 2017, Corona JC,
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2020; Dunn GA, et al, 2019) y que posiblemente los medicamentos utilizados para el

tratamiento del TDAH podrian estar participando en la neuroinflamacion o incrementandola.

Por lo tanto, nosotros investigamos los efectos del tratamiento cronico con MPH y ATX en la
rata sobre la neuroinflamacion en el estriado, debido a que es un proceso intimamente
relacionado con el estrés oxidativo y la neurodegeneracién por la pérdida focal de neuronas y
la aparicion de gliosis reactiva (Przedborski S, et al, 2003). Cuando hay dafio neuronal, se
desencadena la neuroinflamacion, que inicia una respuesta tisular por parte de las células
inmunitarias del SNC (principalmente microglia y astrocitos) los cuales van a mediar la
respuesta inflamatoria a través de la secrecion de diversas citocinas proinflamatorias (IL-1,
IL-6 y TNFa), quimiocinas (CCL2, CCL5, CXCL1), mensajeros secundarios (NO vy
prostaglandinas) y ROS (Di Sabato, et al, 2016; Simpson DSA & Oliver PL, 2020). Un indicador
de la neuroinflamacién es la activacion de los astrocitos, los cuales experimentan cambios
morfolégicos, moleculares y funcionales en respuesta a una lesion, a un dafio, en
enfermedades o infecciones del SNC y como consecuencia la proliferacién de los astrocitos
se ve incrementada. Un marcador clasico de astrocitos es la proteina acida fibrilar glial o GFAP,
la cual es una proteina de los filamentos intermedios de los astrocitos. Un incremento en la
expresion de esta es un indicador de la proliferacion astrocitica (Escartin C, et al, 2021;
Wilhelmsson U, et al, 2006), por lo tanto, la regulacion al alza de GFAP es una caracteristica

de atrocitos reactivos y un indicador de neuroinflamacion.

El tratamiento crénico con MPH (10 mg/kg) y ATX (3 mg/kg) en la rata durante 28 dias,
incremento el nimero de astrocitos reactivos en el estriado dorsal. Sin embargo, tal incremento
en promedio no fue estadisticamente significativo en comparacién con el grupo control (Figura
18). Estos resultados estarian indicando que el tratamiento crénico con MPH y ATX a pesar de
estar generando dafio neuronal estaria provocando solo un leve incremento en la
neuroinflamacién en el cuerpo estriado de la rata adolescente. Se ha reportado que el
tratamiento con una dosis de 10 mg/kg de MPH administrada en ratas Wistar de 8 semanas
de forma aguda incremento la expresion de citocinas proinflamatorias como IL-6 , IL-18 y TNFa
en hipocampo de rata, ademas de que mostraron un incremento en los parametros oxidativos
(peroxidacion lipidica y contenido de GSSG, asi como una disminucion de enzimas
antioxidantes como SOD, GR y GPx (Motaghinejad, et al, 2017), también se ha demostrado
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gue el tratamiento con MPH induce la activacion de los astrocitos en co-cultivos de neuronas,
sin embargo, esta activacion se ha visto que es reversible (Suzuki T, et al, 2007; Narita M, et
al, 2009). Otro estudio realizado con un tratamiento por 90 dias en ratones jovenes con dosis
de 1y 10 mg/kg de MPH, que abarca el rango terapéutico, encontrd que la dosis de 10 mg/kg
incremento los niveles de ARNm de genes proinflamatorias (il-6 y tnf-a) y redujo en un 20% las
neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra (Sadasivan F, et al, 2012), incluso, la dosis
oral de 60 mg/kg administrada por 3 meses en ratas jovenes desencadeno la activacion
microglial en ganglios basales, talamo, hipocampo y corteza, lo cual sugiere que el MPH
desencadena procesos inflamatorios y posiblemente neurodegenerativos (Carias E, et al,
2018).

Los estudios sobre el tratamiento con ATX sobre la neuroinflamacién son limitados. Sin
embargo se ha demostrado que la NE provoca que el fenotipo de la microglia cambie y libere
citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-18 y TNFa, lo que sugiere que provoca
neuroinflamacién (Cao S, et al, 2019), ya que se ha demostrado que la NE actta sobre
diferentes tipos de células (microglia) a través de receptores adrenérgicos pertenecientes a la
familia de receptores acoplados a proteinas G, y estos receptores tienen diferentes perfiles de
expresion en diferentes células (Mori K, et al, 2002), la cantidad de receptores adrenérgicos
expresada por la microglia es mayor que la de cualquier otra célula del cerebro (Mercan D &
Heneka MT, 2019). Por otro lado, hay estudios que han demostrado que el tratamiento agudo
con ATX tiene efectos antiinflamatorios, debido a la reduccidn en la expresion de IL13, TNFa
e iINOS asi como los marcadores de activacion microglial después del tratamiento sistémico
con lipopolisacarido (LPS) en la corteza cerebral de la rata (O’Sullivan, et al, 2009). Por tal
motivo se necesita ampliar la investigacion sobre los efectos cronicos del tratamiento cronico

con la ATX en el cerebro, con relacion al proceso de neuroinflamacion.

Debido a que se ha demostrado que el MPH y la ATX tienen efectos neuroinflamatorios, tales
como la activacion microglial y la liberacibn de factores proinflamatorios, en nuestros
resultados el efecto del MPH y la ATX sobre la activacién de astrocitos no fue significativo a
pesar de haber tenido una tendencia al incremento de astrocitos reactivos; esto puede
atribuirse a que la poblacion de astrocitos en las diferentes regiones cerebrales varia de

manera considerable (Ero C, et al, 2018) y ,en el cuerpo estriado, GFAP se considera un
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marcador pobre de astrocitos, ya que se ha encontrado que en ratones hay una baja expresion
de GFAP a diferencia de la expresion observada en otras regiones cerebrales como el
hipocampo (Chai, et al, 2017), por tal motivo, la utilizacion de otros marcadores como S1008 o
p-crystallin podrian mostrar un mejor efecto, debido a que estas proteinas si se expresan en
la mayoria de los astrocitos estriatales (Khakh BS, 2019).

Finalmente, los procesos que desencadenarian el tratamiento cronico tanto del MPH y la ATX
en la rata pueden darse de manera consecutiva, ya que el tratamiento con dichos farmacos
puede generar un exceso de catecolaminas libres (dopamina y norepinefrina), lo cual podria
generar la autooxidacion y el subsecuente dafio oxidativo producido por las ROS. El estrés
oxidativo a su vez puede producir dafio neuronal y tener efectos en el proceso de
neuroinflamacién. Sin embargo, aun hacen falta mas estudios con distintas dosis tanto de MPH
y la ATX sobre el proceso de muerte neuronal, sobre estrés oxidativo y sobre la
neuroinflamacion en el estriado o en otras regiones cerebrales implicadas en el TDAH. Tales
estudios exhaustivos nos podran ayudar a verificar los efectos de diferentes dosis de dichos
farmacos y poder confirmar dichos hallazgos, para asi explorar mas a fondo los distintos

mecanismos subyacentes.
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IX. CONCLUSIONES

En conclusién, nuestros hallazgos demostraron que el tratamiento cronico con metilfenidato y
atomoxetina en la rata adolescente produjo dafio en el cuerpo estriado, y que dicho tratamiento
tanto con metilfenidato o con atomoxetina no indujo un incremento significativo en el nimero
de astrocitos reactivos en el estriado, a pesar de haber observado una tendencia a
incrementar. Finalmente, el tratamiento cronico con los medicamentos utilizados actualmente
para el tratamiento del TDAH (metilfenidato y atomoxetina), estarian produciendo efectos
dafinos en el cerebro de la rata, mas alla de la inhibicién de los transportadores de dopamina

y norepinefrina respectivamente.
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X.PERSPECTIVAS

Es necesario plantear otras estrategias experimentales para poder profundizar y conocer mas
detalladamente los efectos del tratamiento crénico tanto con MPH y ATX, también seria
interesante realizar el andlisis de otras regiones cerebrales implicadas en el TDAH, incluso el
uso de distintas dosis tanto de MPH y de ATX. Ademas, los resultados obtenidos nos sugieren
gue el dafio neuronal observado en el cuerpo estriado de la rata puede deberse a la alteracion
de distintos procesos esenciales como lo son el estrés oxidativo, la funcién mitocondrial o la
autofagia, los cuales serian de gran utilidad investigar para poder conocer los posibles
mecanismos subyacentes de los distintos tratamientos farmacoldgicos utilizados comunmente
para el TDAH.
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