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Introduccion

Los psicoestimulantes (cocaina, amfetamina (AMF) y metilfenidato (MFD)) ejercen sus
efectos a través de incrementar los niveles de dopamina (DA) en varias zonas del cerebro, entre
ellas el nucleo accumbens. Sus efectos en este sitio generan cambios funcionales que dan
origen a la adiccion a este tipo de fArmacos. Las acciones de la cocaina y la AMF han sido bien
estudiados por las repercusiones sociales que ambos poseen. Sin embargo, en el caso del MFD,
aunque es un farmaco que se emplea para tratar el trastorno de déficit de atencién con
hiperactividad, sus efectos en este sitio no se conocen con la debida profundidad. El presente
estudio pretende determinar la participacion del sistema dopaminérgico del ndcleo accumbens
en el mecanismo de adiccion al MFD. Para ello provocamos la sensibilizacion de la actividad
locomotriz inducida por la aplicacion repetida de MFD en ratas preadolescentes. Este
fendomeno es el andlogo al proceso de adiccidn en los animales superiores. En varios grupos
experimentales modificamos la actividad dopaminérgica del nucleo accumbens por la
aplicacion de una neurotoxina que destruye a las neuronas catecolaminérgicas, la cual es la 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). También por la aplicacion de un bloqueador no selectivo de
receptores dopaminérgicos D; y D,, como es el caso del Haloperidol. Finalmente se aplicé un
agonista de receptores dopaminérgicos principalmente del tipo D;, con poca actividad sobre
receptores D,, como es el caso de la apomorfina. Se registrd la actividad locomotriz,
empleando un sistema computarizado, durante 60 min antes de la inyeccion i.p. de Solucién
salina isotonica (SSI), MFD (2.5mg/kg) 6 AMF (2.0 mg/kg) y 60 min después de la inyeccion.
Para inducir la adiccién, se aplicé la misma dosis de farmacos durante cada uno de los 3 dias
continuos a la misma hora. Durante los 3 dias siguientes los sujetos no recibieron tratamiento
alguno y para el 8avo dia los animales son nuevamente sometidos al registro de la actividad
locomotriz, y a la aplicacidn i.p. del farmaco en las mismas condiciones. Previo al registro, un
grupo de animales experimentales se sometieron a una intervencion quirdrgica para la
aplicacion en el nacleo accumbens de 6-OHDA. Estos animales fueron posteriormente
sometidos al mismo procedimiento experimental que el grupo anterior. Los dos grupos
experimentales restantes fueron expuestos previamente al registro experimental, a la
implantacién de canulas de acero inoxidable, cuya punta se localiz6 dentro del ndcleo
accumbens. A través de estas canulas se aplicaban 20 pmol, ya sea de haloperidol o de
apomorfina, en cada nucleo accumbens, después del registro inicial de la actividad locomotriz
en el dia 1 y el dia 8. Después de la aplicacién intracerebral de este farmaco se aplico el
psicoestimulante i.p., con el mismo procedimiento experimental. Los animales tratados con
MFD, mostraron un efecto de sensibilizacién, mientras que los sujetos tratados con AMF
mostraron diferentes grados de tolerancia. La aplicacion de 6-OHDA modificé sustancialmente
ambos efectos. Por otro lado la administracion de haloperidol, bloqueé el efecto sensibilizante
del MFD, sin un efecto significativo sobre las acciones de la AMF. Por otro lado, la aplicacion
de apomorfina invirtié los efectos provocados por el MFD y la AMF que se observaron en los
animales del grupo control. Estos resultados muestran que los sistemas dopaminérgicos del
nicleo accumbens son fundamentales para que el MFD induzca sus efectos sensibilizantes en
estos animales. Ademas el bloqueo de los receptores dopaminérgicos inhibe los efectos
inducidos por el MFD pero no tiene efectos sobre las acciones mediadas por la AMF.



Psicoestimulantes

Los psicoestimulantes son farmacos que reducen los umbrales de alerta o de vigilia, de
modo que el individuo responde con mas facilidad o prontitud a los estimulos ambientales y
corporales. Basicamente, los efectos subjetivos de todos los psicoestimulantes dependen de la
personalidad del individuo, el medio fisico en el cual se administran, la dosis y la via de
administracion. Por ejemplo, en una persona no adicta, dosis moderadas de amfetamina (10-20
mg) producen euforia, una sensacion de energia y alerta aumentada, anorexia, insomnio y un
incremento en las tareas motoras repetitivas. Si la dosis aumenta, este cuadro se intensifica y la

influencia del medio ambiente es menos pronunciada®.

Dentro de los psicoestimulantes podemos encontrar las metilxantinas como la cafeina, la
teofilina y la teobromina, y también otras sustancias con un perfil y un mecanismo de accion
muy diferente como la nicotina, la cocaina, las amfetaminas (AMF) y el Metilfenidato (MFD)
(tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los psicoestimulantes

Amfetamina y analogos Alcaloides naturales Metilxantinas
Dextroamfetamina Cocaina Teobromina
Metamfetamina (MDA) Tropacocaina Teofilina
Metilenedioximentamfetamina (MDMA) Nicotina Cafeina
Fenmetracina Teina

Fendimetracina
Metilfenidato (MFD)
Fentermina

Pemolina

Cada una de estas sustancias tiene una farmacocinética y farmacodinamia propias. El
mecanismo de accion es especifico y la induccién de adiccion hacia el farmaco varia
notablemente, sobre todo si tomamos en cuenta que uno de los aspectos mas interesantes de los
psicoestimulantes es su alto grado de adiccion. Asi, la Organizacion de las Naciones Unidas
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estima la existencia de unos 350 millones de adictos en el mundo, de los cuales 92 millones lo
son a los psicoestimulantes. Las metilxantinas son sustancias energizantes con menor riesgo y
potencial de abuso™. Tanto la amfetamina como la cocaina y el metilfenidato producen efectos
similares sobre el estado de 4nimo, provocan toxicidad crdnica y poseen un alto potencial de
abuso y dependencia. Ademas, estos farmacos poseen mecanismos de accién muy similares, de

los cuales dependen sus efectos terapéuticos por lo que los revisaremos mas a detalle.

Cocainal4

La cocaina es un estimulante extremadamente adictivo que afecta directamente al cerebro,
es una de las drogas que se conoce desde hace mas tiempo. Las hojas de la coca, de donde se
obtiene la cocaina, se han ingerido por miles de afios, mientras que la sustancia quimica pura, el
clorhidrato de cocaina, se ha consumido por méas de 100 afios. A principios del siglo XX, la
cocaina purificada se convirtié en el principio activo basico que se empleaba en la mayoria de

los tonicos y elixires creados para tratar una gran variedad de enfermedades.

La cocaina pura es extraida de la hoja del arbusto de la coca del género Erythroxylum, que
crece principalmente en Per( y Bolivia. En la década de los noventa, Colombia se convirtié en
el pais con mayor cultivo de coca. Hoy en dia, la cocaina esta incluida en la Lista 1l de la Ley
sobre Sustancias Controladas, lo que implica que tiene un gran potencial para ser abusada, pero
que puede ser administrada por un doctor para usos médicos legitimos, por ejemplo, como

anestésico local en ciertos tipos de cirugias de los o0jos, oidos y garganta.

La cocaina usualmente se vende en la calle en forma de un polvo blanco, fino y cristalino
que se conoce en espafiol como “coca”, “nieve”, “dama blanca” o “talco”. Los traficantes
generalmente mezclan la cocaina con otras sustancias inertes, tales como la maicena, el talco o
el azlcar; o con ciertas drogas activas como la procaina (un farmaco anestésico local de
composicion quimica parecida) u otros estimulantes, como las AMFs. Algunos consumidores

combinan la cocaina con la heroina en lo que suelen llamar un “speedball”.

Hay dos formas quimicas de la cocaina que se consumen: la sal clorhidratada (que es

-8-



soluble en agua) vy los cristales de cocaina o base, conocida en inglés como “freebase” (que no
son solubles en agua). La sal clorhidratada de cocaina, se consume de forma inyectada o
inhalada (“snorting”). Los cristales de cocaina se procesan con amoniaco o bicarbonato sédico
y agua y luego calentados para eliminar el clorhidrato y producir una sustancia que se puede
fumar. El término “crack”, es el nombre de la calle que se da a los cristales o base de cocaina,
se refiere al sonido crujiente que se oye al fumar esta mezcla. EI consumo de cocaina puede ir
desde su uso ocasional a un consumo repetido o compulsivo, con una variedad de patrones
entre estos dos extremos. Cualquier método de consumo puede causar la absorcién de
cantidades toxicas de la droga, con la posibilidad de que ocurra una emergencia aguda de tipo

cardiovascular o cerebrovascular y convulsiones, las cuales pueden ocasionar la muerte subita.

Los efectos de la cocaina se presentan casi inmediatamente después de una sola dosis y
desaparecen en cuestion de minutos o dentro de una hora. Los que consumen cocaina en
cantidades pequefias generalmente se sienten euforicos, energéticos, conversadores y
mentalmente alertas, particularmente con relacion a las sensaciones visuales, auditivas y del
tacto. La cocaina también puede disminuir temporalmente el apetito y la necesidad de dormir.
Algunos consumidores sienten que la droga les ayuda a realizar mas rapido algunas tareas

simples, tanto fisicas como intelectuales, mientras que a otros les produce el efecto contrario.

La forma en que se administra la cocaina determina el tiempo que dura el efecto inmediato
de euforia. Mientras mas rapida es la absorcion, mas intenso es el “high” o euforia; pero al
mismo tiempo, cuanto mas rapida es la absorcion, menor es la duracién del efecto de la droga.
El “high” que se produce al inhalar la droga se demora en llegar pero puede durar de 15 a 30

minutos; En contraste, el “high” que se obtiene fumandola puede durar de 5 a 10 minutos.

Los efectos fisioldgicos a corto plazo que resultan del consumo de cocaina incluyen
contraccion de los vasos sanguineos, dilatacion de las pupilas y aumentos en la temperatura
corporal, la frecuencia cardiaca y la presion arterial. Al emplear cantidades mayores se puede
intensificar el “high” del usuario, pero también puede llevar a un comportamiento mas
extravagante, erratico y violento, ademas de desasosiego, irritabilidad y ansiedad. También se

presentan temblores, vértigos, espasmos musculares y paranoia. Con dosis elevadas existe la
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posibilidad de graves complicaciones médicas cardiovasculares como alteraciones en el ritmo
cardiaco y ataques al corazon; algunos efectos neurolégicos incluyendo ataques
cerebrovasculares, convulsiones, dolores de cabeza y hasta coma; y complicaciones
gastrointestinales, como dolor abdominal y ndusea. En raras ocasiones, puede ocurrir la muerte
subita la primera vez que se prueba la cocaina o de forma inesperada al consumirla
subsiguientemente. Las muertes ocasionadas por la cocaina suelen ser el resultado de un paro
cardiaco o de convulsiones seguidas por un paro respiratorio. Las investigaciones también han

demostrado que existe una interaccion potencialmente peligrosa entre la cocaina y el alcohol.

Ya que la cocaina es una droga extremadamente adictiva, es muy dificil que una persona
que la pruebe pueda predecir o controlar hasta donde continuara deseandola o consumiéndola;
ademas, si la persona se vuelve adicta, el riesgo de recaidas es alto después de periodos largos
de abstinencia. De acuerdo con algunos estudios recientes, durante periodos de abstinencia del
uso de cocaina, el recuerdo de la euforia asociado con su uso, o solamente una referencia a la

droga, puede disparar un deseo incontrolable de consumirla y terminar en una recaida.

Al ser expuesto repetidamente a la cocaina, el cerebro comienza a adaptarse a la misma y
la via de gratificacion se vuelve menos sensible a los refuerzos naturales y a la droga en si. El
consumidor puede desarrollar tolerancia, lo que significa que necesitara una dosis cada vez
mayor de la droga o que debera consumirla con méas frecuencia para obtener el mismo placer
que cuando recién comenz6 a usarla. Al mismo tiempo, los consumidores también se pueden
volver mas sensibles (sensibilizacion) a la ansiedad, las convulsiones u otros efectos tdxicos de

la cocaina®* 372,

El uso agudo de cocaina produce una serie de modificaciones moleculares que trasladan al
sujeto de una condicion de uso especifico, a un estado de dependencia. Se han sugerido
diferentes suposiciones aclaratorias de este fenédmeno como la alostasis neuroquimica, la
sensibilizacion del incentivo, las desregulaciones de la homeostasis y teorias basadas en el
condicionamiento clasico y operante®*?. Ademés, se ha podido comprobar la implicacién de
diferentes moléculas y vias de sefializacion intracelular, que generan, en Gltima instancia, una

serie de modificaciones plasticas a largo plazo, factiblemente indelebles, que se podrian
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relacionar con la vulnerabilidad a las recaidas, y la persistencia de la adiccion a la cocaina,

incluso afios después de dejar el consumo™*"°2,

En la actualidad no hay un medicamento que sirva para tratar la adiccion a la cocaina.
Varios farmacos comercializados para el tratamiento de otras enfermedades (por ejemplo,
baclofeno, modafinilo, tiagabina, disulfiram y topiramato) muestran cierto potencial terapéutico
y, en estudios clinicos controlados, se ha reportado que disminuyen el consumo de cocaina. Por
otra parte, los nuevos conocimientos sobre como cambia el cerebro cuando se consume cocaina
estan dirigiendo la atencién hacia nuevos objetivos para el desarrollo de medicamentos con

estas propiedades'®**%'.

Amfetamina®

La AMF es una alfa-metil-fenil-etil-amina (fig. 1), es un agente adrenérgico sintético
estimulante potente del sistema nervioso central. Se trata de una molécula quiral, cuya
configuracion optica puede presentarse en forma de enantiomeros activos dextrégiros y
levdgiros. La amfetamina o amfetamina racémica (d, I-amfetamina) es una mezcla equimolar
de ambos isdbmeros Opticos. La dexamfetamina (dextro-amfetamina) y la levo-amfetamina,
surgen de la separacion del compuesto en sus dos configuraciones oOpticas posibles. La levo-
amfetamina tiene débil injerencia en los efectos clinicos de la amfetamina. La dexamfetamina
(isdmero 6ptico dextrogiro de la molécula) es responsable casi plenamente de la actividad

farmacoldgica del compuesto.

NH3>
CHs

Fig. 1 molécula de amfetamina.

La expresion AMFs (forma plural de la anterior) tiene dos acepciones posibles. La mas
restringida, se usa para referir a la triada formada por la AMF, dexamfetamina y
metanfetamina, mientras que la mas general alude también a los estimulantes de tipo

amfetaminico (ETA). Los ETA son la familia farmacoldgica integrada por compuestos con
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estructura quimica analoga o derivada de la molécula de AMF, con propiedades clinicas
similares, y con un grado de actividad farmacologica (potencia) comparable. Se incluye
también en el grupo a las sustancias amfetaminicas a estimulantes como el MFD (analogo
estructural) y el dex-metilfenidato; y a derivados quimicos con propiedades entactogenas
(genera sentimientos de empatia), como el MDMA,; y anorexigenos, como el Fenproporex, el
dietilpropion (amfepramona), la Fentermina, la benzfetamina, la fendimetrazina, siendo estas

Gltimas las de menor potencia relativa.

La AMF es un derivado de la efedrina, sintetizado en 1887 por L. Edeleano, quien llamo
al compuesto fenilisopropilamina. EI uso médico experimental de las AMFs comenzo en los
afios veinte. La habilidad de la AMF para elevar la presion sanguinea, contraer los vasos
sanguineos, y dilatar los pequefios sacos bronquiales, dio lugar a su comercializacion,
presentdndose el inhalador Benzedrina. Poco tiempo después, aparecid la dexamfetamina
(Dexedrina). En 1938 se lanzé al mercado la metanfetamina (Methedrina) y, en 1954 el MFD
(Ritalin). Un reporte farmacéutico de 1946, listaba 39 desdrdenes para los cuales la AMF era el
tratamiento recomendado para enfermedades como la narcolepsia, la obesidad, la depresion, el
sindrome de trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH) en nifios y adultos, el
tratamiento de sobredosis por sedantes, e incluso la rehabilitacion del alcoholismo y habito de

otras drogas.

La AMF es utilizada como agente para mejorar el rendimiento, tanto fisico (doping
deportivo), como intelectual (doping cognitivo). La prescripcién indiscriminada del producto,
desencadend fendmenos de abuso y adiccion. Actualmente es una sustancia controlada sujeta a
fiscalizacion, pero accesible en la mayoria de los paises, cuyas principales indicaciones son el
TDAH en nifios (desde 3 afios en adelante) y en adultos; y la narcolepsia. También tiene
indicacion en el tratamiento de la obesidad (opcion de segunda linea), y en la depresion

refractaria (resistente a los tratamientos convencionales).

La molécula de la AMF estd emparentada estructuralmente con el alcaloide vegetal
efedrina (Tabla 2). Fue precisamente la efedrina, el sustrato usado inicialmente como reactivo
para la obtencién del nuevo compuesto. Como la efedrina, la AMF es también un agente con
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propiedades simpaticomiméticas que activa al sistema nervioso simpatico; ademas de que
atraviesa eficazmente la barrera hematoencefalica, 1o que explica su capacidad distintiva de
estimular el sistema nervioso central. Esto dltimo habilita su clasificacion como amina

simpaticomimeética de accion central.

Tabla 2. Amfetamina y derivados

R:

R, E E B, B B
Anorexigenas

ANFETAMINA | H H H H H H
FENFLURAMINA | CH, H H H CF, H
FENPROPOREX /\(_ﬂ H H H H H

ANFEFRAMONA | (C,H,), H H H H

(fenilisopropanonasming)
CLOBENZOREX /Q H H H H H
CL

Entacrdgenas

METANFETAMINA | CH, H H H H H
MDMA (Extasis) | CH, H H H
MDA (Eva) | H H <0-_ H H
MDEA(Adin) | CH, CH, H o = H
MEDE | CH, H H CH,
Alucindgenas
DoM | H OCH, H CH, OCH, H
Dol | H OCH, H 1 OCH, H
3TP | H OCH, H CH, CH, OCH, H
A | H H H OCH, H H
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En la actualidad, la presentacion mas popular consiste en un preparado a base de sales
mixtas de AMF y dextroamfetamina, conocido por la marca Adderall, la cual se administra por
via oral y tiene una buena absorcion, de modo que el inicio de la accidn terapéutica se
manifiesta al cabo de unos 30 a 60 minutos. La semivida de eliminacién es de unas 10 horas.
Todas las AMFs son agonistas indirectas de los receptores pre-sinapticos para noradrenalina
(NA) y DA a nivel del sistema nervioso central. La AMF se une a estos receptores y los activa,
induciendo la liberacidn de los neurotransmisores de reserva alojados en las vesiculas de las
terminales nerviosas, convirtiendo los respectivos transportadores moleculares en canales

abiertos. También tiene una accion agonista serotoninérgica, aunque relativamente mas débil.

La AMF estimula el sistema nervioso central mejorando el estado de vigilia y aumentando
los niveles de alerta y la capacidad de concentracion. Favorece las funciones cognitivas
superiores, como la atencion y la memoria (en particular, la memoria de trabajo) y muestra sus
efectos sobre las funciones ejecutivas. Produce efectos reforzadores, asociando a determinadas
conductas con emociones placenteras (gratificacion). A nivel conductual, refuerza los sistemas
implicados en la regulacion de las respuestas a emociones especificas; reduce los niveles de
impulsividad (autocontrol). En el caso particular de la obesidad, se la ha utilizado debido a su
accion sobre los centros hipotalamicos que regulan el apetito. Por ultimo, es un agente activante
del sistema nervioso simpatico, con efectos adrenérgicos periféricos, que se traducen en un
aumento en el nivel de actividad locomotriz, en la resistencia a la fatiga, en la actividad cardio-
respiratoria, y en particular, en los procesos metabolicos termogénicos del organismo, dando

lugar a una mayor oxidacion de las reservas grasas.

Como droga recreativa, la AMF, es mas conocida popularmente como speed o amfeta, es
utilizada para pasar largas noches sin dormir, apareciendo en forma de polvo, facilmente
obtenible, que es inhalado. Los efectos van desde euforia, vista borrosa y energia no habitual a
sudoracion, vomitos y ataques de ansiedad. Los consumidores pueden pasar varios dias
consecutivos sin dormir, con el consecuente cansancio psiquico que lleva a veces a crisis de
paranoia y ansiedad. La AMF produce un sindrome denominado psicosis amfetaminica,

parecido a la psicosis cocainica o a la esquizofrenia paranoide.
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El Metilfenidato.

El Metilfenidato (MFD) ¢ metilfenidan es un polvo cristalino fino, blanco, inodoro
preparado por sintesis quimica. La molécula de MFD posee dos centros de quiralidad; por lo
tanto, existe un total de cuatro enantiomeros de esta droga. Las primeras formulaciones de
MFD que se comercializaron contenian los cuatro enantiomeros. Estudios subsecuentes
revelaron, sin embargo, que los isdmeros eritro estaban desprovistos de efectos estimulantes
significativos sobre el sistema nervioso central. A causa de esto, las formulaciones actualmente
disponibles contienen una mezcla racémica de solo d,l-treo-metilfenidato. Como se verd mas

adelante, la actividad farmacolégica se atribuye principalmente al isémero d-treo.”

El MFD es una amina simpaticomimética, cuya férmula molecular es Cyi4H;gNO..
Pertenece al grupo de las fenetilaminas y, en particular, es un analogo ciclizado de la AMF.
Estructuralmente, el MFD afiade al modelo un anillo piperidinico, que incluye al nitrégeno y al
carbono beta (Fig. 2). El clorhidrato de MFD (sal utilizada en la forma farmacéutica) es el
clorhidrato de metil-a-fenil-2-piperidinacetato y contiene aproximadamente un 87% de MFD

base. El peso molecular de aquel es 269.77 g/mol.

Fig. 2 Molécula del MFD

El MFD, es un medicamento psicoestimulante que se emplea en el tratamiento de trastorno
por déficit de atencion con hiperactividad, sindrome de taquicardia ortostatica postural y en la
narcolepsia. También podria ser prescrito para casos resistentes a tratamientos de fatiga y
depresion. EI MFD posee similitudes estructurales a la AMF, pero sus efectos farmacoldgicos
son mas similares a los de la cocaina, aunque los efectos del MFD son menos potentes y de
menor duracion. Ademas, el MFD posee potentes efectos agonistas sobre receptores alfa y beta
adrenérgicos, lo cual eleva el nivel de alerta (arousal) del sistema nervioso central, lo que es

mensurable electrofisiolégicamente (por la presencia de ondas de bajo voltaje en el EEG ).
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Incrementa los mecanismos excitadores del cerebro en forma selectiva, esto resulta en una

mejor concentracién, coordinacién motora y control de los impulsos>?.

El MFD existe desde hace ya méas de 60 afios. Sin embargo, cobrd especial notoriedad a
partir de los afios noventa. Esto se debi6 a la difusion del diagndstico de trastorno por déficit de
atencion con hiperactividad (TDAH) en nifios y adultos. Tanto el diagnoéstico como el farmaco

han sido objetados, apelando incluso a principios éticos, ideoldgicos o religiosos®.

Las criticas al TDAH y al MFD devienen, a menudo, de un rechazo al concepto general de
disfuncion neurobioldgica y a los supuestos neuroquimicos que subyacen a las practicas de la
psiquiatria contemporanea. En 1998, un panel de expertos redactdé un consenso procurando
legitimar la entidad clinica de este trastorno y la necesidad de tratar el mismo. Hallazgos
recientes en neurociencias, por ejemplo los provistos por neuroimagenes, parecen ratificar el
origen organico del sindrome, habiéndose identificado patrones especificos de expresién
fisiolégica. Por ultimo, estudios en materia de herencia bioldgica han revelado una fuerte
asociacion de éste con determinados genes. EI MFD es la medicacidbn mas cominmente
prescrita para tratar el TDAH en todo el mundo. De acuerdo a estimaciones, mas del 75% de
las recetas de MFD son extendidas a nifios, siendo aquel trastorno unas cuatro veces mas

frecuente entre los varones que entre las nifias®.

Los efectos del MFD en el TDAH se atribuyen a una mejora en la capacidad inhibidora de
los circuitos frontosubcorticales mediados por el neurotransmisor dopamina (DA). En
particular, incrementa la accion reguladora de la corteza frontal y estructuras inferiores a nivel
del cerebro anterior basal, como el ndcleo estriado ventral. Hacia la porcion ventral de este
altimo, localizado en los ganglios basales de las areas prefrontales del cerebro, se encuentra el
nacleo accumbens. La DA actla en el nacleo accumbens limitando la informacion que debe ser
procesada, permitiendo focalizar la atencion. En el TDAH, la corteza prefrontal no modularia
adecuadamente a una estructura pontina llamada locus coeruleus, lo que provoca un déficit de
DA y noradrenalina. Esta falta de inhibicion se manifiesta en un ingreso excesivo de
informacion. Asi, surgen dificultades para seleccionar estimulos pertinentes, y aumenta la

distraccion. La serotonina también podria estar implicada, pues se relaciona con el control de
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los impulsos.

En estudios realizados con PET (tomografia por emision de positrones) en adultos con
TDAH, se encontrd una disminucion del 8,1% en el metabolismo cerebral de la glucosa en
relacién a los controles, sobre todo a nivel de la corteza prefrontal y areas premotoras®.
Estudios recientes del flujo cerebral muestran que, durante el tratamiento con MFD, se
incrementan tanto la actividad en el estriado como las conexiones entre la region orbito-frontal

y limbica.

En los nifios con trastornos por déficit de la atencion, el MFD disminuye las conductas
impulsivas y la inquietud motora, y aumenta la actividad cognitiva (atencién, memoria),
mejorando su capacidad de concentrarse en tareas repetitivas, que demandan esfuerzo mental
sostenido y no se asocian a una satisfaccion inmediata. En los adultos con TDAH, el MFD
favorece las funciones ejecutivas, relacionadas con el control cognitivo. Estas incluyen un
conjunto de funciones cerebrales que involucra: autorregulacion, secuencia y organizacion del

comportamiento, flexibilidad, inhibicién de respuestas y planificacién®’.

En la vida cotidiana de estos adultos, suelen manifestarse avances significativos en la
capacidad de focalizarse en el trabajo y administrar el tiempo (organizacion), disponer de sus
recursos con metas a mediano y largo plazo (planificacién), lograr continuidad en sus proyectos
(secuencia), e interaccionar mas adecuadamente con el entorno (flexibilidad). Estos cambios en
el desempefio, afectan contextos vitales para el sujeto, como son las areas familiar, académica y
laboral®’.

La accion del MFD sobre el sistema nervioso central, resulta particularmente eficaz en la
terapéutica del TDAH, en la medida en que hace blanco en déficits neuroquimicos comunes a
las personas con este trastorno. Sin embargo, individuos que no tienen TDAH pueden obtener
de la droga efectos reforzadores, vinculados con alteraciones del humor, la percepcion, el
pensamiento y sensaciones de tipo euforizante. En estos casos, en que hay desvio terapéutico de

la droga, el MFD se puede asociar a conductas adictivas®.

Los abusadores de droga experimentados no distinguen los efectos de la cocaina con los
del MFD. Recientemente, se realizd un estudio comparando los mecanismos de accion de
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ambos compuestos’. Los dos ejercen sus efectos inhibiendo la recaptura de la DA. El
incremento en los niveles extracelulares de este neurotransmisor, en el eje mesolimbico-cortical
del cerebro, activa una via neuronal vinculada con la recompensa. A dosis terapéuticas, el MFD
blogqued el 78,5% de las moléculas transportadoras de DA, por encima de la tasa registrada para
la cocaina. Se concluyo: "La evidencia claramente muestra que la nocién de que el Ritalin es un
estimulante poco potente es completamente incorrecta”. Sin embargo, ese mismo estudio revelo
que el potencial de abuso de la cocaina se explica mejor por el hecho de que esta droga, al ser
inhalada, se liga a los receptores con gran rapidez, actuando en apenas segundos, lo que se
asocia a una induccion dréastica y subita de los efectos psicotrépicos. EI MFD, en cambio, se
une a esos mismos receptores con mayor potencia pero de manera gradual y progresiva,
produciendo cambios paulatinos. Por otra parte, la cocaina abandona el sistema unas 6 a 8

veces més rapidamente que el MFD, lo que se vincula con sindromes carenciales™.

Los efectos reforzadores en los casos de abuso de estimulantes, se asocian con mejoria del
animo, sensacion de aumento de la energia fisica, de la capacidad mental y del estado de alerta,
supresion del apetito de la fatiga y del suefio, aumento de atencion/enfoque, locuacidad y
euforia®. Los adictos pulverizan los comprimidos para poder inhalar el contenido. Algunos los
disuelven en agua, inyectandose la mezcla por via intravenosa, lo que puede ocasionar
complicaciones adicionales debido a que algunos excipientes insolubles presentes en los

comprimidos podrian obstruir los vasos sanguineos més estrechos™.

La adiccidn a los estimulantes parece ocurrir cuando se producen aumentos considerables y
bruscos de los niveles de DA extracelular en el cerebro, y éstos se vinculan con la vias de
administracion intravenosa e intranasal. En estos casos, cuando hay abuso, el MFD seria
también méas potente que la AMF. El efecto terapéutico, por el contrario, se logra con
incrementos graduales y progresivos de DA, similares a la produccion natural del cerebro,
como los que produce el MFD si se lo administra por via oral. De esta manera, el riesgo de

adiccion es relativamente bajo.
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Mecanismos de accion de psicoestimulantes

Los resultados de varias investigaciones han permitido esclarecer el mecanismo que
utilizan los psicoestimulantes para producir sus efectos placenteros y la razén por la cual son
tan adictivos. Se ha descrito la presencia de ciertas regiones del cerebro que se excitan por todo

tipo de estimulos gratificantes, tales como la comida, el sexo y muchas de las drogas de abuso.

El sistemas neuronal que parece ser méas afectado por los psicoestimulantes se origina en
una regién del cerebro medio llamada el area ventral tegmental (AVT), cuyas eferencias se
extienden a la region del cerebro conocida como nacleo accumbens, una de las areas clave del
sistema limbico involucradas en la gratificacion. Los estudios en animales han demostrado que
la gratificacion es consecuencia del incremento de DA, en el nicleo accumbens. En el proceso
normal de comunicacién, una neurona, llamada presinaptica, libera DA en la hendidura
sinaptica (el sitio a través del cual dos neuronas se comunican entre ellas). Alli la DA se une a
proteinas especializadas (llamadas receptores a la DA) en la neurona postsinaptica, enviando
asi una sefial a la misma. Una vez enviada la sefial, la DA es eliminada de la sinapsis a traves
de su degradacion o su recaptura por la membrana presinaptica y es reciclada para volver a
usarse en el futuro. Las drogas de abuso pueden interferir con este proceso de comunicacion
normal. Por ejemplo, estudios muestran que los psicoestimulantes actian blogueando la
eliminacion de la DA de la sinapsis, lo que resulta en una acumulacién de DA y una
amplificacion de la sefial a las neuronas post-sinapticas. Tal efecto causa la euforia inicial que
suelen reportar los adictos. El nivel de potencia de la AMF para bloquear estas moléculas

transportadoras es menor a la del MFD y a la de la cocaina®.

Estos efectos combinados rapidamente aumentan las concentraciones de los respectivos
neurotransmisores en el espacio sinaptico, promoviendo la transmision del impulso nervioso en

las redes neuronales dopaminérgicas y noradrenérgicas.

Los psicoestimulantes presentan un fenémeno Unico conocido como sensibilizacion, este
fendbmeno que se presenta con todos los psicoestimulantes, en gran parte es debido a la

hiperfuncion dopaminérgica cortico-limbica, un ejemplo de este fendmeno es el incremento de
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la conducta motora estereotipada que se observa en abusadores de AMFs, asi como la
progresiva aparicion de alteraciones de la personalidad y sintomas psicoticos tras el consumo
crénico de cocaina 0 AMF*. Los primeros cambios que aparecen son de tipo ansioso y/o
depresivo, con confusion, agresividad y pérdida de interés por la mayoria de las actividades. Se

pueden producir psicosis toxicas, con alucinaciones visuales y tactiles e ilusiones paranoides.

Para el tratamiento puede recurrirse a farmacos antipsicoticos. El proceso de
sensibilizacion se estd estudiando experimentalmente de modo intensivo en el ambito
bioquimico y conductual, pues se considera en la actualidad que representa la expresion de
cambios plasticos cerebrales debidos al consumo crénico de droga y subyace al incremento del
valor motivacional de la droga (efecto incentivo), asi como a los fendmenos de abstinencia y
recaida una vez que se abandona la droga, este fendmeno que se estudia en animales inferiores,

serfa el equivalente al proceso de adiccién en los humanos® 3 4849,

Otro fendbmeno que se presenta con los psicoestimulantes es la tolerancia, la cual
constituye la disminucion progresiva de efectos de la droga. La mayoria de los usuarios
requieren dosis crecientes para producir los mismos efectos subjetivos experimentados al
iniciar la ingesta, pues se desarrolla tolerancia a algunos de los efectos centrales, como la
euforia y la anorexia. La tolerancia se debe probablemente a una excrecion aumentada de la
droga, aunque han de intervenir fendmenos neuroguimicos adaptativos en el sistema nervioso.

Existe tolerancia cruzada entre los diferentes psicoestimulantes.

Como se menciond, la adiccidn a psicoestimulantes se fundamenta en un fenémeno de
sensibilizacion con dos fases: induccion y expresion. La exposicion repetida a
psicoestimulantes induce un aumento progresivo de la actividad motora en numerosas especies,
incluido el ser humano. Este fenomeno se denomina ‘sensibilizacion conductual’, y se asocia a
cambios plasticos en circuitos nerviosos que, por otra parte, incrementan el valor motivacional
de las drogas y ademas subyacen al fendmeno del deseo de ingerir la droga (craving) una vez
que se abandona el consumo® ® *84°_ Estos cambios plésticos neuronales son motivo de intenso
estudio. Tanto la induccion, como la expresion, constan de mecanismos neuroquimicos y

moleculares diferentes®?.
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En la induccion participa de modo critico el circuito mesocortico-limbico, y en ella se
establecen cambios bioquimicos que fundamentan la sensibilizacion y facilitan el aprendizaje
adictivo. En la expresion, destaca el sistema corticoestriatoamigdalino, y en esta fase se
desarrollan los cambios bioquimicos que generan el habito adictivo, como conducta patolégica
consolidada. Ademads, se consolida la sensibilizacion y también aparecen fendmenos de
tolerancia. Sin embargo, el proceso sensibilizador es mas complejo que el simple cambio en
una via de neurotransmision, y los resultados de cientos de experimentos indican que la
sensibilizacion se debe a la interaccion de diversos neurotransmisores, neuropéptidos, factores

neurotréficos, sus receptores y sus vias de sefializacion intracelular™.

La fase de induccion de la sensibilizacion estd mediada por cambios en la transmision de
DA y otro neurotransmisor, el glutamato en el area ventral tegmental. La administracion de
cocaina y AMF induce un incremento de los niveles de DA en el ATV, y la administracion
repetida incrementa atin mas la actividad dopaminérgica en esta region*. El incremento inicial
transitorio en la liberacion de DA puede provocar una desensibilizacion de los autoreceptores
D2 de las neuronas de DA, que induce despolarizacién y excitacion celular por cierre de
canales de potasio. De hecho, la administracién del agonista D2 quimpirol incrementa el efecto
de la cocaina, pues facilita la desensibilizacion de estos receptores, y si se bloquea la

despolarizacién mediante baclofeno (agonista GABAérgico), se anula la sensibilizacion*® .

Se describi6 la existencia de un efecto transitorio con aumento de la actividad de glutamato
en el AVT, con aumento de las corrientes entrantes a traves de receptores AMPA (a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acido) de glutamato en las neuronas de DA (esto, a su
vez, despolariza las células y mantiene la excitacion neuronal). Inicialmente se sugirio que la
actividad glutamatérgica aumentada procedia de las terminales de la corteza prefrontal, pues la
lesion de ésta anula la induccion de la sensibilizacién. El incremento en la actividad de DA en
el AVT tras psicoestimulantes, facilitada por despolarizacion neuronal, estimula receptores D,
pre-sinapticos que ocasionan una mayor liberacién local de glutamato, lo que a su vez estimula
aun mas las neuronas de DA del ATV, constituyendo estos hechos un ciclo fundamental en la

induccién de la sensibilizacion a psicoestimulante #8964,
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Los receptores ionotropicos de glutamato NMDA (n-metil-d-aspartato) y AMPA (a-amino-
3-hydroxy-5-methy-I-4-isoxazolepropionic acido) y los canales de calcio del tipo L de las
neuronas dopaminérgicas del AVT desempefian un papel decisivo en la sensibilizacion. La
mayor liberacién de glutamato mediada por receptores pre-sinapticos D1 de DA regula al alza
los canales de calcio tipo L en las neuronas de DA del AVT. Ademas, la despolarizacion de las
neuronas de DA antes comentada origina la apertura de canales NMDA, que normalmente
estan inactivos, contribuyendo en conjunto a una mayor entrada de calcio. El calcio actia como
una molécula ‘gatillo’ y su entrada induce una activacion de vias intracelulares dependientes de
este ion, por ejemplo, uniéndose a calmodulina, que regula la fosforilacion y activacion de
diversas enzimas, como la proteincinasa C (PKC) o las calmodulina cinasas I, 11 y IV (CaMK |,
I1'y IV). Entre éstas destaca la CaMK Il, que permanece fosforilada (activa) largo tiempo,
incluso tras la ausencia de calmodulina unida a calcio. Una vez activada, la CaMK Il puede
fosforilar a su vez canales AMPA, receptores NMDA, canales de calcio tipo L, la enzima
tirosinhidroxilasa —sintetizadora de DA~y sinapsina I, que facilita el almacenamiento vesicular
de DA. Es evidente que todos estos fendmenos amplifican el proceso de sensibilizacion
mediado por calcio. De hecho, la administracion intra-AVT de un inhibidor de la CaMK I, el
KN-93, bloquea el desarrollo de sensibilizacién a cocaina®.

Un blanco comun de las vias CaM y MAP cinasas, estimuladas por los psicoestimulantes,
es el factor de transcripciéon CREB, involucrado en procesos de plasticidad neuronal. Se sabe
que una sola inyeccién de AMF en el AVT induce un incremento de los niveles de CREB?®, Las
enzimas CaM activan CREB fosforilandola en el residuo 133 de serina. Blancos de CREB son,
por ejemplo, las proteinas de la familia Fos y la neurotensina, que se expresan en el ATV>. El
aumento de CREB en el AVT y nucleo accumbens se ha postulado como un mecanismo de
neuroadaptacion, pues disminuye las propiedades reforzadoras de los psicoestimulantes.® Sin
embargo, también participa en cambios proteicos y enzimaticos a largo plazo que subyacen a la
adiccion. Asi el aumento de CREB activa la enzima tirosinhidroxilasa, lo que explica que la
sintesis de DA aumenta en el AVT y sus terminales durante el desarrollo de la sensibilizacién,
y fosforila la sinapsina I, lo que induce un mayor almacenamiento de DA en las vesiculas de
secrecion’®. Otros factores de transcripcién aumentados son los de la familia Fos (a través de

CREB u otras vias de cinasas como PKC), que se unen a miembros de la familia de sefialadores
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intracelulares tipo Jun para formar proteinas activadoras-1 (AP-1), que regulan la expresion

genetica.

Entre estos factores destaca c-Fos, Fras-1, Fras-2 y dFosB. Todos aumentan de modo
transitorio tras el consumo de droga, excepto 0FosB que se va acumulando en el citoplasma,
razén por la cual es un serio candidato para explicar cambios a largo plazo en el proceso
adictivo. Experimentalmente se ha demostrado que este factor es critico en el desarrollo de la
sensibilizacion®. Finalmente, hay otros factores de transcripcion involucrados, como son el
Egrl-3y el Nac-1, que aumentan en el nticleo accumbens durante la sensibilizacién a cocaina®.
Estos resultados muestran que el punto clave en los procesos de sensibilizacién y adiccion a los
psicoestimulantes lo constituye los procesos dopaminérgicos meso-limibicos y meso-corticales,
por lo cual el conocimiento y analisis de estos procesos es fundamental para determinar los
mecanismos de accién precisos que cada uno de los farmacos psicoestimulantes utiliza para

ejercer su accion.

Dopamina

La Dopamina (DA) (Fig. 3) es la catecolamina mas importante del Sistema Nervioso
Central (SNC) de los mamiferos (representa el 80% del contenido total de catecolaminas del
cerebro) y participa en la regulacion de diversas funciones como la conducta motora, el
aprendizaje, la memoria, la motivacion, la emotividad y la afectividad asi como en la
comunicacion neuroenddcrina. Como otros neurotransmisores, la DA no cruza la barrera
hematoencefalica, pero si sus precursores, la fenilalanina, la tirosina y la L-dopa. La liberacion
de DA en la hendidura sinaptica se debe a la entrada de calcio a traves de canales de calcio
dependientes de voltaje, el cual promueve la fusion de vesiculas con la membrana pre-
sinaptica, dando lugar a la exocitosis de la DA, de forma que ésta difunde a través de la

hendidura sinaptica hasta unirse a sus receptores tanto pre- como post- sinapticos™.

OH
C H2"‘C H_';_-'" NHg

DH’/

Fig. 3.- estructura quimica de la DA (3,4-dihidroxifeniletilamina)
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La sefial dopaminérgica finaliza con la eliminacion de la DA del espacio inter-sinaptico,
implicando mecanismos de recaptura especificos en el terminal pre-sinaptica donde se vuelve a
almacenar o es metabolizada. Aunque existen enzimas extra-neuronales que catabolizan la DA
liberada, la terminacién del efecto se debe principalmente a la recaptura del neurotransmisor
por las propias terminales nerviosos que la liberaron. Esto tiene lugar mediante transportadores
especificos que juegan un papel esencial en la funcién, inactivacién y reciclaje de la DA

liberada®®.

Los efectos fisioldgicos de la DA, al igual que la de todos los neurotransmisores, son
resultado de la interaccidon de la molécula con su receptor especifico, los receptores para DA
pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina G. Las técnicas de clonacion
molecular han permitido la identificacién de 5 tipos de receptores dopaminérgicos, todos ellos
acoplados a proteinas G, mismos que se clasifican en dos subfamilias en funcién de sus
propiedades bioquimicas y farmacoldgicas: D; y D,. Los receptores de la familia D,
(comprende los subtipos D; y Ds) estan acoplados a proteinas Gs y estimulan la formacion de
AMPc como principal mecanismo de transduccion de sefiales, y se localizan principalmente en

las terminales post-sinapticas'®.

En cambio los subtipos pertenecientes a la familia D, (que comprende a los receptores D5,
Ds y Dy) inhiben la formacion de AMPc, activan canales de K* y reducen la entrada de iones de
Ca’* a través de canales dependientes del voltaje, efectos mediados también por proteinas G;,

éstos pueden localizarse en terminales tanto pre-sindpticas como post-sinapticas.

La diferencia de afinidad que presentan los receptores de DA por su ligando enddgeno
puede permitir la activacion de unos receptores u otros en funcion de la cantidad de DA
liberada. Teniendo en cuenta los diferentes mecanismos de transduccion de sefial de cada
subtipo de receptor, se puede generar una gran variedad de respuestas a una misma sustancia.
Esta diversidad dentro de los receptores de DA es un reflejo de la diversidad funcional que
ejerce este neurotransmisor, sobre todo si se considera la expresion diferencial de estos

receptores dentro del SNC.
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Los sistemas dopaminérgicos del SNC han generado gran interés, debido a que diversas
alteraciones en la transmision dopaminérgica han sido relacionadas, directa o indirectamente,
con trastornos severos como la enfermedad de Parkinson y la esquizofrenia, asi como la
adiccion a drogas (AMFs y cocaina por ejemplo).

Las neuronas dopaminérgicas y sus proyecciones pueden agruparse en 3 sistemas
principales’:

1. Sistemas ultracortos. Un primer sistema esta formado por las células dopaminérgicas
del bulbo olfatorio, en tanto que un segundo sistema lo componen las neuronas
interflexiformes (similares a las amacrinas) presentes entre las capas plexiformes
interna y externa de la retina.

2. Sistemas de longitud intermedia. Incluyen: a) el sistema tuberohipofisiario, con
origen en las células dopaminérgicas localizadas en los nucleos hipotalamicos arqueado
y periventricular, cuyos axones terminan en el I6bulo intermedio de la hipdfisis y en la
eminencia media; b) neuronas localizadas en el hipotalamo dorsal y posterior, que
envian proyecciones al hipotalamo dorsal anterior y a los nucleos septolaterales; y c) el
grupo periventricular medular, que incluye a las neuronas dopaminérgicas localizadas
en la periferia de los nucleos del tracto solitario y motor dorsal del nervio vago, asi
como a las células dispersas en la prolongacién tegmental de la materia gris
periacueductal.

3. Sistemas largos. Este grupo incluye a las neuronas de la regién retrorubral, del area
tegmental ventral y de la sustancia negra compacta, las que envian proyecciones a tres
regiones principales: el nigroestriado (nlcleos caudado y putamen), la corteza limbica
(entorrinal, perfrontal medial y cingulo) y otras estructuras limbicas (el septum, el
tubérculo olfatorio, el nicleo Accumbens, la amigdala y la corteza piriforme). Dentro
de este grupo se encuentran dos de las vias dopaminérgicas mas importantes, la via

nigroestriatal y la via mesolimbica.

El subtipo D; es el receptor dopaminérgico mas abundante en el SNC. Niveles altos del
receptor se encuentran en el tubérculo olfatorio, el neoestriado, el nacleo Accumbens, las islas
de Calleja, la amigdala, el ndcleo subtalamico, la substancia negra (reticulada y compacta) y el
cerebelo (capa molecular) *°. Estos receptores muestran una afinidad relativamente baja por la
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DA. Tipicamente la activacion de los receptores D; conduce a la activacion de proteinas Gs con
la consecuente produccion del segundo mensajero AMPc por estimulacion de una o varias
isoformas de la enzima adenilil ciclasa, localizada en la membrana celular’.

Las caracteristicas farmacoldgicas del subtipo Ds son también similares a las reportadas
para el receptor D;, sin embargo, su afinidad por la DA es mayor. El receptor D, ha sido
detectado en alta densidad en el neoestriado (neuronas GABAEérgicas estriadopalidales), el
tubérculo olfatorio, la capa molecular de la formacion hipocampal, el nicleo Accumbens, las
islas de Calleja y el 4rea tegmental ventral™ ** % El receptor D, muestra una baja afinidad por
la DA. Existen evidencias de que los receptores D, se encuentran acoplados a proteinas G del
tipo G, 0 G4, Sensibles a la inactivacion por la toxina de Bordetella pertussisl“. Tipicamente la
activacion del receptor conduce a la inhibicion de la adenilil ciclasa y por tanto de la formacién
de AMPc. Los receptores D, pueden también modular corrientes idnicas, en particular las
activadas por voltaje, inhibiendo canales de Ca®* (efecto presumiblemente mediado por

proteinas Gy 0 facilitando la apertura de canales de K™ mediante proteinas Gis.

En lo que respecta a los receptores D3 hay niveles elevados en las islas de Calleja, la region
septal, los ndcleos geniculados medial y lateral del tdlamo, el nucleo mamilar medial del
hipotalamo y en las células de Purkinje del cerebelo'®*°. Densidades intermedias se observan en
la corteza parietal y temporal, la formacion hipocampal, el bulbo olfatorio, el neoestriado, el
nucleo Accumbens, la amigdala, el nucleo subtalamico, la oliva inferior y los I6bulos anterior e
intermedio de la hipdfisis. El receptor D3 muestra una afinidad mayor por la DA y por la
mayoria de los agonistas dopaminérgicos que la correspondiente a los receptores D,. El
receptor D3 es el autorreceptor presente en las terminales dopaminérgicas, donde regula la

sintesis y la liberacion de DA® %,

Los procesos bioguimicos involucrados en la expresion de la sensibilizacion son menos
conocidos. En la expresion participan de modo importante el nlcleo accumbens, la corteza
prefrontal, la amigdala y el estriado dorsal, regiones incluidas en el sistema
corticoestriatoamigdalino®. Se sabe que la expresion de la sensibilizacién requiere la
activacion de proyecciones de glutamato desde la corteza prefrontal dorsal hasta el centro o
core del nucleo accumbens. Ademas, se requiere una hiperactividad dopaminérgica en el

nucleo accumbens y la amigdala, aunque probablemente hay una pérdida del tono inhibidor
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dopaminérgico en la corteza prefrontal, lo que a su vez disminuiria el control inhibidor de ésta
sobre el nucleo accumbens y otros centros, principalmente la amigdala en su porcion
basolateral (ABL). Se ha descrito que el aumento de DA en la corteza prefrontal facilita la
actividad de las neuronas de ésta (se situan en actividad ritmica de disparo o up-state), lo que
disminuye la actividad neuronal en la ABL y, ademas anula la entrada cortico sensorial sobre la
ABL®>!, Por lo tanto, en el estado sensibilizado, se pierde la accién inhibitoria de la corteza
prefrontal sobre la ABL (por probable hipo actividad dopaminérgica en la corteza prefrontal),
ademas de aumentar la actividad de la ABL por incremento de la accién dopaminérgica desde
el ATV. Estos hechos conllevan una mayor actividad glutamatérgica desde la ABL sobre el
nicleo accumbens, lo que podria facilitar cambios plasticos en éste que reforzarian la

sensibilizacion.

Estos cambios plasticos se definirian en forma de establecimiento de circuitos funcionales
nuevos 0 engramas, cuya activacion podria ser la base neuronal de la ‘motivacion’ por la droga.
Todos estos hechos neuroquimicos concuerdan con la teoria actual sobre la adiccién que
combina un aumento de respuestas condicionadas asociadas al uso de la droga, junto a una

pérdida de control inhibidor que darfa lugar a la impulsividad del consumo®’.

El estriado, tanto en su porcion ventral (nucleo accumbens) como dorsal, desempefia un
papel critico en los cambios adaptativos al consumo cronico de droga que llevan a la adiccion.
La inicial actividad dopaminérgica aumentada desde el ATV sobre el ndcleo accumbens
facilitaria la formacidn de aprendizaje pavloviano e instrumental que caracteriza a la adiccion,
el cual se consolidaria en forma de habito en el estriado dorsal. Estos hechos se relacionan
también con la sensibilizacién dopaminérgica mantenida® y con la aparicién de
hipersensibilidad de receptores D; en el nucleo accumbens tras la administracion cronica de
psicoestimulantes. ElI aumento de sensibilizacién locomotora por hipersensibilidad D; se
demuestra porque los ratones mutantes sin receptores D, no denotan un incremento progresivo
de la locomocién tras el tratamiento repetido con morfina®®. Los receptores D en el nlcleo

accumbens también se sensibilizan tras la administracién de psicoestimulantes como la cocaina.

Se cree que la accién dopaminérgica (a través de receptores D; y Dj) facilita el

establecimiento de circuitos neuronales estables o engramas en el nicleo accumbens, pues la
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DA ‘da paso’ a la accion glutamatérgica desde la corteza prefrontal y la BLA sobre las
neuronas del niicleo accumbens (y probablemente desde el hipocampo) activandolas ™.

La formacion de nuevos engramas neuronales es un requisito para el establecimiento de
‘motivacion’ de busqueda de droga (desempefiando un papel critico el nicleo accumbens), asi
como de habitos motores andmalos (teniendo en este caso el estriado dorsal el papel
predominante). La hiperactividad dopaminérgica en el estriado, tanto ventral como dorsal, se
asocia a una mayor sintesis y liberacion de DA en las terminales mesolimbicas y
nigroestriatales, relacionada con mecanismos similares a los ya explicados respecto a la
sensibilizacion en el ATV. O sea, existiria una fosforilacion de proteinas como
tirosinhidroxilasa y sinapsina | a través del incremento de calcio intracitoplasmico y de las vias
de cinasa como CaMK Il y PKC'®. De este modo, el consumo continuado de la droga establece
circuitos motores estables o engramas probablemente disefiados para el aprendizaje del
consumo®. El uso compulsivo de la droga se caracteriza por ser una conducta inflexible de
habito que persiste a pesar de sus costos negativos considerables sobre el adicto, y se estimula
facilmente por estimulos asociados al consumo®. Una hipétesis establece que, una vez se
consolidan las actividades neuronales del circuito corticoestriatoamigdalino que participan en el
aprendizaje de consumo de la droga (incluyendo aspectos cognitivos de recompensa), se
generaria una espiral ventrodorsal en el estriado de tal modo que se ‘transfiere’ la informacion
al estriado dorsal y se consolidan circuitos de habito locomotor muy estables. Los mecanismos
moleculares no se conocen con precision, pero parecen ser semejantes a los que suceden en el
nacleo accumbens. En todo este proceso, la sensibilizacién dopaminérgica mantenida seria
fundamental. A este respecto es muy interesante que, en monos, se ha observado que la
expresion del transportador de DA aumenta desde el nucleo accumbens al estriado dorsal en la
transicion del estado agudo al cronico de administracién de cocaina, lo que podria ser un
marcador de la transferencia de informacion entre el estriado ventral y el dorsal®’.

Cada vez son mas los estudios que muestran como el empleo crénico de MFD tiene el
riesgo de provocar los mismos efectos adictivos de otros psicoestimulantes; por ejemplo la
aplicacion de Metilfenidato en ratas induce un fendmeno conocido como sensibilizacién, en el
cual la respuesta al farmaco incrementa significativamente después de un periodo de no

administracion del mismo, lo que supone que este fendmeno de sensibilizacion es el
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equivalente al de adiccion en los humanos, ya que los mecanismo neurobioldgicos son muy

similares.

Por otro lado existen multiples reportes en la literatura cientifica que muestran la similitud
funcional a nivel celular de los tres psicoestimulantes y las grandes diferencias en cuanto a sus
efectos conductuales. Se desconocen los mecanismos intimos a nivel del Nucleo Accumbens
que son modificados por el Metilfenidato, lo cual podria explicar las diferencias adictivas entre

este farmaco y la cocaina.

Existen controversias sobre la porcién del Ndcleo Accumbens que participa en estos
procesos de “recompensa”. Este Nucleo posee una region ventromedial o periférica y una

region nuclear o central; ambas regiones poseen sistemas dopaminérgicos y glutamatérgicos.

Esto es relevante porque las regiones nuclear y periférica poseen distintas proyecciones
eferentes y diferentes concentraciones de los subtipos de receptores a DA. Las células de la
periferia del Nucleo Accumbens se proyectan especialmente hacia el area ventral tegmental,
mientras que las células del Nucleo lo hacen hacia la zona compactada de la sustancia negra y

ambas también proyectan hacia la corteza prefrontal.
Ademas para realizar un tratamiento eficaz del TDAH con la menor cantidad de efectos

colaterales requerimos describir el mecanismo celular de accion del Metilfenidato en el Nucleo
Accumbens.
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Objetivo General

o Determinar la participacion de las neuronas dopaminérgicas del nicleo Accumbens, en
los efectos locomotores inducidos por el MFD, para determinar la importancia de estas

en el proceso de sensibilizacion al farmaco.

Objetivos Especificos

o Determinar si la lesidén especifica de las neuronas dopaminérgicas, inducida por la
administracion de 6-OHDA en Nucleo Accumbens, modifica la génesis o la
manifestacion del proceso de sensibilizacion al Metilfenidato, comparandolo con lo que

ocurre con la amfetamina.

o Describir si el efecto de la modificacion de la actividad dopaminérgica (inducida con el
empleo de bloqueadores de receptores a la DA) en las neuronas del Nucleo Accumbens

altera el proceso de sensibilizacion hacia Metilfenidato y a la amfetamina.

o Describir si el empleo de agonistas dopaminérgicos del tipo de la apomorfina modifica

el proceso de sensibilizacion al metilfenidato y a la amfetamina.

o Analizar qué tipo de receptor dopaminérgico del Nucleo Accumbens esté involucrado

en el proceso de sensibilizacion a Metilfenidato y a la amfetamina.
Hipdtesis
Si la sensibilizacion inducida por Metilfenidato involucra sistemas dopaminérgicas especificos

del Ndcleo Accumbens, al modificar estos sistemas en el mismo, se inducirdn cambios

importantes en el proceso de sensibilizacion a este estimulante.

-30-



Una vez determinadas las estructuras y vias que participan en la sensibilizacion por
Metilfenidato, serd posible disefiar un mecanismo que lo modifique para evitar la posterior

adiccion a los psicoestimulantes en nifios con TDAH que consumen metilfenidato.

Materiales y Meéetodo

Material biol6gico
132 Ratas macho preadolescentes (90-110 g) de la cepa Wistar, distribuidas de la siguiente
manera:

Grupo 1 (n=37) considerado como grupo control

Grupo 2 (n=47) grupo pretratado con 6-OHDA

Grupo 3 (n=24) grupo tratado con Haloperidol

Grupo 4 (n=24) grupo tratado con Apomorfina

Material no biol6gico

» Equipo de diseccion (pinzas, bisturi, espatulas, etc)

» Equipo estereotdxico completo de la marca David Kopff (marco, manipulador de 3
dimensiones, 2 lapices metalicos, torre de inyeccion)

» Equipo Versamax de la marca AccuScan

» Taladro quirargico

> Tornilleria

» Desarmadores

» 48 cénulas

» Cemento acrilico

» Vidrio de reloj

> Balanza

» Jeringas para insulina

» Sonda (para administracion intracraneal)

» Solucion salina isotonica

» Solucion de Metilfenidato
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Solucion de Amfetamina
Solucion de Haloperidol
Solucion de Apomorfina
Anestésico 2,2,2-tribromoetanol (TBE)

YV V V V V

Xylocaina + epinefrina (anestésico local)

Preparacion de soluciones

e Solucion Salina Isoténica (SSI) 0.9%: se prepar6 500mL de solucién a una
concentracion de 0.9% p/v; para ello se pesaron 4.5g de NaCl (de la marca J.T. Baker
con un ensayo del 100%) posteriormente se diluyeron y llevaron al aforo con agua des

ionizada.

e Formaldehido 10% v/v: se prepard 500mL de solucién a una concentracion de 10% v/v;
para ello se tomaron 130mL de una solucion de formaldehido al 38.5%, y se llevaron al

aforo con solucioén salina.

e 2,22-Tribromoetanol (TBE)2%: para su preparacion se pesaron 0.5g de 2,2,2-
Tribromoetanol (de la marca Aldrich) se adicionaron 2.5mL de Etanol al 70% y
finalmente 22mL de SSI 0.9%.

e Apomorfina: se prepar6 una solucion de Apomorfina a una concentracion de 10
mmol/ml, administrandose 2ul intracerebralmente, una vez preparada la solucién se

protegid de la luz para evitar su oxidacion.

e Haloperidol: se prepar6 una solucion de Haloperidol a una concentracion de 10

mmol/ml, administrandose 2l intracerebralmente.

e Amfetamina: se prepar6 una solucion de amfetamina a una concentracién de 2mg/ml,
administrandose una dosis de 0.1ml/100g de peso, la dosis recomendada para ratas es de

2mg/Kg de peso.
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e Metilfenidato: se  prepar6 una soluciébn a una concentracion de 1.25mg/ml,
administrandose a una dosis de 0.2ml/100g de peso, la dosis recomendada de

Metilfenidato para ratas es 2.5mg/kg de peso.

Metodologia

Se emplearon ratas de la cepa Wistar, machos pre-adolescentes de entre 90 y 110 gramos
(n=132). Todos los animales se mantuvieron en un bioterio con temperatura controlada, con
ciclos de 12/12 horas de luz/oscuridad (luz de 7:00 am a 7:00 pm). En cajas medianas de
almacenamiento, las cuales tenian el piso cubierto con viruta de madera y por techo una reja de
alambre. Cada caja contenia 2 ratas que tenian acceso libre al alimento y al agua. Antes del
experimento, todos los animales permanecian en este ambiente durante 2 a 3 dias. Una vez
iniciado el experimento cada animal se pesaba individualmente en una bascula digital (Ohus,
Toledo, USA) diariamente. El total de animales (n=132) fue dividido aleatoriamente en 4
grupos experimentales: grupo control (n= 37), grupo tratado con 6-hidroxidopamina (n=47),

grupo tratado con Haloperidol (n=24) y el grupo tratado con Apomorfina (N=24).

Grupo control

El total de animales asignados a este grupo se dividieron a su vez en 3 subgrupos de
acuerdo al tratamiento que recibieron. ElI primer subgrupo (n=15) recibieron la aplicacion
intraperitoneal (i.p.) de 500ul de solucién salina isotonica. El siguiente subgrupo (n=12) recibid
la aplicacion de 2.5mg/kg de Metilfenidato (MFD) disueltos en 500pl de solucion salina
isotonica. Finalmente el tercer subgrupo (n=10) recibié la aplicacién i.p. de una dosis de

2mg/kg de Amfetamina (AMF) disuelta también en 500pl, de solucion salina isotdnica.

El protocolo empleado para el desarrollo de la sensibilizacion a los psicoestimulantes fue
el siguiente: después de pesar a los animales el dia 1, se introducian en la caja de registro de la
actividad locomotriz y permanecian en ella durante 30 minutos, con el objetivo de reducir al

méaximo el estrés provocado por un ambiente nuevo. Transcurridos los 30 minutos se iniciaba el
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registro durante una hora registrandose cualquier movimiento (tanto horizontal como vertical)
que el animal realizaba. Al finalizar la hora de registro el animal es retirado de la cAmara y
recibid una aplicacion i.p. de 500ul de solucion salina con el farmaco correspondiente segun al
subgrupo al que pertenecia. Inmediatamente después de la aplicacion el animal era vuelto a
colocar en la cdmara de registro y su actividad locomotriz era registrada nuevamente durante 60
min maés. Finalizados estos, el sujeto fue retornado a su caja y mantenido en las condiciones del
bioterio nuevamente. Durante cada uno de los 3 dias siguientes y a la misma hora, el sujeto
recibio una nueva aplicacion de 500ul de solucién salina que contenia el farmaco
correspondiente dependiendo del subgrupo al que pertenecia. Durante los 3 dias siguientes los
sujetos no reciben tratamiento alguno y no es hasta el 8avo dia cuando son sometidos
nuevamente al registro de la actividad locomotriz, a la aplicacion i.p. del farmaco en las
mismas condiciones y finalmente al registro nuevamente de la actividad locomotriz durante una

hora.

Grupo experimental 1 (6-OHDA)

Después del periodo de 2 a 3 dias de aclimatacion al ambiente del bioterio, los animales de
este grupo se sometieron a una intervencion quirdrgica para la aplicacion in situ en el niacleo
accumbens de 6-hidroxidopamina (6-OHDA, una neurotoxina que destruye neuronas
catecolaminérgicas). Para ello los animales fueron anestesiados con la aplicacion i.p. de
tribromoetanol (Sedalphorte™®) a una dosis de 0.1 ml/kg. Una vez en estado anestésico, se
eliminaba todo el pelo del cuero cabelludo y posteriormente se montaba al animal en un aparato
estereotaxico (David Koff, CA, USA), el cual le fijaba completamente la cabeza colocando dos
lapices de metal en las orejas, de este modo se evitan movimientos laterales, ademas de colocar

una barra metalica en el hocico para impedir movimientos de arriba hacia abajo (fig. 4).

Una de las torres del instrumento estaba calibrada de acuerdo a las coordenadas del aparato
para alcanzar el nlcleo accumbens. Sobre esta torre se montaba una aguja de carpule del no.
279, la cual a través de un tubo de polietileno, se conectaba a una microjeringa. Cada vez que la
microjeringa rotaba una vuelta inyectaba 1 pl de solucion (Fig. 5). La solucion de 6-OHDA se

preparaba inmediatamente antes de su aplicacion, para ello, 2 mg de 6-OHDA se disolvian en 1
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ml de una solucion de &cido ascorbico al 5% (con la finalidad de retardar al maximo la
oxidacion de la 6-OHDA). Con esta solucion se purgaba el tubo de polietileno y la aguja de

carpule.

Posteriormente se hacia un corte longitudinal del cuero cabelludo y se legraba ambos
huesos temporales en su linea media, visualizando con ello la sutura bregma. Con una pequefia
broca (Imm de diametro) se perforaban dos pequefios orificios en el hueso exactamente en las
coordenadas del nucleo accumbens, las cuales se tomaron de la segunda edicion del libro “A
stereotaxic Atlas of the Rat Brain” de Louis J. Pellegrino, siendo: Antero-Posterior: 3 mm (a
partir de Bregma), Lateral: 1.5 mm y Profundidad: 6 mm (a partir del craneo), con un angulo de

la cabeza de 5 mm de elevacion.

Fig. 4. Montaje de un animal en el equipo estereotaxico.

Posteriormente se descendia con la torre la aguja de carpule hasta alcanzar el nucleo, para a
continuacion iniciar la inyeccién muy lentamente. Se aplic6 1 pl de la solucion, lo que
corresponde a 2 ug de 6-OHDA, El tiempo para cada aplicacion fue de 2 minutos por lado. Una
vez finalizada la aplicacion se extraia la aguja, se ponia cera de hueso en los pequefios orificios
y se suturaba la piel. Cuando el animal era liberado del estereotdxico se colocaba en un
ambiente caliente y se vigilaba hasta que recuperaba su estado de alerta. Después de 3 dias de
recuperacion, los animales se sometian exactamente al mismo procedimiento que el grupo

anterior durante los 8 dias subsiguientes, con la finalidad de inducir un estado de
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sensibilizacion a los psicoestimulantes (MFD y AMF). Del total (n=47) de animales a los que
se les aplico la 6-OHDA, se formaron 3 subgrupos, el primero recibio la aplicacion de solucion

salina (n=16) y los dos siguientes recibieron MFD (n=15) y AMF (n=16), respectivamente.

Grupo experimental 2 (Haloperidol)

Después de un periodo de aclimatacion de las condiciones del bioterio de 2 a 3 dias.
Los animales de este grupo (n=24) fueron sometidos a una cirugia estereotaxica para la
implantacion de cénulas crénicas que hacian accesible al nicleo accumbens en animales
despiertos. Para realizar esta implantacion estereotaxica, lo animales fueron anestesiados con
la aplicacion i.p. de Tribromoetanol (Sedalphorte™?) a una dosis de 0.1ml/kg. Una vez en
estado quirurgico se rasuraba el cuero cabelludo de la region temporo-parietal donde se
infiltraba subcutaneamente 0.1ml de Xylocaina al 5% con epinefrina, para eliminar el dolor y
disminuir el sangrado en esa region. Se colocd el animal en un aparato estereotaxico (David
Kopff), colocando dos lapices de metal en las orejas, mismos que fijarian la cabeza, de este
modo evitar movimientos laterales, ademéas de colocar una barra metalica en el hocico para
impedir movimientos de arriba abajo. Una vez fija la cabeza se realizé un corte longitudinal en
la region cefalica, legrandose bien el craneo y localizando la sutura de bregma. Empleando el

atlas estereotaxico de Pellegrino se realizan dos trépanos (2 mm de didmetro) en estos sitios
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(fig. 6). Ademés se hacian tres pequefias perforaciones en el craneo en las regiones mas
anteriores y en una posterior, donde se colocaban tres pequefios tornillos (Imm de ancho 1.5

mm de longitud).

Las cé&nulas se fabricaban con dos agujas, una del nimero 23g que servian de base y una
aguja calibre 27g la que hacia las veces de mandril. Ambas agujas se recortaban al tamafio
adecuado y se eliminaba parte de la base para que se ajustaran perfectamente. Las canulas se
introducen una por una con ayuda de la torre del estereotaxico, una vez en su sitio, estas se
fijan a los tornillos, a su vez estos se fijan en el hueso del craneo, por medio de cemento

acrilico. De esta manera las canulas permanecen fijas y en su lugar.

Fig. 6. Implantacién de las canulas

Al fin al de la cirugia, los animales fueron mantenidos en un colchon térmico hasta su
recuperacion. De 2 a 3 dias después, los animales se sometian al mismo paradigma
experimental que el resto de los sujetos, s6lo que estos animales en el dia 1 y el dia 8 recibian
una aplicacién intra-ntcleo accumbens de de 2ul de una solucién que contenia Haloperidol (10
umol/pl), después de la primera hora de registro y 5 minutos antes de la aplicacion del

psicoestimulante.
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Para realizar la aplicacion intra-accumbens, se extraia el mandril de la canula y se
introducia una aguja de carpule conectada a un tubo de polietileno de 2 mm de diametro, la cual
a su vez estaba conectada a una microjeringa de 10 ul de capacidad. El sistema se purgaba
instantes antes de la inyeccion y la microinyeccion de los 2ul de solucién que se aplicaba por

cada nacleo accumbens se realizaba en un periodo de 2 min (fig. 7).

Después de 5 minutos, se realizaba la aplicacion i.p. de ya sea SSI, MFD o AMF,
dependiendo del subgrupo experimental al que pertenecia el sujeto. Al final de ambas
aplicaciones, los animales fueron nuevamente colocados en las camaras de registro y su

actividad locomotriz fue monitoreada durante 60 min mas.

Fig. 7. Aplicacion intra-acumbens

Grupo Experimental 3 (Apomorfina)

Los sujetos que conformaron este grupo (n=24) fueron mantenidos en condiciones del
bioterio de 2 a 3 dias antes de empezar cualquier maniobra experimental. Después de este

periodo de adaptacion se implantaron canulas de acero inoxidable similares a las utilizadas en
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el grupo anterior. La Unica diferencia del procedimiento experimental entre este grupo y el
anterior, residia en el hecho de que en lugar de aplicar el haloperidol a través de la canula lo
que se aplicaba era apomorfina. Se inyectaron también 2 pl de una solucion de apomorfina que
tenia una concentracion de 10 umol por cada pl. El resto del procedimiento ya fue descrito en

el grupo anterior.

Al finalizar el registro del dia 8, los animales se sacrificaban. Para ello se empleaba un
sobre dosis de pentobarbital sédico (80 mg/Kg), con lo cual dejaban de ventilar en un lapso de
15 a 20 minutos. Todos los sujetos que recibieron la aplicacion intra-accumbens de 6-OHDA y
aquellos en los cuales se implantaron canulas de acero inoxidable en ambos nucleos accumbens
fueron perfundidos con solucion salina isoténica adicionada con 10% de formaldehido. Para
ello, cuando estaban en un estado profundo anestésico (ausencia de reflejos) se hacia una
incision en la parte anterior del torax, lo cual exponia al corazdn. Se introducia una canula en el

ventriculo izquierdo y con unas tijeras se seccionaba la auricula derecha

La canula estaba conectada a una jeringa de 50 ml llena con la solucion de perfusion y
ésta se empujaba a través del ventriculo izquierdo para eliminar toda la sangre de la rata,
incluyendo al cerebro. Después de perfundir toda la solucién, con unas gubias se cortaba el
craneo poco a poco, hasta extraer las canulas en los animales implantados. El cerebro se extraia
y se guardaba en un frasco que contenia 10 ml de formaldehido al 10%, durante 2 semanas al
menos. Transcurrido este tiempo los cerebros se colocaba sobre una matriz laminada y con una
navaja se obtenian rebanadas de cerebro de aproximadamente 300um sobre las cuales se
identificaban la punta, tanto de la aguja de carpule, que se empleo para inyectar la 6-OHDA,
como la punta de las canulas empleadas en la administracion intra-accumbens de haloperidol y

apomorfina.

El registro de la actividad locomotriz se realiza por medio del sistema computarizado de

Accuscan Instruments.
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Fig. 8. Equipo para el registro de la actividad locomotora.

El cual consta de una caja de vidrio transparente de 6 mm de espesor, 40 cm de ancho,
40 cm de largo y 28.6 cm de altura. Esta caja se localiza dentro de un marco de 43x43cm de
ancho y largo y de 10 cm de altura (Fig. 8). Cada lado de estos marcos posee varias celdillas
fotoeléctricas y cada una emite un haz de luz, esto forma dentro de la caja de vidrio una reticula
de cuadros de 10 x 10 cm. Estas celdillas fotoeléctricas estan conectadas a una interface que a
su vez se conecta con la computadora y un software (Versamax) realiza el procedimiento de
adquisicion, almacenaje y muestreo de la informacion. Cada vez que el animal se desplaza
interrumpe el haz de luz, lo cual detecta la interface y la computadora lo almacena como una
cuenta. Se programa a la computadora para que una vez iniciado el programa cada 10 min,
emita un total de nimero de cuentas y posteriormente lo muestre de acuerdo al tiempo que
transcurre el animal dentro de la caja de registro. Por arriba del marco existe otras dos barras
con celdillas fotoeléctricas que detectan la actividad vertical, tienen el mismo mecanismo que
las barras inferiores, pero los haces s6lo se interrumpen si el animal se para en sus patas

posteriores, por lo que entonces solo registran la actividad vertical (Fig 9).
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Fig. 9. Se muestran las barras laterales que detectan la actividad vertical.

La interface del Accuscan posee una entrada para registrar hasta 16 cajas en forma
simultanea. Debido a que nuestro laboratorio sélo posee 2 marcos de celdillas fotoeléctricas,

solo nos fue posible registrar a dos ratas simultdneamente.

Los datos obtenidos de la computadora por el programa de Versamax, fueron agrupados
en periodos de 60 min previos a la aplicacién ya sea de SSI, MFD o AMF, para ser comparados
estadisticamente, empleando la prueba de T-Correlacionada para muestras dependientes, con
los valores agrupados obtenidos en los subsiguientes 60 min posteriores a la aplicacion del
farmaco. Para detectar la presencia o ausencia de sensibilizacién, comparamos los valores
obtenidos en los 60 minutos posteriores a la administracion del psicoestimulante del dia 1 con
el ndmero registrado en los 60 minutos posteriores a la administracion del mismo
psicoestimulante en el dia 8, para ello empleamos la prueba de T de Student. Se considero
como un cambio estadisticamente significativo solo si la probabilidad de que se rechace la

hipdtesis nula era igual o menor a p<0.05.
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Resultados

Cuando los sujetos eran introducidos dentro de la cdmara de registro, su actividad
locomotriz correspondia al de una actividad exploratoria caracteristica de un ambiente nuevo.
Conforme el tiempo transcurria el animal se adaptaba al ambiente y su movilidad disminuia.
Algunos de ellos presentaban una inmovilidad total e incluso mostraba una conducta de suefio.
Con la aplicacion del psicoestimulante la situacion era diferente y la actividad locomotriz se
modificaba. Nunca se observé alguna conducta locomotriz diferente a una mayor movilidad
locomotriz, es decir no se observaron movimientos anormales convulsivos, impulsivos o
agresivos. El animal siempre fue ddcil a la manipulacion. Los resultados se resefian a traves de

la descripcidn de las graficas obtenidas.
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Gréfica. 1.- En este grafico se observa el promedio del nimero de cuentas provocado por la
actividad locomotriz que presentan los animales antes (pre) y después (post) de la aplicacion
del farmaco. Se muestran los resultados de los grupos tratados con Solucion Salina Isotonica
(SSI), Metilfenidato (MFD) y Amfetamina (AMF). Durante la primera administracion (dial) y
durante la administracion del dia 8 de este experimento. Durante el periodo comprendido del

dia 1 al dia 8, los animales recibieron una administracion diaria durante 4 dias seguidos y en
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los 3 dias restantes no recibieron tratamiento alguno. En el caso de los animales controles que
recibieron solucion salina se muestra que durante el dia 1 el nimero de cuentas pre (2604.4
+88.35) y post (2699.6+103.87) administracion son muy similares aunque hay un ligero
incremento de la actividad post-administracion. En el caso del MFD, se observa un incremento
importante en el promedio del nimero de cuentas, ya que este, pasé de (3117.66+88.06) pre a
(5017.25+£126.96) post-administracion, aunque este incremento no fue estadisticamente
significativo. En el caso de la AMF el promedio del nimero de cuentas decrece tras el
tratamiento y éste va de (3160.1+133.12) pre, a (1892.3 +65.66) post-administracion,
decremento que sin embargo no es estadisticamente significativo. En lo que respecta al dia 8,
los grupos experimentales tratados MFD y AMF mostraron un incremento en el nimero de
cuentas, al pasar de (4875.25+125.53) y (4086.6+150.24) pre-administracion a
(8080.08+181.38) y (4513.4+91.17), respectivamente. Aunque solo los animales tratados con
MFD mostraron un incremento que fue estadisticamente significativo (p<0.05).
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Gréfica. 2.- Se muestra el promedio en el nUmero de cuentas, que representan los movimientos
verticales registrados simultdneamente con los resultados obtenidos en la grafica 1. En el dia 1
se hace notable el incremento de tal actividad en los sujetos inyectados con alguna de las 3
soluciones (SSI, MFD y AMF). Esta actividad se incremento de un valor de (177.7£9.00),
(522.0+£19.49) y (273.7+14.97) pre a (290.8+11.23), (1018.5+27.35) y (556.7+18.77) post-
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administracion, respectivamente. Se muestra un incremento importante para el caso de la
aplicacion del MFD, aunque este no es significativo estadisticamente (p<0.045). Para el dia 8
los resultados fueron diferentes, en primer lugar, los grupos tratados con SSI' y AMF, mostraron
una reduccioén considerable en el promedio del niumero de cuentas al pasar de (409.13+11.42) y
(1016.5+33.26) pre a (317.134+9.14) y (208.7+8.82) post-administracion, respectivamente. En
este el decremento inducido por la AMF fue estadisticamente significativo (p<0.025). Mientras
que el grupo tratado con MFD, mostré un incremento importante en tal actividad al pasar de
(522.75+13.10) pre a (1414.33£30.58) post-administracion, aunque este no fue
estadisticamente significativo (p<0.064)
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Gréfica 3.-En este grafico se muestra el promedio del nimero de cuentas provocado por la
actividad locomotriz que llevan a cabo los animales antes (pre) y después (post) de la
aplicacion del farmaco. Se muestran los resultados de los grupos tratados con Solucién Salina
Isotonica (SSI), Metilfenidato (MFD) y Amfetamina (AMF), a los cuales se les habia
administrado previamente 2jug de 6-OHDA en el ndcleo accumbens (dosis Unica). Durante la
primera administracion (dial) y durante la administracion del dia 8 de este experimento.
Durante el periodo comprendido del dia 1 al dia 8. Durante el dia 1 los 3 grupos de animales
(SSI, MFD y AMF), se observa un incremento en el promedio del nimero de cuentas, los
valores fueron (3012.12+95.11), (9214.13+234.32) y (3314.87+88.63) pre, mientras que los
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valores post fueron (2259+41.16), (7988.06+£162.54) y (2263.06+£61.67) respectivamente.
Ninguno de estos tratamientos mostré algun efecto que fuera estadisticamente significativo. En
lo que respecta al dia 8, el grupo experimental tratado con MFD muestra un incremento
importante no significativo en el promedio del numero de cuentas, el valor previo a la
administracion fue de (4408.46+119.31), mientras que en la situacion post-administracion, este
valor fue de (6451.6+£189.86). Lo contrario ocurrié con los grupos tratados con SSI'y AMF, en
estos grupos se observa un decremento el promedio del numero de cuentas que va de
(3916.06+116.99) y (5476.06+134.13) pre a (2744.87+£76.19) y (5358.87+106.33) post-
administracion respectivamente. En el caso de la AMF este decremento si fue estadisticamente
significativo (p<0.012).
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Gréfica 4.-Esta grafica muestra el promedio del nimero de cuentas, que representan los
movimientos verticales registrados simultaneamente con los resultados obtenidos en la grafica
3. En el dia 1 se hace notable el descenso de los promedio del nimero de cuentas de tal
actividad en los 3 grupos de sujetos tratados (SSI, MFD y AMF), dicha actividad pasé de un
valor de (814.06 £31.26), (999.73+£26.01) y (262.56+9.34) pre a (695+12.62), (809.86+14.65) y
(172.25£7.40)  post-administracion, respectivamente. Ninguno de estos numeros fue
estadisticamente significativo. Sin embargo, para el dia 8 los resultados fueron diferentes, en el
caso del grupo tratado con MFD, ya que este muestra un incremento en el nimero de cuentas al

pasar de (474.93 +£11.99) pre a (525.6 £20.01) post-administracion. Mientras que los grupos
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tratados con SSI y AMF, mostraron una marcada reduccion en tal actividad al pasar de
(877.5£29.06) y (573.25+£17.00) pre a (340£17.82) y (505+16.22) post-administracion
respectivamente. Cuando comparamos lo ocurrido el dia 1 con el dia 8 tanto para los animales
tratados con MFD y con AMF, encontramos que hay diferencias estadisticas sélo para el caso
de la AMF (p<0.03).

Movimientos horizontales: Haloperidol
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Grafica 5.-Se observan los resultados de los promedios del nimero de cuentas provocado por la
actividad locomotriz que presentan los animales antes (pre) y despueés (post) de la aplicacion de
Solucioén Salina Isotonica (SSI), Metilfenidato (MFD) y Amfetamina (AMF) combinadamente
con Haloperidol. Durante la primera administracion (dial) y la administracion del dia 8 (dia 8)
de este experimento. En el caso de los 3 grupos de animales SSI, MFD y AMF se muestra que
durante el dia 1 el nimero de cuentas previos a la administracion fueron (5398.75+155.61),
(4619+113.79) y (7630.0+135.64), mientras que para la situacion post-administracion los
valores correspondientes fueron de (3877.87+150.35), (4222.42+199.56) y (4449.5+149.22)
respectivamente, observandose un descenso en la actividad, de los cuales sélo el decremento
observado con la administracion de solucion salina fue estadisticamente significativo
(p<0.023). En lo que respecta al dia 8, los grupos experimentales muestran una reduccion en el
niamero de cuentas, el valor previo a la administracion es de (7212.5£175.07),
(3864.85+£128.35) y (11092.25+242.77); mientras que en la situacion post-administracion,
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estos valores fueron de (4851.62+66.38), (3622.28+187.98) y (8591.25+217.07)
respectivamente. Ninguno de estos valores mostréo alguna diferencia estadisticamente
significativa.
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Gréfica 6.-Se muestran los promedios del nimero de cuentas, que representan los movimientos
verticales registrados simultaneamente que los resultados obtenidos en la grafica 5. En el dia 1
se hace evidente la reduccion de tal actividad en los 3 grupos de animales tratados con SSI,
MFD y AMF los valores correspondientes fueron (639.75+19.41), (298.42+15.17) y
(1228.75+21.46) pre; mientras que para la situacion post-administracion los valores
correspondientes fueron (140.87£13.03), (111.14+9.49) y (1019.62+36.85) respectivamente.
Nuevamente, de estos valores solo los obtenidos para el grupo al que se le aplicd solucion
salina, mostro una diferencia estadisticamente significativa (p<0.030). Sin embargo, para el dia
8 los resultados fueron un tanto diferentes, en primer lugar el grupo tratado con MFD, mostr6
un ligero incremento en el nimero de cuentas al pasar de (118.42+10.83) pre a (189.85+16.68)
post-administracién. Mientras que los grupos tratados con SSI y AMF, mostraron una
reduccion en tal actividad al pasar de (616.12+22.59) y (1059.5+£28.16) pre a (103.0 £7.96) y
(439.12+16.96) post-administracion respectivamente. Ningin valor fue estadisticamente
significativa, aunque los valores mostrados por la aplicacion de solucion salina mostraron una

valor de p<0.067.
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Movimientos horizontales: Apomorfina
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Gréfica 7.-En este grafico se observa el nimero de cuentas provocado por la actividad
locomotriz que muestran los animales antes (pre) y después (post) de la aplicacion del farmaco.
Se muestran los resultados de los grupos tratados combinadamente con Apomorfina y Solucion
Salina Isotonica (SSI) 6 Metilfenidato (MFD) 6 Amfetamina (AMF). Durante la primera
administracion (dial) y durante la administracion del dia 8 (dia 8) de este experimento. En el
caso de los 3 grupos de animales SSI, MFD y AMF se muestra que durante el dia 1 el promedio
del nimero de cuentas previos a la administracion fueron (11340.62+ 200.84), (7395.5+148.45)
y (8613.25+221.23), mientras que para la situacion post-administracion los valores
correspondientes fueron de (7339.75+207.27), (4489.12+184.12) y (2860.12+94.98)
respectivamente. Solo los decrementos inducidos por la aplicacion de la AMF mostraron un
valor estadisticamente significativo (p<0.047). Los datos mostrados por los animales que
recibieron solucién salina mostraron un valor de p<0.053. En lo que respecta al dia 8, el grupo
experimental que mostrd un incremento en el nimero de cuentas fue la AMF, el valor previo a
la administracion es de (6439.37+£203.97), mientras que en la situacion post-administracion,
este valor fue (9344.87+240.33); caso contrario ocurrio con los grupos de sujetos tratados con
SSl 'y MFD, en estos grupos se observa una disminucion en el nimero de cuentas que va de
(5099.75+255.40) y (11921.124312.11) pre a (4793.75+216.51) y (6247.12+322.80) post-

administracion respectivamente, valores que no son estadisticamente significativos. Cuando se
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compararon los valores obtenidos con MFD y AMF en el dia 1 con aquellos obtenidos en el dia
8, se observa que los valores de la AMF si mostraron una diferencia estadisticamente

significativa con un valor de p<0.033.

Movimientos verticales: Apomorfina
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Gréfica 8.-Esta grafica muestra el promedio del nimero de cuentas, que representan los
movimientos verticales registrados simultaneamente que los resultados obtenidos en la grafica
7. En el dia 1 se hace evidente la reduccion de tal actividad en los 3 grupos de animales
tratados con SSI, MFD y AMF los valores correspondientes fueron (543+12.39),
(587.37+15.12) y (731.12+22.33) pre; mientras que para la situacién post-administracion los
valores  correspondientes  fueron  (443.12+11.76), (437.62+17.47) 'y (84.0+5.02)
respectivamente. Solo el decremento mostrado por la aplicacion de AMF fue estadisticamente
significativo (p<0.030). Sin embargo, para el dia 8 los resultados fueron un tanto diferentes, en
primer lugar el grupo tratado con AMF, mostré un incremento en el nimero de cuentas al pasar
de (405.37+15.37) pre a (498.0+16.11) post-administracion. Mientras que los grupos tratados
con SSI y MFD, mostraron una ligera reduccion en tal actividad al pasar de (107.37+5.42) y
(411.12420.92) pre a (62.12+2.48) y (350.0£16.22) post-administracion respectivamente.

Ninguno de estos valores fue estadisticamente significativo.

-49 -



150 -

140 4
5 *
g
8 130 -
0 *
w
]
o —e— 55|
B 120 { -
=2 —&— SS146.0HDA
—m— MFD46-OHDA
—o— AMF - OHDA
110+
1004
Q0 T T T T T
dia 1 dia 2 dia 3 dia 4 dia8
Dias

Gréafica 9.- Se muestran los porcentajes de peso corporal correspondiente a los grupos control y
6-OHDA, ambos fueron tratados con las 3 soluciones (SSI, MFD y AMF), se pesaban a los
animales el primer dia de registro y durante 3 dias mas consecutivos, en los cuales se
inyectaban las soluciones, del dia 5 al dia 7, se evitaba la manipulacion de los mismos hasta el
dia 8 donde se hacia el segundo registro. Se puede observar que los animales a los cuales se les
administrd Gnicamente SSI tienen una curva ponderal con un incremento del peso que es
diferente estadisticamente con respecto a todos los otros grupos tratados. Esta diferencia se
hace mas notable en el dia 2, Por ejemplo cuando se comparan los grupos controles con
aquellos tratados con AMF la diferencia tiene una hipdtesis nula con una probabilidad de
p<0.019, de igual forma ocurre cuando se compara SSI con MFD, el aumento de peso en los
animales de SSI es significativo estadisticamente (p<0.024), mismo caso ocurre al comparar los
animales tratados previamente con 6-hidroxidopamina y posteriormente con MFD y AMF, los
primeros tienen un aumento de peso significativo estadisticamente (p< 0.026) con respecto a
los segundos. Las diferencias en cuanto al incremento en la curva ponderal por parte del grupo

tratado con SSI, como se observa es muy notable graficamente.
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Gréafica 10.- se muestran los porcentajes de peso corporal correspondiente a los grupos de
animales tratados con terapia combinada Apomorfina ¢ Haloperidol + (SSI, MFD, AMF). Se
compararon estos grupos con el grupo tratado exclusivamente con SSI. Se observa que el
incremento en la curva ponderal del grupo control tratado Unicamente con SSI es
estadisticamente significativo (p<0.020) en comparacién con el grupo tratado con
MFD+Haloperidol, los cuales tuvieron sélo un pequefio incremento en el peso corporal. Lo
mismo ocurrié cuando se compara estadisticamente al grupo SSI contra el grupo tratado con
AMF+Haloperidol, en este caso existe una diferencia significativa de p<0.019. Mientras que
por otro lado, al comparar el grupo control de SSI con el grupo tratado con
MFD+Apomorfina, la probabilidad de que sean iguales es de p<0.020. Finalmente para el caso
de la comparacién entre el grupo control que recibié SSI con el grupo tratado con AMF +

Apomorfina mostré una diferencia estadistica de p<0.018.
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Discusion:

Los psicoestimulantes (cocaina, anfetaminas, metilfenidato) son farmacos cuyos
principales efectos son, entre otros, potenciar el estado de vigilia, incrementar la resistencia
fisica, desinhibir la conducta, incrementar la respuesta sexual, evitar la somnolencia, bajar de
peso y generar una sensacion de bienestar. Todos estos efectos son consecuencia de su accién
en diversas estructuras del sistema nervioso central, y aunque sus efectos son similares, existen
diferencias sutiles entre ellos, las cuales pueden ademas depender de la dosis administrada. Asi,
en términos generales, los psicoestimulantes bloquean la recaptura de noradrenalina (NA) y
dopamina (DA), con lo que aumentan de manera significativa los niveles extracelulares de
estos neurotransmisores ampliamente distribuidos en todo el cerebro®. Algunos estimulantes
como la AMF, estimulan también activamente la salida de DA de las células, accion que se
debe a una inversion de la accion del transportador de DA?. La AMF también puede estimular
la salida de NA de las células, aunque esto solamente ocurre a dosis altas®. También en dosis
altas, la AMF puede bloquear la recaptura de serotonina; lo que provoca una activacion de la
conducta®. A diferencia de lo que sucede con la AMF, el MFD acttia tan solo blogqueando la
recaptura de NA y DA, sin inhibir la recaptura de serotonina ni estimular la salida de NA o de
DA®,

La exposicion repetida a psicoestimulantes induce un aumento progresivo de la
actividad motora en numerosas especies, incluido el ser humano. Este fendmeno se denomina
‘sensibilizacion conductual’, y se asocia a cambios plasticos en circuitos nerviosos que, por
otra parte, incrementan el valor motivacional de las drogas y ademas subyacen al fendbmeno de
un deseo inminente de ingerir la droga una vez que se abandona el consumo®. En Modelos
experimentales, la dependencia a los psicoestimulantes se manifiesta por fendmenos
neurobiolégicos como son la sensibilizacion y la tolerancia.

Estos cambios plasticos neuronales son motivo de intenso estudio. El proceso adictivo
consta de una fase de induccién, durante el consumo inicial de la droga, y otra de expresion,
durante la consolidacion de la adiccion. Ambos fendmenos constan de mecanismos
neuroquimicos y moleculares diferentes. En la induccion participa de modo critico el circuito
meso-cortico-limbico, y en ella se establecen cambios bioguimicos que fundamentan la

sensibilizacion y facilitan el aprendizaje adictivo. En la expresion, destaca el sistema cortico
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estriato-amigdalino, y en esta fase se desarrollan los cambios bioquimicos que generan el
habito adictivo, como conducta patologica consolidada. Ademas, se consolida la sensibilizacion
y también aparecen fendmenos de tolerancia.

El incremento de la transmision dopaminérgica en el circuito meso-cortico-limbico, que
nace en el area ventral tegmental (AVT) y se dirige a areas limbico-motoras, se asocia
claramente con la sensibilizacion a psicoestimulantes, tanto durante la fase de induccién como
la de expresion®. Sin embargo, el proceso sensibilizador es mas complejo que el simple cambio
en una via de neurotransmision, y los resultados de cientos de experimentos indican que la
sensibilizacion se debe a la interaccion de diversos neurotransmisores, neuropéptidos, factores
neurotroficos, sus receptores y sus vias de sefalizacion intracelular. Hasta la fecha, la
interaccion entre dopamina y glutamato en el area ventral tegmental durante la fase de
induccidn a la Sensibilizacion ha sido la més estudiada.

La porcion ventral del estriado (nucleo accumbens), desempefia un papel critico en los
cambios adaptativos al consumo cronico de droga que llevan a la adiccion. La inicial actividad
dopaminérgica aumentada desde el AVT sobre el nicleo accumbens facilitaria la formacion de
un tipo de aprendizaje que caracteriza a la adiccion, el cual se consolidaria en forma de habito
en el estriado. Estos hechos se relacionan también con la sensibilizacién dopaminérgica
mantenida® y con la aparicién de hipersensibilidad de receptores D; en el nicleo accumbens
tras la administracion crénica de psicoestimulantes. EI aumento de sensibilizacion locomotora
por hipersensibilidad D; se demuestra porque los ratones mutantes (knock out) sin receptores
D; no denotan un incremento progresivo de la locomocion (es decir sensibilizacion) tras el
tratamiento repetido con cocaina®®.

Los receptores D3 en el nicleo accumbens también se sensibilizan tras la administracion
de psicoestimulantes como la cocaina. Se cree que la accién dopaminérgica (a través de
receptores D; y D3) facilita el establecimiento de circuitos neuronales estables o engramas en el
nucleo accumbens, pues la DA ‘da paso’ a la accion glutamatérgica desde la corteza prefrontal
y la amigdala basolateral sobre las neuronas del nucleo accumbens (y probablemente desde el
hipocampo), activandolas y manteniéndolas en estado de alta actividad’'*. La formacién de
nuevos engramas neuronales es un requisito para el establecimiento de la ‘motivacion’ de
busqueda de la droga (desempefiando un papel critico el nucleo accumbens), asi como de
habitos motores anormales. La hiperactividad dopaminérgica en el estriado, se asocia a una
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mayor sintesis y liberacion de DA en las terminales mesolimbicas y nigroestriatales. Lo que
provocara una fosforilacion de proteinas como tirosinhidroxilasa y sinapsina | a través del
incremento de calcio intra-citoplasmico y de las vias de cinasa como la calmodulina
proteincinasa Il (CaMK 11) y la proteincinasa C (PKC)''. De este modo, el consumo continuo
de la droga establece circuitos motores estables o engramas probablemente disefiados para el
aprendizaje del consumo®. El uso compulsivo de la droga se caracteriza por ser una conducta
inflexible de habito que persiste y se estimula facilmente por estimulos asociados al consumo®.
Una hipotesis establece que, una vez se consolidan las actividades neuronales del circuito
cortico-estriato-amigdalino que participan en el aprendizaje de consumo de la droga
(incluyendo aspectos cognitivos de recompensa), se generaria una espiral en el estriado de tal
modo que se ‘transfiere’ la informacién a la corteza prefrontal y se consolidan circuitos de
habito motor muy estables. Los mecanismos moleculares y los sistemas dopaminérgicos
involucrados, sobre todo en relacién con el MFD, no se conocen con precision; sin embargo, en
todo este proceso, la sensibilizacion dopaminérgica mantenida seria fundamental. A este
respecto se ha observado que la expresién del transportador de dopamina aumenta en el nucleo
accumbens en la transicion del estado agudo al cronico de administracion de cocaina, lo que
podria ser un marcador de la transferencia de informacién entre el estriado ventral y la corteza
prefrontal, es de suponerse que el MFD mostraria una accion similar®’.

Los resultados del presente estudio, muestran la necesidad de la integridad de los
sistemas dopaminérgicos para la expresion conductual de la sensibilizacion al MFD. Como se
observa en la Gréfica 1, la administracion del MFD en el dia 1 provoco un incremento en el
numero de cuentas al pasar de 3117 a 5017 en promedio (un incremento del 60.95%), cuando
este experimento se repitié en el dia 8, después de la aplicacion de esta dosis durante 4 dias y
después de un periodo de abstinencia de 3 dias, el MFD incremento ahora la actividad al pasar
de 4875 a 8080 en promedio (un incremento del 65.74%, p<0.022), al comparar el incremento
del dia 1 con el del dia 8, se observd que estos incrementos fueron estadisticamente
significativos (p<0.03) lo que significa que en este modelo el MFD induce un estado de
sensibilizacion. En el caso de la amfetamina, la situacion fue diferente, en el dia 1 la aplicacion
de 2mg/Kg de amfetamina provoc6 una disminucion de la actividad locomotriz, aunque en
forma no significativa; mientras que en el dia 8 el efecto fue un ligero incremento de la

actividad. Sin embargo, si se comparan los valores del dia 1 con los del dia 8, encontramos que
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hay una diferencia estadistica importante (p<0.0004)

Contrariamente, cuando los animales fueron pre-tratados con 6-OHDA, también
conocida como oxidopamina, una neurotoxina que es capturada por los transportadores de DA
y norepinefrina, y una vez intracelularmente forma compuestos radicales libres (como el radical
superdxido), los cuales destruyen neuronas catecolaminérgicas™, los resultados fueron muy
diferentes. La aplicacién de MFD, provoco solo un ligero decremento no significativo en la
actividad locomotriz (grafica 3). Una tendencia similar ocurri6 en el dia 8, donde el MFD sélo
provocd un ligero decremento de esta actividad, y aunque hubo diferencias en cuanto a los
valores observados el dia 1 con respecto al dia 8, éstos no fueron estadisticamente
significativos (Grafica 3). En el caso de la AMF, también se observé un ligero incremento no
significativo en el dia 1, mientras que en el dia 8, similarmente sélo se observd un leve
decremento no significativo de la actividad locomotriz. Sin embargo, cuando se compard el
resultado de la aplicacion de AMF del dia 1 con aquel obtenido en el dia 8, se observé una
diferencia estadistica importante (p<0.012), lo cual significa que en estas ratas la AMF causa
sensibilizacion, en otras palabras la 6-OHDA no bloque6 el desarrollo de la sensibilizacion
inducida por la AMF. Efectos similares fueron encontrados en ratas sensibilizadas a la AMF
pero en estructuras como en el AVT®.

En el siguiente experimento, los animales experimentales recibieron una aplicacion de
haloperidol, el cual es un agente bloqueador no especifico de receptores dopaminérgicos, con
mayor afinidad que la DA en receptores D,, lo que le da la caracteristica de ser un farmaco
neuroléptico®. La aplicacion de haloperidol fue local, es decir se hizo directamente sobre el
nucleo accumbens a través de canulas implantadas previamente cuya punta residia en el nucleo,
con verificacion postmorten en cortes histologicos del cerebro. De hecho si las canulas, no se
localizaban en la inmediacién del nacleo, el animal era excluido del grupo experimental. Esta
aplicacion se realiz6 5 minutos antes de la aplicacion i.p. de MFD o de AMF. Este proceso se
realizaba después del primer registro de 60 minutos en el dia 1 y en el dia 8. Se mostr6 que los
efectos estimuladores del MFD desaparecieron casi completamente (Grafica 5), tanto en el dia
1 como en el dia 8, consecuentemente la diferencia entre los efectos inducidos por el MFD en
el dia 1 con aquellos provocados en el dia 8, es inexistente (p<0.4), lo que significa que existe
un bloqueo completo del proceso de sensibilizacion observado en los animales controles. En el

caso de la AMF, tanto en el dia 1 como en el dia 8, la aplicacién del haloperidol conjuntamente
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con la AMF, aun que por diferente via, reduce la actividad motora. Aungque ambos decrementos
no son significativos estadisticamente, este decremento si es importante (Grafica 5). Ademas, el
numero de cuentas observada después de la aplicacion en el dia 1 es menor que la observada en
el dia 8 (de 4449.5 del dia 1 a 8591.25 en el dia 8, un incremento del 93%), aunque es necesario
mencionar que este incremento no fue significativo de forma estadistica (p<0.16). La razon
puede ser el tamafio de la muestra y la alta variabilidad que muestran los sujetos en lo que
respecta a su actividad locomotriz, ademas del tipo de prueba estadistica empleada. A pesar de
ello, consideramos que es posible afirmar que estos sujetos si presentaron un fendmeno de
sensibilizacion, lo que sugiere que el haloperidol no bloqueo tal efecto. En este grupo la Gnica
diferencia estadistica (p<0.023) la mostrd el grupo control en la cual si se aplicé el haloperidol
intracerebral pero seguido de la aplicaciéon de solucion salina isotonica intraperitoneal. Por lo
tanto este efecto que s6lo se observo en el dia 1, muestra el efecto puro del haloperidol, el cual
al ser un neuroléptico provoca sedacion y reduccion de la actividad locomotriz, exclusivamente
cuando se aplica por via sistémica, donde ejerce efectos practicamente en todos los sistemas
dopaminérgicos, particularmente en el sistema nigroestriatal e hipotalamico®’. En este caso, al
hacer una aplicacion, intra-accumbens solo se afecto la actividad locomotriz, sin datos de
sedacion sin ningan otro efecto sistémico. En resumen, este grupo experimental nos mostré que
el haloperidol es un bloqueador no especifico 0 muy selectivo de los receptores a DA,
particularmente los tipos Di, D, y D3, localizados en el ndcleo accumbens, bloquea la

sensibilizacion al MFD, sin afectar significativamente la sensibilizacién a la AMF (Grafica 5).

La apomorfina es un derivado sintético de la morfina, muy utilizado en experimentacion
como prototipo de agonista dopaminérgico. Tiene gran afinidad por los receptores
dopaminérgicos Dg; afinidad moderada por D,, D3, Ds y los receptores adrenérgicos a1D, a2B
y a2C, y poca afinidad por los receptores D1. Como tiene alta afinidad por los autorreceptores
presinapticos, inicialmente puede producir sedacion, y luego ejerce la accidn terapéutica sobre
el temblor y la rigidez. EI mecanismo preciso de accion de la apomorfina como tratamiento
para la enfermedad de Parkinson es desconocido, aunque se cree que es debido a la
estimulacion de los receptores post-sinapticos de tipo D, de la dopamina en el cerebro®. Sin
embargo su principal blanco en el nicleo accumbens son los receptores presinapticos por lo que
su efecto inicial, que seria el observado en este estudio, es una reduccion en la liberacion de

DA y posteriormente seria la estimulacion de los receptores postsinapticos, sobre todo de tipo
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D1%. En nuestro experimento la apomorfina, aplicada localmente en el accumbens e
inmediatamente antes que el MFD y la AMF en el dia 1 y el dia 8 provoc6 una reducciéon de la
actividad locomotora en todos los grupos, a excepcion de la aplicacion de AMF en el dia 8
(grafica 7). Con el MFD, la reduccion que se presenta en el dia 1 y en el dia 8 es casi
significativa estadisticamente (p<0.06) para el dia 1, aunque esta accion ya no se muestra el dia
8 (p<0.470). Mientras que para la AMF, el decremento que se observa en el dia 1 si es
estadisticamente significativo (p<0.047), pero el incremento observado el dia 8 no lo es
(p<0.351). Ademas, el cambio observado tras la aplicacion de MFD en el dia 1 con respecto al
dia 8, fue menor y por supuesto no estadisticamente significativo (p<0.26), mientras que la
AMF si mostré un incremento significativo (p<0.033) entre el valor registrado el dia 1 con
aquel registrado el dia 8, en otras palabras, se siguié manteniendo el proceso de sensibilizacién

a la AMF, mientras que el proceso de sensibilizacion al MFD se redujo considerablemente.

Conclusiones

Estos resultados muestran claramente que los mecanismos dopaminérgicos empleados
por los psicoestimulantes del tipo del MFD y de la AMF son diferentes para desarrollar el
fendmeno de la sensibilizacion. La alteracion de la actividad dopaminérgicoa provocada por la
aplicacion de los tres farmacos empleados, 6-OHDA, haloperidol y apomorfina, redujeron
significativamente los procesos de sensibilizacion al MFD y ejercieron efectos menores en el
proceso de la AMF (Graficas 3,5y 7). Tales diferencias pueden ser debidas a diferencias en el
mecanismo de accion, el MFD es un farmaco que muestra una alta selectividad por el
transportador de DA, mientras que la amfetamina ejerce otras acciones, ademas del bloqueo, en
estas mismas neuronas dopaminérgicas, como seria la reversion de la funcion del
transportador®. A nivel conductual tales diferencias podrian explicar la mayor adiccién que se
observa en los abusadores de AMF, comparada con los sujetos que ingieren MFD por motivos
recreacionales, asi como la rapidez con que se manifiestan los efectos euféricos de la ingesta de
AMF, comparada con aquella que manifiestan los sujetos que ingieren MFD. Obviamente, es
necesario describir los efectos de ambos farmacos en los procesos subsecuentes al
dopaminérgico, como seria las acciones en las neuronas glutamatérgicas, ya que se ha

comprobado que estas neuronas muestran los cambios plésticos caracteristicos de las
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adicciones, como seria la expresion de receptores tipo NMDA y AMPA glutamatérgicos

alterada’. Experimentos que estan siendo realizados en nuestro laboratorio.
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