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RESUMEN

Antecedentes: El Trastorno por Déficit de Atencidn e Hiperactividad (TDAH) es un trastorno
del neurodesarrollo que se caracteriza por inatencion, impulsividad e hiperactividad. Su
etiologia incluye factores genéticos, neuropsicolégicos, estructurales y ambientales. Los
farmacos aprobados para el tratamiento del TDAH son el metilfenidato (MPH) y la atomoxetina
(ATX), los cuales disminuyen los sintomas caracteristicos del trastorno; sin embargo, se han
relacionado ambos tratamientos con el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo
qgue a su vez produciria neuroinflamacién y finalmente dafio neuronal. Asi, el estrés oxidativo
y la neuroinflamacion se han asociado como causa fisiopatoldgica del trastorno. El objetivo:
del presente trabajo fue estudiar si la administracion cronica de MPH y ATX producen estrés
oxidativo, aumentando la neuroinflamacion y muerte neuronal en el hipocampo de ratas
jovenes. Metodologia: Se utiliz6 como modelo rata Wistar sin distincién por género en etapa
prepuberal, a las cuales se le administré de forma crénica (28 dias), dosis diarias de 10 mg/Kg
de MPH o 3 mg/Kg de ATX, ambos por via intraperitoneal, para posteriormente obtener cortes
de cerebro en la region del hipocampo y realizar la tincién con violeta de cresilo (VC),
inmunohistoquimica (IHC) contra GFAP y medicién de estrés oxidativo con la sonda
dihidroetidina (DHE). Resultados: El tratamiento cronico con MPH redujo significativamente la
cantidad de neuronas tefiidas con VC en la region CA3 del hipocampo con respecto al grupo
control. Ademas, mostré un aumento en el nimero de astrocitos marcados con GFAP en la
region CA1l y CA3 con tendencia al aumento en CA2, asi como incremento en los niveles de
estrés oxidativo (oxidacién de la DHE) en las cuatro regiones evaluadas (CAl, CA2, CA3y
GD) siendo mas evidente para la regién CA2. Por otro lado, el tratamiento cronico con ATX
disminuyd la densidad neuronal en las regiones CA1 y CA3; aunado a un aumento significativo
de astrocitos reactivos en las regiones CAl, CA2 y CA3. También gener6 un aumento
significativo estrés oxidativo en las regiones CA1 y CA2 con una tendencia al aumento en las
regiones CA3 y GD. Conclusién: La administracion crénica de MPH y ATX produjeron una
disminucién significativa de la densidad neuronal en las distintas subregiones del hipocampo
de la rata, asi como un incremento de estrés oxidativo, lo que a su vez indujo un incremento
en el nimero de astrocitos reactivos (neuroinflamacion) en el hipocampo.



l. INTRODUCCION

e TRASTORNO POR DEFICIT DE ATENCION E HIPERACTIVIDAD

El Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH) es un trastorno del
neurodesarrollo que se caracteriza por la presencia de inatencion (incapacidad de planificar y
completar una tarea determinada) que provoca descuidos o errores en las actividades
realizadas y puede ser evidente como una marcada distraccion, o bien, el olvido de las tareas
a realizar; impulsividad (toma de decisiones rapida sin atender a las opciones disponibles) e
hiperactividad (cambio de actividad sin finalizar la anterior, movimientos inadecuados
persistentes) como un habla excesiva o la interrupcion de las actividades ajenas y propias
antes de llegar a su término. En un grado que no coincide con el nivel de desarrollo del paciente
segun su edad y que afecta sus actividades cotidianas (American Psychiatric Association,
2013; Roshannia, S. etal., 2021; Faraone, S. V. etal., 2015; Posner, J. etal., 2020). Los
pacientes con TDAH presentan dificultades en el ambito académico, laboral y social, pues la
sintomatologia presente puede generar un bajo rendimiento escolar y conflictos con
comparieros lo que conlleva al rechazo social.

e PREVALENCIA

Su aparicion temprana, hace del TDAH un trastorno comudn en la infancia y la adolescencia,
con una prevalencia del 5.9 % en la poblacion mundial (Wilcutt, E. G. 2012; Polanczyk, G. V.
et al.,, 2007; Posner, J. et al., 2020), que lo convierte en uno de los trastornos del
neurodesarrollo més frecuentes, segun estudios de poblacion afecta predominantemente a
varones en una proporcion de 2:1 (Polanczyk, G. V. et al., 2007; Sayal, K. et al., 2018), pero
considerando que los pacientes masculinos presentan puntajes mas altos para todos los
sintomas en comparacién con pacientes femeninos y debido a esto aumenta su probabilidad
de recibir un diagnostico de TDAH, es importante considerar que las mujeres con TDAH
podrian no recibir adecuadamente un diagndstico (Faraone, S. V. et al., 2021; Mohammadi, M.
R. etal., 2019; Mowlem F.D. et al., 2018).

En México durante el afio 2017, la Secretaria de Salud informé que hay una prevalencia del 5
% en nifios y adolescentes. Un estudio poblacional en Guadalajara incluyé a 4399 nifios en
edades entre 5 a 15 afios de los cuales 8.9 % presentd un diagndéstico concluyente para TDAH,
con una prevalencia mayor en varones relacion 2.3:1; sin embargo, aun no existen suficientes
estudios en la poblacién mexicana para definir la prevalencia del trastorno (Salud, s. f.; Barrios,
O. et al., 2016). Se ha reportado que persiste hasta la edad adulta, con sintomas agravados
por lo que es considerado un factor de riesgo para otros trastornos.

e ETIOLOGIA DEL TDAH
La etiologia del TDAH es compleja ya que incluye factores genéticos, ambientales,
neuroanatomicos y funcionales. La evidencia sugiere que el TDAH es altamente hereditario en
una proporcion estimada del 70 % al 80 % (Faraone & Larsson 2018; Biederman & Faraone,
2005). Sin embargo, aun no se tiene identificado un gen o variacién genética que sean
detonantes del trastorno de forma exclusiva, por la complejidad de las correlaciones entre
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variantes genéticas y exposicion ambiental, la mayoria de estas asociaciones aun no se han
demostrado como causales (Faraone & Larsson 2018).

Un metaanalisis del afio 2022 enfocado en estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS) para TDAH, identificd 76 genes considerados de riesgo potencial, cuya expresion se
encuentra enriquecida en la corteza frontal durante el desarrollo temprano del cerebro. En
suma, siete mil variantes explican el 90% de la heredabilidad SNP (fracciébn de variacién
fenotipica generada de los efectos conjuntos de un grupo dado de variacién genética), por lo
gue TDAH es un trastorno altamente poligénico (Demontis, D. et al., 2023). Entre las variantes
gue se encontraron como candidatos a ser una causa de la fisiopatologia del trastorno estan
las implicadas en la via catecolaminérgica. Por ejemplo, se encontré una asociacion
significativa con el TDAH para los genes relacionados con el transportador de dopamina 1
(DAT1), los receptores de dopamina 4y 5 (DRD4 y DRD5) asi como el gen del transportador
de serotonina (5-HTT) (Roshannia, S. et al., 2021; Faraone & Larsson., 2018; Anttila, V. et al.,
2018; Posner, J. et al., 2020).

Varios factores ambientales también estan profundamente relacionados con el TDAH, entre
ellos el estrés materno, fumar o beber durante el embarazo, bajo peso al nacer, parto
prematuro, exposicidon a toxinas ambientales (organofosforados, Bifenilos Policlorados [PCB],
plomo), asi como condiciones psicosociales adversas durante el desarrollo infantil y el tipo de
dieta del paciente, algunos de éstos se encuentran a su vez asociados a la variabilidad
genética encontrada (Carlsson, T. et al., 2020; Bolte, S. et al., 2021; Bélanger, S. A. et al.,
2018).

Sin embargo, los sintomas y la gravedad de estos varian de forma importante entre individuos,
una de las razones es la comorbilidad psiquiatrica, que se ha descrito como clinicamente
importante en la heterogeneidad del TDAH (Faraone, S. V. et al., 2021). Una gran parte de las
personas que lo padecen tienen ademas un trastorno mental adicional o bien mdultiples
trastornos mentales comorbidos; afectando adversamente el prondstico y generando el uso de
medidas terapéuticas especificas (Faraone, S. V. etal., 2021; Boélte, S. etal., 2021). Una
revision realizada en el 2019 por Gnanavel y su equipo enlista las principales comorbilidades
y su incidencia en la poblacion evaluada en diversos estudios, entre éstas se encuentran;
trastornos del espectro autista, trastornos del aprendizaje, trastornos de tics, depresion,
trastorno bipolar, trastornos de ansiedad, trastornos de conducta y trastorno de oposicion
desafiante, de los cuales la incidencia va del 5 al 50 %, o en el caso de trastornos del espectro
autista hasta un 70%; otros estudios reportan comorbilidad con trastornos alimentarios
(Gnanavel, S. et al., 2019). A partir de la adolescencia, las comorbilidades con el TDAH vy el
trastorno por si mismo se asocian con el uso y la dependencia a sustancias de abuso (Faraone,
S. V. etal, 2021; Bolte, S. et al., 2021).

e DIAGNOSTICO DEL TDAH

Los pacientes son diagnosticados mediante la evaluacion del deterioro psicosocial en
diferentes entornos (familia, escuela, trabajo, etc.). Segun el DSM-V (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders) (American Psychiatric Association, 2013), la edad de inicio es de
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12 afos y es necesario recopilar informacion del historial de desarrollo detallado del paciente,
asi como antecedentes familiares, una evaluacion de diagndstico psicoldgico y una evaluacion
de diagnostico fisico (Posner, J. et al., 2020; Wolraich, M. L. et al., 2019).

El DSM-V enlista los sintomas en dos tipos, los relacionados con falta de atencion y los de
impulsividad/hiperactividad (American Psychiatric Association, 2013). A partir de esta lista, el
paciente debe presentar 6 de los sintomas por un periodo minimo de 6 meses para ser
diagnosticado, ya que es necesario descartar que los sintomas sean propios de un trastorno
diferente antes de iniciar un tratamiento; después de los 17 afos, los criterios positivos se
reducen a 5, debido a que el deterioro funcional puede persistir 0 agravarse con la edad
(American Psychiatric Association, 2013; Faraone, S. V. et al., 2015; Wolraich, M. L. et al.,
2019).

e MECANISMOS CEREBRALES ALTERADOS EN EL TDAH
El TDAH se ha asociado con diversas anomalias estructurales y funcionales del sistema
nervioso central (SNC) (Figura 1), resultado de un retraso en el desarrollo cerebral (Ball, G.
et al.,, 2019; Leisman & Melillo, 2022; Faraone, S. V. 2018; Purper-Ouakil, D. et al., 2011;
Hoogman, M. et al., 2017; Quintero, J. et al., 2022).

Corteza prefrontal Corteza cingulada anterior

Ganglios

Nucleo ipocampo
accumbens P P

Amigdala Cerebelo

Figura 1. Anomalias estructurales presentes en el TDAH. Se han encontrado alteraciones en las
regiones de la corteza prefrontal (morado), corteza cingulada anterior (amarillo), nacleo accumbens
(naranja), amigdala (verde claro), hipocampo (verde oscuro), ganglios basales (rosa) y cerebelo (azul)
(Tomado y modificado de Faraone, S. V. et al., 2018).

La evidencia encontrada en estudios de neuroimagen relaciona la sintomatologia con cambios
anatomicos evidenciando un menor volumen cerebral, asi como de sustancia gris y blanca,
también se encontraron diferencias significativas entre el grosor de la corteza prefrontal y el
volumen de los ganglios basales (Ball, G. et al., 2019; Leisman & Melillo, 2022). En un estudio
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reciente Hoogman y colaboradores demostraron que existe alteracion en las regiones de la
amigdala, el nucleo accumbens y el hipocampo de pacientes con TDAH en comparacion con
controles sanos (Hoogman, M. etal., 2017). Previamente Purper-Ouakil y su equipo de
investigacion ligaron la normalizacion de los volumenes en corteza parietal e hipocampo, con
la mejora clinica de los sintomas (Purper-Ouakil, D. et al., 2011). La funcion de estas regiones
responde en gran medida de la neurotransmision regulada por DA, NA, 5-HT, glutamato y &cido
gamma-aminobutirico (GABA) (Faraone, S. V. 2018; Quintero, J. et al., 2022).

Dentro de los factores neuroanatomicos, estudios de neuroimagen han evidenciado que, en
los pacientes con TDAH, el volumen cerebral global se ve reducido lo que puede relacionarse
con la sintomatologia (Bélanger, S. A. et al., 2018; Ball, G. et al., 2019; Leisman & Melillo,
2022). Muchos casos implican una desregulacion de la estructura y funcion de las vias frontal
— subcortical - cerebelosa que controlan la atencién, la respuesta a la recompensa, el control
inhibitorio y la conducta motora; la actividad entre estas areas depende de los circuitos
cerebrales catecolaminérgicos (Roshannia, S. et al., 2021 Posner, J. et al., 2020).

En un estudio de neuroimagen, Ball y colaboradores relacionaron el volumen cerebral con la
capacidad cognitiva de los pacientes y encontraron que un volumen mas alto en el cerebelo y
regiones temporales, aunado a volumen mas bajo en las regiones frontales dorsolaterales, el
caudado y el tdlamo, se asocian a una mayor hiperactividad y falta de atencion, a un coeficiente
intelectual bajo y rendimiento deficiente en las pruebas de matematicas y razonamiento
visuoespacial (Ball, G. et al., 2019).

Pero la sintomatologia no se asocié Unicamente al volumen del cerebro, Leisman et al.
describieron en su revision, la existencia de una diferencia en el desarrollo de los I6bulos
frontales de nifios con TDAH en comparacion con nifios neurotipicos, esta deficiencia explica
los sintomas motores hiperactivos y la falta de atencion sostenida, por una hiperactivacion de
las conexiones del hemisferio izquierdo y la falta de actividad del hemisferio derecho (Leisman
& Melillo, 2022).

e TRATAMIENTO DEL TDAH

El tratamiento del TDAH es de tipo multimodal con el fin de una mejora conductual que permita
al paciente adaptarse a su entorno social de forma satisfactoria, se basa en la psicoeducacion,
gue incluye el soporte académico y la adaptacion escolar, asi como las practicas de los padres,
en busca de una mejora comportamental (Posner, J. etal.,, 2020). Ademas, se utilizan
farmacos, que regulan la disfuncion de los mecanismos cerebrales implicados, a partir de la
edad escolar, debiendo considerarse el manejo de las comorbilidades que se tratan de forma
conjunta con un régimen farmacolégico especifico definido por el médico (Faraone, S. V. et al.,
2015; Wolraich, M. L. et al., 2019).

Los farmacos aprobados para el tratamiento del TDAH se clasifican en psicoestimulantes
(metilfenidato (MPH) y anfetamina) y no psicoestimulantes (atomoxetina (ATX), guanfacina y
clonidina) (Faraone, S. V. 2018; Mechler, K. et al., 2022). El uso del MPH y la ATX, tiene
evidencia sobre su eficacia en la disminucion de los sintomas caracteristicos del TDAH por su
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modulacion de las funciones ejecutivas y la inhibicion de la respuesta inmediata o impulsiva
por la via catecolaminérgica (Wu, C. S. et al., 2021; Wolraich, M. L. et al., 2019).

e METILFENIDATO

El MPH es el medicamento de primera linea en el tratamiento del TDAH, se puede encontrar
en presentaciones de liberacion variante, entre las cuales el médico puede elegir la adecuada
para optimizar el efecto del farmaco, su uso esta aprobado a partir de los seis afios. Actla
bloqueando los transportadores de dopamina (DAT) y noradrenalina (NET) en las neuronas
presinapticas, aumentando asi su disponibilidad en el espacio sinptico, (Figura 2) (Faraone,
S. V. 2018; Quintero, J. et al., 2022; Verghese, C. et al., 2022).
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Figura 2. Mecanismo de accion de metilfenidato (MPH). EI MPH bloquea los transportadores de
dopamina (DAT) y noradrenalina (NET) en la neurona presinaptica aumentando los niveles de
dopamina (DA) y noradrenalina (NA) en el espacio sinaptico, lo que conlleva un aumento en la
neurotransmision postsinaptica (Modificado de Mufiuzuri Naiera & Yepiz Lachica, 2015).

La dopamina (DA) es uno de los neurotransmisores implicados en el correcto funcionamiento
de la memoria, el estado de animo, la anticipacién de eventos, la motivacion, la inhibicion
conductual o control de impulsos, la toma de decisiones y la resolucion de problemas; mientras
qgue la noradrenalina (NA) también estd implicada en el control de impulsos y respuestas
conductuales, la memoria de trabajo y la respuesta inhibitoria, asi como en la regulacion de la
atencién, por lo que una deficiencia en los circuitos de estos neurotransmisores se puede
relacionar con los sintomas del TDAH (Quintero, J. et al., 2022). La regulacion de
catecolaminas llevada a cabo por MPH ocurre principalmente en la corteza prefrontal, la cual
permite la modulacién de la hiperactividad y déficit de atencion, asi como del procesamiento
cognitivo (Faraone, S. V. 2018). Ademas, tiene un efecto agonista sobre 5-hidroxitriptamina o
serotonina (5-HT), con accién sobre su receptor (5-HT1A) que se relaciona con la modulacion
de los niveles de DA (y a su vez con el TDAH) (Faraone, S.V. 2018). Sin embargo, MPH no
actua exclusivamente en la region mencionada y su actividad sobre neuronas dopaminérgicas
puede estar presente en todo el sistema nervioso central (SNC) (Faraone, S. V. 2018;
Verghese, C. et al., 2022).
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En el nicleo accumbens (Nac; sitio del sistema de recompensa), por ejemplo, existe una
amplia proyeccion de neuronas dopaminérgicas. El nivel de DA y NA aumenta en esta area
cerebral a medida que se acerca la recompensa, generando respuestas conductuales que
pueden ser iniciadas por drogas adictivas u otras formas de estimulos gratificantes (Bayassi-
Jakowicka, M. et al., 2021). Por lo que MPH al potenciar la presencia de DAy NA en el Nac es
clasificado como psicoestimulante, dado que se puede utilizar como potenciador cognitivo y
causar adiccion. Se ha relacionado al MPH con situaciones de adiccion, aunque la evidencia
actual puede ser contradictoria en este aspecto, pues segun estudios las dosis terapéuticas no
son suficientes para activar el sistema de recompensa (Faraone, S. V. 2018; Verghese, C. et
al., 2022). Asi mismo se encuentra una conexion entre el uso de psicoestimulantes como MPH
con la reduccién de la altura y el peso en pacientes nifios y adolescentes (Carucci et al., 2021).

El tratamiento se ajusta a las necesidades clinicas del paciente, por lo que la administracién
se realiza durante los periodos de mayor estrés escolar, conductual o social, lo que depende
de la presentaciéon del medicamento y la modalidad de tratamiento elegido, teniendo tabletas
de liberacién prolongada (24 h) de hasta 54 mg; algunos pacientes pueden requerir de 50 a 60
mg diarios mientras que otros de 10 a 15. Las tabletas de liberacidn prolongada se administran
en una sola toma al dia mientras que otras presentaciones se racionalizan para un efecto
prolongado (Faraone, S. V. 2018; Verghese, C. et al., 2022; RITALIN - PLM, s. f.).

e ATOMOXETINA

La ATX es un farmaco de tipo no psicoestimulante que fue aprobado para el uso terapéutico
del TDAH, actua principalmente en la corteza prefrontal, pero se ha demostrado su eficacia en
circuitos como el fronto — estriado — talamo - parietal, donde bloquea los transportadores NET
en neuronas presinapticas, evitando la recaptura de NA y aumentando los niveles de las
catecolaminas (NA y DA) en el espacio sinaptico (Figura 3) (Kowalczyk, O. S. et al., 2019;
STRATTERA - PLM, s. f.).

El riesgo de abuso de sustancias por consumo del medicamento es minimo, debido a la baja
cantidad de neuronas noradrenérgicas y transportadores NET presentes en el nucleo
accumbens por lo que su bloqueo no lleva a un aumento en los niveles de NA ni DA en esta
region. Sin embargo, la ATX normaliza la inactivacion en las areas media y superior de corteza
temporal, cingulo posterior y precuneo, del hemisferio derecho principalmente, activando una
red talamica de atencion sostenida; esto se demostré en pacientes de 10 a 17 afios con TDAH
gue no habian recibido medicacion previa y fueron tratados con ATX o placebo y comparados
con controles sanos (Kowalczyk, O. S. et al., 2019).
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Figura 3. Mecanismo de accion de la atomoxetina (ATX). La ATX bloquea los transportadores de
noradrenalina (NET) en la neurona presingptica aumentando los niveles de dopamina (DA) y
noradrenalina (NA) en el espacio sinaptico, lo que conlleva un aumento en la neurotransmisién
postsindptica (Modificado de Mufiuzuri Najera & Yepiz Lachica, 2015).

El tratamiento con ATX se recomienda a partir de los 6 afios, en dosis que varian de 0.5 mg/Kg
a un maximo de 120 mg diarios divididos en tres administraciones al dia o0 administracién Unica
dependiendo de las observaciones médicas al paciente. Tiene absorcion casi completa
después de su administracién oral y alcanza su concentracion plasmatica maxima 1 a 2 horas
después (STRATTERA - PLM, s. f.). En 2018 Griffiths y colaboradores investigaron el efecto
de la atomoxetina utilizando un disefio doble ciego controlado con placebo y demostraron su
funcionalidad en la mejora de las funciones cognitivas asociadas al TDAH en pacientes jévenes
de 6 a 17 afios, que ademas presentaban comorbilidad con ansiedad; la ATX aumenté la
atencion sostenida y el reconocimiento de rostros temerosos que evalla la atencion a las
expresiones faciales de las emociones béasicas y se ve disminuido en pacientes con TDAH
(Griffiths, K. R. et al., 2018). Este mismo efecto sobre la atencion fue observado por Callahan
y colaboradores en el 2019 en un modelo de roedor joven, donde aseguran que existe una
mejora de las funciones ejecutivas. Entre las funciones donde encontraron un efecto positivo
estan: flexibilidad cognitiva, memoria de trabajo a corto plazo, menor susceptibilidad a la
distraccién, disminucién de los comportamientos similares a la impulsividad y mejora en la
memoria de referencia espacial (Callahan, P. M. et al., 2019).

e RELACION DEL HIPOCAMPO Y EL TDAH

El hipocampo forma parte del sistema limbico y aunque su principal funcion se relaciona con
la memoria espacial y temporal, la correlacion entre el volumen hipocampal y los sintomas del
TDAH es un campo que ha tomado relevancia, por su actividad en la red de funcién ejecutiva,
inhibicion de la respuesta, la memoria episodica, la cognicion espacial y las alteraciones en la
funcidn cognitiva que constituyen los sintomas centrales del TDAH (Al-Amin, M. et al., 2018).
Como se menciono, diversos estudios indican que pacientes con TDAH presentan volimenes
reducidos del hipocampo, los cuales se relacionan directamente con el aumento de la
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inatencion e impulsividad, asi mismo un volumen aumentado se asocia con la reduccién de la
sintomatologia, o que indica una compensacion ante la disfuncion de redes moduladas por
esta region cerebral (Hoogman, M. et al., 2017; Al-Amin, M. et al., 2018).

Ademas, un estudio realizado en el 2013 por Sterley y colaboradores resalté el papel de GABA
en los sintomas conductuales del TDAH, usando como modelo la rata espontdneamente
hipertensa (SHR) (utilizadas como un modelo animal de TDAH), demostraron que la
estimulacién con glutamato aumenta la liberacion de NA en su grupo SRH y control; pero
cuando solo se estimulé con GABA al control y no a las ratas SHR, los niveles de NA fueron
similares para ambos grupos. Por lo tanto, sugieren que las concentraciones extracelulares de
GABA disminuidas en el hipocampo pueden ser el origen de la disfuncion en la transmision de
catecolaminas observada en SHR generando su comportamiento similar al TDAH (Sterley, T.
L. et al., 2013).

En otro estudio sobre el modelo SHR para dilucidar la cantidad de receptor de dopamina D5
presente en somas y dendritas de células piramidales postsinapticas en la region Cornu
Ammonis 1 (CA1l) del hipocampo, se encontré que la densidad de DRD5 fue menor en el
citoplasma de los somas de SRH en comparacion con el control, por lo que se tiene una menor
reserva de receptores que puedan ser insertados en la membrana plasmatica y este déficit se
asocia a las dificultades de aprendizaje en TDAH (Medin, T. etal., 2013). Wu, J. etal,,
previamente reportaron en su metaanalisis la distribucion de receptores para DA (DRD1 -
DRD5) en relacién con pacientes con el trastorno, indicando que en hipocampo se encuentran
altamente expresados DRD1, DRD5 y DRD4, este ultimo en mayor medida que los dos
primeros y en las tres regiones CA, asi como en giro dentado (GD) (Wu, J. et al., 2012).

Al-Amin y colaboradores investigaron si la alteraciéon en el volumen hipocampal esta
relacionada con las subregiones de este (Figura 4) y comprobaron que en pacientes con TDAH
existe atrofia en todo el hipocampo, de forma méas notoria en las regiones Cornu Ammonis
(CA), [la cual incluye primero a CA4 (que subyace al giro dentado), luego CA3 y una zona muy
pequefia llamada CA2 seguida por CAl (Todas las areas CA estan llenas de células
piramidales densamente empaquetadas similares a las que se encuentran en la neocorteza)]
principalmente CA1, CA4 y también la capa molecular, las capas de células granulares del giro
dentado, el presubiculo, el subiculo, la fimbria y la cola del hipocampo (Al-Amin, M. et al.,
2018).

El procesamiento de la informacién dentro de las subregiones hipocampales se da por
conexion entre dendritas de las neuronas de cada region con otras formando redes, la entrada
de informacion cortical del hipocampo se divide en dos de estas redes que inician en la corteza
entorrinal: la primera es el circuito trisinaptico encargado de la memoria declarativa, esencial
para el aprendizaje, que se compone de la conexion entre la corteza entorrinal y el giro
dentado, el cual proyecta a CA3 y a su vez esta proyecta a CALl; y la segunda es el circuito
monosinaptico que conecta directamente la corteza entorrinal con CA1 (Bouyeure & Noulhiane,
2021). Parte de la memoria declarativa es la memoria social, que se relaciona principalmente
con el envio de informacion desde la corteza entorrinal a CA2; un estudio demostro que la
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actividad de CA2 esta directamente relacionada al comportamiento motivado al comprobar su
papel en comportamiento social agresivo (Chen, S. et al., 2020; Leroy, F. et al., 2018).

A nivel neuronal, las capas piramidales del hipocampo estdn estrechamente empaquetadas
con neuronas glutamatérgicas que tienen un bajo umbral de activacion, lo que garantiza un
alto nivel de neuroplasticidad en la regién. Las neuronas piramidales glutamatérgicas
representan alrededor del 90 % de las neuronas del hipocampo, un porcentaje mucho mayor
gue en otras partes de la corteza. El 10 % restante de las neuronas del hipocampo consisten
en interneuronas inhibidoras GABAérgicas encargadas de la regulacion de las neuronas
glutamatérgicas facilmente excitables (Freund & Buzsaki, 1998).
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Figura 4. Regiones del hipocampo y tipos celulares. El hipocampo tiene cuatro regiones llamadas:
CA1l, CA2, CA3 y CA4 ademas de la circunvolucién dentada (giro dentado GD). Las células se
distribuyen formando la capa molecular de axones y dendritas ubicadas centralmente y alrededor del
surco del hipocampo. La capa de neuronas piramidales (forma piramidal) cuyas dendritas abarcan la
capa molecular y sus axones atraviesan el alveus y la fimbria hasta el fornix. La capa polimérfica
ubicada debajo del alveus, contiene axones, dendritas e interneuronas (Tomado y modificado de
Consejo Mexicano de Neurociencias A. C., 2020).

Por lo tanto, el hipocampo cumple con funciones relacionadas a la memoria, la motivacion y la
conducta y el neurotransmisor inhibitorio que lleva a cabo dichas funciones es GABA, ademas,
en su funcion también participan neuromoduladores, tales como la DA, NA, acetilcolina (Ach)
y 5-HT. Diversos estudios han demostrado una alta presencia de proyecciones de DA y NA
cuya funcion se relaciona con la memoria codificada a largo plazo. Las redes
catecolaminérgicas involucradas en la estimulacion hipocampal provienen del area tegmental
ventral (VTA) y el locus coeruleus (LC), aunque por la cantidad de proyecciones de cada uno
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se considera al LC como principal fuente de DA y NA (Duszkiewicz, A. J. et al., 2019; Palacios-
Filardo & Mellor, 2019). Ademas, un estudio evalud la relacidén entre la exposicion acumulada
a la medicacion de pacientes con TDAH y los volimenes subcorticales de los mismos por
resonancia magnética nuclear y encontraron que en hipocampo izquierdo (region CAl), la
exposicion acumulada mas alta se asocio con volimenes mas pequefios. (Fotopoulos, N. H.
et al., 2021).

e VIAS CATECOLAMINERGICAS Y SU RELACION CON EL TDAH

Diversos autores afirman que en el TDAH existe disfuncionalidad de la modulacion mediada
por DAy NA, este razonamiento se hace visible en los principales blancos terapéuticos de los
medicamentos estimulantes y no estimulantes que se utilizan para aliviar los sintomas del
trastorno (Faraone, S. V. 2018; Martella, D. et al., 2020). La distribucion de catecolaminas en
el SNC, especificamente DA y NA se da por los circuitos dopaminérgicos y noradrenérgicos
(Figura 5). Los primeros tienen su origen principal en la sustancia nigra pars compacta (SNpc)
y el VTA desde donde proyectan al cuerpo estriado, la corteza y el Nac; el circuito
noradrenérgico tiene su origen en el LC desde donde proyecta a la corteza, el hipocampo y el
cerebelo (Hussain, L. S. et al., 2022; Rho, H. J. et al., 2018; Chen, A. P. et al., 2021).

Area Tegmental Ventral (VTA) Locus
Coeruleus (LC)

m) Red

Dopaminérgica
m) Red

Noradrenérgica

Sustancia Nigra pars
compacta (SNpc)

Figura 5. Circuitos dopaminérgicos y noradrenérgicos. Representacion gréfica de las regiones y
proyecciones de las catecolaminas dopamina DA y noradrenalina NA (Tomado y modificado de
Faraone, S. V. et al., 2018).

Como se menciond anteriormente dentro de las funciones cerebrales afectadas en el TDAH
estdn las de atencién, orientacion y de control ejecutivo, reguladas por los sistemas
catecolaminérgicos. Ademas de las funciones enlistadas, la DA modula el aprendizaje y la
respuesta motora, asi mismo se asocia a la planificacion, la reaccion a la novedad y el
procesamiento de la recompensa. Mientras que NA se ve implicada en la modulacion de la
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excitacion ante un estimulo, la atencion y regulacion del estado de suefio o vigilia (Duszkiewicz,
A. J. etal.,, 2019; Hussain, L. S. et al., 2022; Rho, H. J. et al., 2018).

La biogénesis de estas catecolaminas tiene una misma ruta metabdlica que puede iniciar con
la fenilalanina o tirosina en el citosol celular, la tltima se hidroxila a dihidroxifenilalanina (DOPA)
por la tirosina hidroxilasa y posteriormente es descarboxilada por L-aminoécido descarboxilasa
para producir DA. La DA sintetizada se transporta en vesiculas a través del transportador
vesicular de monoaminas (VMAT), donde la enzima DA beta-hidroxilasa puede transformarla
en NA, como se representa en la Figura 6 (Hussain, L. S. et al., 2022; Chen, A. P. et al., 2021;
Cai, Y. etal., 2021). Una vez liberadas en el espacio sinaptico tras un potencial de accion, las
catecolaminas se unen a la terminal postsinaptica, y posteriormente pueden ser recapturadas
por la neurona presinaptica mediante los transportadores DAT y NET o son degradadas por
las enzimas monoaminooxidasa (MAO), aldehido deshidrogenasa (ALDH) y catecol-O-
metiltransferasa (COMT) hasta &cido vainillin mandélico en el caso de la NA y &cido
homovanilico en el caso de la DA como se ejemplifica en la Figura 6 (Hussain, L. S. et al.,
2022; Cai, Y. et al., 2021).

Las catecolaminas en el espacio sinaptico pueden pasar por un estado de autooxidacion, la
cual es una reaccion fisioldgica normal que depende del pH del medio, cuestién por la que no
ocurre en las vesiculas transportadoras, pero si en el espacio sinaptico; inicia con la produccién
de DA o-quinonas, que generan aminocromo Yy posteriormente 5,6-indolequinona, para
polimerizarse en neuromelanina (Figura 6) (Cai, Y. et al., 2021; Goldstein & Kopin, 2017). Los
intermediarios pueden dafiar macromoléculas celulares, reaccionar con el ADN para formar
aductos e inhibir a la NADH oxidasa y el complejo mitocondrial I, que en conjunto pueden ser
un factor perjudicial para la supervivencia neuronal. Aunado a otros subproductos de la
autooxidacion de catecolaminas, el anién superoxido y radical de oxigeno, los cuales tienen el
potencial de generar varias especies reactivas de oxigeno (ROS) (Goldstein & Kopin, 2017;
Cai, Y. et al., 2021, Herrera, A. et al., 2017).

e EL TDAH Y EL ESTRES OXIDATIVO

La fisiopatologia asociada al TDAH aun no esta bien definida. Sin embargo, existe evidencia
de la relacion entre el estrés oxidativo y la neuroinflamacion como factores presentes en el
mismo (Corona, J. C. 2020; Alvarez, L. et al; 2020; Dunn, G. A. et al., 2019). Cuando una serie
de reacciones fisioldgicas en condiciones sanas producen ROS, requieren de la rapida
activaciéon de enzimas antioxidantes que las disminuyan para mantener el equilibrio entre
oxidantes y antioxidantes, si se rompe la homeostasis se le llama estrés oxidativo y puede
ocasionar dafio en lipidos, proteinas, RNA y DNA (Corona, J. C. 2020; Alvarez, L. et al; 2020).
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Figura 6. Biogénesis, degradacion y autooxidacion de las catecolaminas. El aminoé&cido tirosina da
lugar a L-dopa por funcién de la tirosina hidroxilasa, posteriormente ésta se transforma en
dopamina DA que es transportada a vesiculas por el transportador VMAT-2, donde en presencia de
DA B - hidroxilasa puede transformarse en noradrenalina NA. Ambos neurotransmisores DA o NA
se liberan al espacio sinaptico y son recapturados por el transportador de dopamina DAT y
noradrenalina NET, aunque el pH del medio permite que la DA se autooxide en DA-o0-quinona que
se cicla a aminocromo un subproducto de la produccién de neuromelanina que puede formar
aductos con complejos proteicos provocando la disfuncién celular. La degradacidon por su parte,
tanto para DA como para NA se lleva a cabo por las enzimas MAO, ALDH y COMT generando acido
homovanilico (Tomado y modificado de Meiser et al., 2013).
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Los altos niveles de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en el cerebro lo hacen muy sensible
al dafio causado por el estrés oxidativo debido a la capacidad de las ROS de oxidar los mismos
generando mas ROS y rompiendo el equilibrio entre oxidantes y antioxidantes. Las neuronas
son ricas en mitocondrias, las cuales tienen funciones como la regulacion del estado redox, el
equilibrio iénico, la apoptosis y la sefializacion celular, ademas de la produccién de ATP como
fuente de energia para la célula, este proceso requiere de la produccion de ROS, que si no
son reguladas conducen a cambios energéticos biolégicos, desencadenando la muerte celular,
asi como enfermedades neurodegenerativas y psiquiatricas (Corona, J. C. 2020). Dentro de la
funcidn mitocondrial las ROS actian sobre la sefalizacion de la demanda energética,
provocando modificaciones en el contenido y ensamblaje de la cadena transportadora de
electrones, ademas esta sefial es utilizada por la célula para aumentar la biogénesis
mitocondrial, generando una mayor masa mitocondrial (Kasai, S. et al., 2020; Cobley, J. N. et
al., 2018).

Las ROS con mayor toxicidad cuando se aumenta su nivel dentro de la célula son: el ion
superoxido (O27), el ion hidroxilo (OH"), peréxido de hidrogeno (H202), 6xido nitrico (NO) y el
peroxinitrito (NOs). Los niveles basales de estas moléculas tienen diversas funciones, por
ejemplo, H202 es utilizado por macréfagos y neutréfilos contra patdégenos; también son
utilizadas como moléculas sefializadoras, en procesos infecciosos y de neuroinflamacion,
durante los cuales la concentracién de ROS comienza a elevarse, induciendo la expresion de
genes que codifican la expresion de defensas antioxidantes (Kasai, S. et al., 2020).

En condiciones de homeostasis, las ROS son eliminadas por defensas antioxidantes que
pueden ser del tipo enzimético y no enzimatico. Ejemplo de las primeras son: superdxido
dismutasa (SOD, que cataliza la conversion del radical superéxido en perdxido de hidrégeno);
la catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx), que metabolizan perdxido de hidrégeno en H20
y Og2; ademas de proteinas como glutatiéon, albdumina, transferrina, haptoglobina vy
ceruloplasmina y vitaminas A, C y E, etc. (Cobley, J. N. et al., 2018). Cuando las defensas
antioxidantes son rebasadas, las ROS pueden generar peroxidacion de lipidos y proteinas, asi
como dafio en acidos nucleicos. El cerebro, asi como otros 6rganos son mas vulnerables a
estas reacciones por el alto consumo de oxigeno y contenido lipidico, ademas de una baja
concentracion de antioxidantes (Cobley, J. N. et al., 2018).

Un estudio donde evaluaron los niveles en plasma de defensas antioxidantes en pacientes con
TDAH, se encontré que la actividad de GPx estaba significativamente reducida comparanda
con controles sanos (Ceylan, M. F. et al., 2012). Otro estudio en plasma revel6 niveles de SOD,
glutation-S transferasa (GST), GPx y CAT significativamente mas bajos en nifios con TDAH
(El Adham, E. K. et al., 2011), asi mismo Kul et al. encontraron que el estado antioxidante total
(TAS) de pacientes con el trastorno fue significativamente mas bajo, al igual que el estado
oxidante total (TOS) y la relacion entre TAS y TOS de estos fue significativamente mas alta
gue en controles sanos (Kul, M. et al., 2015).
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En el estudio en suero de pacientes Nasim et al. evalud la capacidad antioxidante total (TAC),
niveles de CAT y GSH los cuales fueron significativamente mas bajos en nifios con TDAH que
en controles sanos (Nasim, S. etal.,, 2019). En el modelo SHR, Leffa y colaboradores
observaron la disminucion en la actividad de enzimas antioxidantes como GPx en la corteza
prefrontal, pero sin diferencias en las otras regiones ni en las actividades de GSH, SOD y CAT
contra los controles (Leffa, D. T. et al., 2017).

e RELACION DEL TRATAMIENTO CON MPH Y EL ESTRES OXIDATIVO

Como se menciond anteriormente, las catecolaminas se autooxidan produciendo ROS vy el
aumento la disponibilidad catecolaminérgica en el espacio sinaptico (producto de los farmacos
utilizados en el tratamiento del TDAH) puede generar estrés oxidativo (Goldstein & Kopin,
2017). En su ensayo Dutt y colaboradores evaluaron el efecto del tratamiento crénico con MPH
en un modelo de rata Wistar, encontrando aumento del comportamiento similar a la ansiedad
y la locomocién; asi como niveles elevados de peroxidacion lipidica en la corteza y el
hipocampo; en este Ultimo se encontré ademas un nivel reducido de SOD (Dutt, M. et al.,
2020).

Estudios previos también demostraron que el MPH aumenta los niveles de estrés oxidativo en
varias regiones cerebrales del modelo de rata, evidenciado por el aumento en los niveles de
malondialdehido (MDA) un producto generado a partir de la peroxidacion de lipidos, ademas
de un nivel de glutation oxidado (GSSG) elevado mientras el GSH estaba disminuido y la
actividad de antioxidantes como SOD, GPx y glutation reductasa en el hipocampo y la corteza
cerebral que se vieron afectados negativamente (Motaghinejad, M. et al., 2016; Motaghinejad,
M. et al. 2017).

En el modelo de rata espontaneamente hipertensa (SHR) se evaluaron efectos del tratamiento
cronico y agudo con MPH sobre peroxidacion lipidica, asi como las actividades de SOD y CAT.
El tratamiento agudo aumento la peroxidacion de lipidos en corteza y cerebelo, mientras que
redujo la actividad de CAT en esas regiones, pero de SOD, aunque esta disminuyé en el cuerpo
estriado (CE). El tratamiento crénico también aumenté la peroxidacion de lipidos y la actividad
de CAT en la corteza prefrontal, hipocampo y CE; mientras que, la actividad de SOD aumenté
en el cerebelo después del tratamiento crénico, en comparacion con el grupo control (Comim,
C. M. et al., 2014). Otro articulo, que describio el efecto del tratamiento crénico de MPH sobre
el cerebro de rata Wistar, demostrd que en corteza prefrontal aumenté los niveles de especies
reactivas segun la oxidacion de 2'7'-diclorofluorescina (H2-DCF) asi como de la peroxidacion
lipidica; mientras que la actividad de GPx aumentd en CE e hipocampo y la actividad de SOD
y CAT aumento en cerebelo como respuesta adaptativa al estrés oxidativo (Schmitz, F. et al.,
2012). La relacion del tratamiento con MPH y el estrés oxidativo se ejemplifica en la Figura 7.
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Relacion del tratamiento con metilfenidato (MPH) y el estrés oxidativo

Autor Modelo Resultado
Dutt, M. et al., | Rata » Comportamiento similar a la ansiedad
2020 Wistar N Locomocion

™ Peroxidacion lipidica

4 SOD
Motaghinejad, | Rata N Malondialdehido (MDA)
M. et al., 2017 | Wistar M Glutation oxidado (GSSG)

J Glutation reducido (GSH)
JActividad de SOD, GPx y glutation reductasa
Comim, C. M. | Rata SHR | T"Peroxidacion de lipidos

et al., 2014 JActividad de CAT

J Actividad de SOD en el cuerpo estriado
Schmitz, F. | Rata MNiveles de especies reactivas
etal., 2012 Wistar ‘MPeroxidacion lipidica

MActividad de GPx
MActividad de SOD y CAT
Figura 7. Resumen del tratamiento con metilfenidato (MPH) y el estrés oxidativo. En latabla se resumen

los hallazgos citados previamente que respaldan la asociacion del tratamiento con el MPH y el aumento
del estado oxidativo en la rata.

e RELACION DEL TRATAMIENTO CON ATX Y EL ESTRES OXIDATIVO

La actividad de la ATX permite el incremento extracelular de los niveles de NA en todo el
cerebro, pero se demostré que también eleva los niveles extracelulares de la DA, en la corteza
prefrontal de rata (Swanson, C. M. et al., 2006). Segun autores como Altunkaynak et al., la
ATX podria tener efecto toxico como resultado de la formacion ROS debido a la oxidacion de
DA, lo que podria culminar en neurodegeneracion principalmente a nivel hipocampal y del
cerebelo (Altunkaynak, B. Z. et al., 2016).

En células de neuroblastoma humano SH-SY5Y y células monociticas humanas U-937
cultivadas con diferentes dosis de ATX se demostré el decremento de la enzima reparadora
de DNA, 8-hidroxiguanina glicosilasa 1 (hOGGL1). Esta enzima actua ante el dafio ocasionado
por 8-oxo-OHdG por lo que su disminucidon es inversamente proporcional al nivel de estrés
oxidativo (Schmidt, A. J. et al., 2010). Mientras que en células SH-SY5Y diferenciadas a un
fenotipo similar a neuronas, se evaluaron concentraciones crecientes de ATX y se encontré
gue la concentracibn mas alta produjo un aumento de la tasa de ROS citosoélicas y
mitocondriales, dafio celular, y alteraciones en la funciéon mitocondrial (Corona, J. C. et al.,
2019, Carredn-Trujillo, S. et al., 2022).

Recientemente, un estudio en rata Wistar que evaluo el efecto de tratamiento cronico con ATX,
demostré que tres concentraciones de ATX utilizadas aumentaron la expresiéon del factor de
transcripcion de respuesta al estrés oxidativo NF-kB, lo que sugiere que ATX puede promover
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la acumulacién de ROS, causando dafio en el tejido cerebral (Gur, F. et al., 2021). La relacion
del tratamiento con ATX y el estrés oxidativo se ejemplifica en la Figura 8.

Relacion del tratamiento con atomoxetina (ATX) y el estrés oxidativo
Autor Modelo Resultado

Swanson, C. | Rata Wistar | TNiveles de NA en todo el cerebro
M. et al., 2006 MNiveles extracelulares de DA en la corteza prefrontal
Schmidt, A. J. | Células J 8-hidroxiguanina glicosilasa 1 (hOGG1). T Nivel de estrés
et al., 2010 SHSY5Y oxidativo

Células

U-937
Corona et al | Células 1 Tasa de ROS citosolicas y mitocondriales, 1 Dafio
2019; SHSY5Y celular, y alteraciones en la funcién mitocondrial (biogénesis,
Carredn- diferenciadas | fusion y fision).
Truijillo, S. | a un fenotipo
et al., 2022 similar a

neuronas
Gur, F. etal, | Rata Wistar | 1La expresion de NF-kB
2021
Figura 8. Resumen del tratamiento con atomoxetina (ATX) y el estrés oxidativo. En la tabla se resumen
los hallazgos citados previamente que respaldan la asociacion del tratamiento con ATX y el aumento
del estado oxidativo in vivo e in vitro.

e PAPEL DE LA NEUROINFLAMACION Y TDAH

El estrés oxidativo también podria modificar la respuesta inflamatoria, una de las razones por
las que se considera a la inflamacion un factor importante relacionado a la sintomatologia del
TDAH (Dunn, G. A. et al., 2019; Vazquez-Gonzalez et al., 2023). La respuesta inmune dividida
en inmunidad innata y adaptativa es la defensa ante agentes potencialmente dafinos para el
organismo (Stephenson, J. et al., 2018).

La primera linea de defensa es la inmunidad innata que actda ante la infeccién, durante el
periodo de reparacion del tejido, al eliminar las células apoptéticas y en las reacciones ante un
tumor; este tipo de inmunidad utiliza los receptores celulares que reconocen patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPS) y patrones moleculares asociados a dafio
(DAMP) (Stephenson, J. et al., 2018). Durante el proceso inflamatorio la inmunidad innata
puede activar a la respuesta adaptativa que es altamente especifica y capaz de recordar
amenazas previamente experimentadas o eliminar tumores, por medio de los linfocitos T y B,
las células efectoras y sus productos secretados (Corona, J. C. 2020; Stephenson, J. et al.,
2018).

Segun diversos estudios, la presencia de patologias que afectan el sistema inmune periférico
se encuentra elevada en pacientes con el trastorno, por ejemplo, se comprobé que el asma,
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rinitis alérgica, dermatitis atépica y conjuntivitis alérgica se encontraron en mayor proporcion
dentro de la poblacion con TDAH en comparacién con controles sanos (Miyazaki, C. et al.,
2017; Yang, C. F. et al., 2018). La respuesta infamatoria del SNC es llamada neuroinflamacion
y se caracteriza por la activacion de la microglia (células inmunitarias residentes del cerebro),
los astrocitos, los mastocitos, los macréfagos y los oligodendrocitos, proteasas, glutamato,
ROS, NO, citoquinas toxicas (IL-1B, TNF-a e IL-6), prostaglandinas e infiltracion de células T
y B, neutrdfilos, monocitos/macréfagos y células dendriticas (Shabab, T. et al., 2016; Chasaide
& Lynch, 2020). La neuroinflamacion aumenta el riesgo y promueve la progresion de los
trastornos neurodegenerativos y del neurodesarrollo, incluido el TDAH, a través de diferentes
mecanismos como la activacion de las células gliales, el aumento del estrés oxidativo, la
pérdida de la funcion neuronal y los cambios en el neurodesarrollo (Stephenson, J. et al 2018;
Corona, J. C. 2020).

Los astrocitos pueden tener funciones proinflamatorias y antiinflamatorias dependiendo del
dafio. El estado activo de los astrocitos (astrocitos reactivos) y su acumulacion (astrocitosis o
astrogliosis) son un sello distintivo de la neurodegeneracion y la neuroinflamacion. Los
astrocitos reactivos muestran cambios morfologicos y proteinas de expresion alterada, como
la proteina &cida fibrilar glial (GFAP - considerada una proteina marcadora de la astrogliosis),
asi como la vimentina y la glutamina sintetasa (Liddelow, S. A. et al., 2017). Los astrocitos
activados participan en la produccion de ROS y conducen al estrés oxidativo, que como se ha
indicado anteriormente, puede inducir neuroinflamacion crénica contribuyendo a la
neurodegeneracion. En estados patoldgicos, la activaciébn de los astrocitos conduce a su
hipertrofia, proliferacion, produccion de mediadores inflamatorios y alteracion de la
comunicacién con neuronas, lo que contribuye al dafio de éstas (Nosi, D. et al., 2021; Liddelow,
S. A. et al., 2017). Ademas, los astrocitos constituyen alrededor del 40 % de las células del
SNC y tienen funciones del tipo A2 en el suministro de nutrientes a las neuronas (promoviendo
el crecimiento y la supervivencia neuronales), la reparacion sinaptica, la formacion de sinapsis
y la transmisiéon sinaptica y del tipo A1 en su papel proinflamatorio, secretando IL-1a o
hematopoyetina (citocina proinflamatoria), TNF-a y C1q (del sistema del complemento)
(Liddelow & Barres, 2017; Stephenson, J. et al., 2018).

La microglia y los astrocitos tienen una diferenciacion a los tipos M1, Al, del tipo
proinflamatorio y M2, A2, inmunoreguladores, segun la expresion de quimiocinas y citocinas
(Stephenson, J. et al., 2018). La activacién microglial es provocada por el fenotipo M1, que se
asocia con un aumento de la interleucina-1 (IL-1B, proteina presente en leucocitos) y el factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a, citocina proinflamatoria), quimiocinas, ROS, &6xido nitrico y
prostaglandinas. El fenotipo antiinflamatorio M2 se caracteriza por la expresion de IL-10, IL-4,
TGF-B (factor de crecimiento transformante-3), IGF-1 (factor de crecimiento similar a la insulina
1), arginasa y otros factores asociados con liberacion de citocinas antiinflamatorias (Reéus, G.
Z. et al., 2015; Vazquez-Gonzalez et al., 2023).

En el TDAH, varios factores pueden causar neuroinflamacion, las principales asociaciones se
derivan de la comorbilidad entre el TDAH y los trastornos inflamatorios, la presencia de
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polimorfismos en genes asociados al estado inflamatorio y la exposicion prenatal a inflamacion.
(Corona, J. C. 2020; Alvarez, L. et al., 2020) Diversos estudios respaldan esta relacion pues
se encontraron niveles elevados de IL-6 una citocina secretada por los macrofagos, células T,
células endoteliales y fibroblastos, que incrementa en respuesta a factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), en suero de pacientes con el trastorno (Darwish, A. H. et al., 2018).

Niveles mas altos de proteina C reactiva (proteina plasmatica que aumenta en respuesta a la
inflamacion) y mas bajos de TNFa, asi como de factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) un factor neurotrofico de proliferacion, diferenciacion y supervivencia de las neuronas
(Chang, J. P. C. etal., 2020). Mientras que en la rata SHR, Koztowska et al. encontraron
aumentadas IL-1B (citocina proinflamatoria), IL-6 (citocina con actividad antiinflamatoria y
proinflamatoria) y TNF-a (Koztowska, A. etal.,, 2019). Se ha planteado que la exposicion
prenatal a un ambiente inflamatorio también pude formar parte del riesgo a padecer TDAH
pues los factores de tabaquismo materno, el sindrome alcohdlico fetal y la obesidad materna,
se asocian con mayor perfil de inflamacion materno (Dunn et al., 2019); en modelos animales
se demostr6 como éste aumento inflamatorio prenatal afecta funciones de atencién y
ejecutivas asociadas a trastornos del neurodesarrollo y en particular al TDAH (Mattei, D. et al.,
2017).
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Il. JUSTIFICACION

Varios estudios indican la relacion del estrés oxidativo y la neuroinflamacion con la
fisiopatologia del TDAH. Ademas, se ha demostrado que el uso cronico del metilfenidato y la
atomoxetina producen efectos secundarios nocivos, tales como incremento en el estrés
oxidativo lo que aumentaria aun mas los sintomas y, como resultado, desencadenaria un
circulo vicioso dafiino. Sin embargo, aun se desconoce la relacion del tratamiento crénico con
metilfenidato y atomoxetina sobre la generacion de estrés oxidativo, la neuroinflamacion y el
dafio neuronal en el cerebro, especificamente en hipocampo, una region clave en la
neurofisiopatologia del trastorno.

. HIPOTESIS

La administracion cronica de metilfenidato y atomoxetina producird estrés oxidativo,
aumentando la neuroinflamacién y dafio neuronal en el hipocampo de ratas jovenes.

IV. OBJETIVOS

. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los efectos del tratamiento cronico con metilfenidato y atomoxetina sobre el estrés
oxidativo, la neuroinflamacién y el dafio neuronal en el hipocampo de ratas jovenes.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar el efecto del tratamiento con metilfenidato y atomoxetina sobre:
1. El dafio neuronal, mediante la cuantificacion neuronal y tincién con violeta de cresilo.
La neuroinflamacion, por medio de la cuantificacion de astrocitos positivos a GFAP.
3. El estrés oxidativo, mediante la intensidad de fluorescencia debido a la oxidacion de la
DHE.

no

27



V. MATERIALES Y METODOS

e ANIMALES Y TRATAMIENTOS

Para el presente proyecto se utilizaron ratas de la cepa Wistar (un total de n= 24 ambos sexos)
con un peso promedio de 35 g al inicio del procedimiento experimental, Las ratas fueron
alojadas en cajas de plastico a temperatura controlada (22°C £ 2°C) y ciclo de luz/oscuridad
de 12 h/12 h con agua y alimentos ad libitum. Los protocolos de cuidado de animales y
procedimientos experimentales fueron aprobados por los Comités Institucionales de Etica,
Cuidado y Uso de Animales del Hospital Infantil de México Federico Gémez, (HIM2021-022
SSA 1728). Los datos se reportaron de acuerdo con las pautas de ARRIVE. Se hicieron todos
los esfuerzos para minimizar el nimero de animales utilizados y su sufrimiento. En la Figura

9 se muestra el diagrama del procedimiento experimental.

Administracion Intraperitoneal (IP) 28 dias
MPH:10mg/kg n=8; ATX:3mg/kg n=8; 551:0.9% NaCl n=8
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Figura 9. Diagrama del procedimiento experimental. MPH = metilfenidato. ATX = atomoxetina. SSI =
solucidn salina isoténica. DPN = dia postnatal. DHE = dihidroetidina. GFAP = proteina acida fibrilar
glial. VC = violeta de cresilo.

28



Las ratas se dividieron en tres grupos (n=8 por grupo): 1) un grupo control (CN) al cual se le
administré con solucion salina al 0.9 % por via intraperitoneal una vez diariamente durante de
28 dias; 2) un grupo con metilfenidato (MPH, Ritalin comprimidos, disuelto en SSI 0.9%) el cual
recibio 10 mg/kg (Motaghinejad, M. et al., 2017) por via intraperitoneal una vez diariamente
durante de 28 dias; 3) un grupo con atomoxetina (ATX, Strattera capsulas, disuelto en SSI
0.9%) el cual recibié 3 mg/kg (Fumagalli, F. etal., 2010) por via intraperitoneal una vez
diariamente durante de 28 dias. El tratamiento inici6 en el dia postnatal 23 (DPN23) cuando la
rata es destetada y puede separarse de la madre, por lo que se considera el inicio de la etapa
prepuberal del animal (Sengupta, P. 2013). La administracion tuvo una duracion de 28 dias
(Comim, C. M. et al., 2014) con el fin de mimetizar un tratamiento cronico que persiste durante
la infancia y se detiene al iniciar la adolescencia. En el DPN52 un dia después del fin del
tratamiento se dividié cada grupo para los distintos ensayos. Del total de ratas (24) se utilizaron
12 para los ensayos de violeta de cresilo (VC) e inmunohistoquimica (IHC) pues el
procesamiento de tejido es igual para ambas metodologias, mientras que el resto se utilizé en
el ensayo de deteccion de ROS.

e TINCION CON VIOLETA DE CRESILO

La tinciéon con VC es ampliamente utilizada en el tejido cerebral y se fundamenta en la afinidad
de unién del colorante a estructuras acidas como el nucleo y los ribosomas en el citoplasma
de las neuronas (Zhu et al., 2015). Inmediatamente después de terminado el tratamiento
(DPN52), las 12 ratas destinadas a la tincion con VC y la IHC (n=4 por grupo) se sacrificaron
por decapitacion usando una guillotina. Los cerebros se extrajeron rapidamente y se fijaron
inmediatamente con paraformaldehido al 4 % en solucion salina tamponada con fosfato (PBS)
durante 7 dias. Posteriormente se sumergieron en sacarosa al 30 % durante 5 dias, se
incluyeron en Tissue-Tek® O.C.T.™ a -30 °C y en la region del hipocampo se cortaron 12
secciones coronales (20 um de espesor) en criostato (Leica CM3050 S), 4 cortes de las zonas
rostral, media y caudal se obtuvieron en portaobjetos con el fin de tener cortes representativos
de todo el hipocampo.

La tincién con VC se llevo a cabo para examinar alteraciones en la morfologia celular (dafio
neuronal) y distribucion en el hipocampo después del tratamiento crénico con MPH y ATX.
Brevemente, las secciones de tejido en portaobjetos se sumergieron durante 10 min en
soluciones de etanol (EtOH) absoluto, al 96 %, 80 % y 50 % respectivamente y se rehidrataron
con agua bidestilada durante 5 min. Luego, se tifieron con una solucién de VC (Sigma) al 0.1
% durante 5 minutos. Finalmente, las secciones se deshidrataron con etanol al 96 % y se
trataron con una solucién de xilol puro para asi aclarar los tejidos antes de montarlos con medio
de montaje Entellan™ (Merck) para su posterior observacion.

Se eligieron 3 cortes al azar de cada zona (rostral, media y caudal) y se tomaron dos
micrografias a un aumento de 40 X, utilizando un microscopio invertido de campo claro (Leica
DMil) de cada una de las regiones CAl, CA2 y CA3 de ambos hemisferios, siendo un total de
9 cortes por rata. Se obtuvieron 36 imagenes por cada region hipocampal (Figura 10).
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Las imagenes digitales de las neuronas tefiidas con VC fueron capturadas en un campo de
0.12 x 0.09 mm en dos secciones distintas de cada subregion hipocampal (CA1, CA2 y CA3).
A partir de las cuales se realiz6 el conteo de células mediante el uso de un software Fiji ImageJ
(Campa, V. M. 2017) para un total de 108 micrografias por cada rata. Como se ejemplifica en
el esquema de la Figura 10. La cuantificacion se realizé por dos personas una de las cuales
fue un contador ciego con el fin de tener un resultado no sesgado y se reporta el nimero de
neuronas cuantificadas en el &rea total de la micrografia.

Regiones donde se tomaron las micrografias %
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® Neuronas
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Figura 10. Seleccion para la toma de micrografias en las regiones CA1l, CA2 y CA3 del hipocampo,
teflidas con violeta de cresilo (VC). Representacién del proceso de seleccién de cortes para unarata
y zonas donde se obtuvieron las micrografias para un corte. El conteo se realiz6 en toda el area
capturada, se ejemplifican las células consideradas para el conteo por su morfologia.
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e INMUNOHISTOQUIMICA

Se realiz6 una inmunohistoquimica (IHC) para investigar si el dafio neuronal generaba
astrocitos reactivos como consecuencia del tratamiento cronico con MPH y ATX. Utilizando los
cerebros de las 12 ratas destinadas para la tincion con VC y la IHC contra (proteina acida
fibrilar glial (GFAP) (n=4 por grupo). GFAP es una proteina fibrosa que forma los filamentos
intermedios del citoesqueleto y se expresa especificamente en astrocitos por lo que se ha
utilizado como marcador estandar de los mismos.

En resumen, posterior al tratamiento previamente descrito, las 12 secciones coronales del
hipocampo (20 um de espesor) obtenidas en criostato (Leica CM3050 S), 4 cortes de las zonas
rostral, media y caudal se obtuvieron en flotacion (n=4 ratas por grupo, mismas que se
utilizaron en la tincidon con violeta de cresilo VC). Los cortes se lavaron en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) a la que se agregd Triton® X-100 (Promega) 0.25%. A
continuacion, se inhibieron las peroxidasas enddgenas con una solucion de peroxido de
hidrogeno al 0.3% en metanol y se incubaron en anticuerpo primario contra, proteina acida
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fibrilar glial GFAP, una proteina ampliamente utilizada como marcador de astrocitos (1:300 en
PBS, mouse anti GFAP, Invitrogen. MA512023), durante toda la noche a 4 °C.

Después de lavar el anticuerpo primario, las secciones se incubaron con un anticuerpo
secundario m-IgGk (1:600 en PBS, m-IgGk BP-HRP:sc-516102, Santa Cruz) durante 1h.
Finalmente, las secciones de cerebro se visualizaron haciéndolas reaccionar con el kit de 3,3’
Diaminobenzidine (DAB) (BD Pharmingen™, DAB Substrate Kit ) por 5 minutos y se lavaron
en PBS antes de colocarse en portaobjetos y montarlos con medio Entellan™ (Merck) para su
posterior observacion en microscopio invertido de campo claro (Leica DMil).

Regiones donde se tomaron las micrografias %
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Figura 11. Seleccion para la toma de micrografias en las regiones CA1l, CA2 y CA3 del hipocampo,
empleando inmunohistoquimica (IHC) utilizando un anticuerpo dirigido contra la proteina GFAP.
Representacion del proceso de seleccién de cortes para una rata y zonas donde se obtuvieron las
micrografias para un corte. El conteo se realiz6 en toda el area de la micrografia, se ejemplifican las
células consideradas para el conteo por su morfologia.

Para analizar cuantitativamente la inmunorreactividad de GFAP, se eligieron 3 cortes al azar
de cada zona (rostral, media y caudal) y se tomaron dos micrografias a un aumento de 40 x
utilizando un microscopio invertido de campo claro (Leica DMil), de las regiones CAl, CA2 y
CA3 del hipocampo para cada hemisferio, siendo 9 cortes por rata, se obtuvieron un total de
36 imagenes por cada region hipocampal.

Se capturaron imagenes digitales de los astrocitos inmunorreactivos a GFAP en un campo de
0.12 x 0.09 mm en dos secciones distintas de las regiones hipocampales CA1l, CA2 y CA3 y
fueron cuantificadas por dos personas una de las cuales no tenia conocimiento de los grupos
experimentales con el fin de tener un resultado no sesgado. A partir de éstas se realizé el
conteo de células mediante el uso de un software Fiji ImageJ (Campa, V. M. 2017) para el total
de 108 micrografias por cada rata. Como se ejemplifica en el esquema de la Figura 11.
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e MEDICION DEL RADICAL SUPEROXIDO EN EL HIPOCAMPO DE LA RATA

Para evaluar el impacto de los tratamientos sobre la presencia cerebral de radical superéxido,
en cortes de hipocampo de los diferentes grupos (n=4 ratas por grupo). El andlisis de la
produccion de superoxido se evalué mediante el uso de la dihidroetidina (DHE) (Invitrogen,
D11347), la cual puede detectar directamente la produccion de superoxido, ya que emite una
sefal fluorescente azul en el citoplasma donde por accion del radical se oxida y posteriormente
se intercala en el ADN emitiendo fluorescencia roja (Case, A. J. et al., 2017).

Los cerebros aislados (congelados y no fijados) se incluyeron en Tissue-Tek (Tissue-Tek®
O.C.T.™) a -70 °C y se cortaron 4 secciones coronales (20 um de espesor) del hipocampo en
criostato (Leica CM3050 S). Cada seccion fue colocada en portaobjetos e incubada con DHE
10 M a temperatura ambiente durante 30 min en una camara humeda protegida de la luz e
inmediatamente después se tomaron imagenes en un Microscopio confocal (Zeiss Axiovert
100M; excitacién 488 nm, emisién 525nm).

Se realizé la reconstruccion de cortes coronales del hipocampo de las ratas de cada grupo,
generada a partir de cuatro microfotografias tomadas con el microscopio confocal a un
aumento 5x, para obtener la visualizacion de las regiones CAl, CA2, CA3 y GD, (n=4 por
grupo). A partir de éstas se cuantifico la intensidad de la fluorescencia mediante el uso de un
software Fiji ImageJ delimitando cada regién como se representa en la Figura 12 (Campa, V.
M. 2017) para un total 16 micrografias por rata.

Figura 12. Seleccién para la cuantificacion de fluorescencia en las regiones CA1, CA2, CA3y GD del
hipocampo, empleando dihidroetidina (DHE). En cada una de las cuatro microfotografias tomadas se
delimité cada subregién y se cuantifico la intensidad de la fluorescencia.

e ANALISIS ESTADISTICO
Para el analisis estadistico se utilizé el software GraphPad Prism (Version Prism 6.01, Inc., La
Jolla, CA). Los datos se expresaron como la media + desviacion estandar (DE) de al menos 4
experimentos independientes. Las diferencias entre grupos se compararon mediante un
analisis de varianza ANOVA unidireccional con prueba de comparacion multiple de Bonferroni.
Se considero un intervalo de confianza de 95%, la diferencia significativa con respecto al grupo
control fue cuando *p < 0,05 y se incluyeron valores *p entre 0,01 y 0,001.
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VI. RESULTADOS

e DANO NEURONAL EN EL HIPOCAMPO DE RATAS JOVENES DESPUES DEL
TRATAMIENTO CRONICO CON MPH Y ATX.
La morfologia y distribucion celular en el hipocampo de las ratas después del tratamiento
cronico con MPH y ATX se evaluaron mediante la tincion con VC para examinar alteraciones
gue indicaran un dafio neuronal.

Figura 13. Fotomicrografia representativa de la regién hipocampal de una rata control (CN), tefiida con
violeta de cresilo VC. Se sefala el area delimitada para cada subregion connus ammonis 1,2y 3 (CA1,
CA2y CA3). Las lineas rosas representan el inicio y fin de una regidn y los recuadros representan el
lugar donde se capturd una micrografia a un aumento 40x. Barra de escala 2 mm.

En la Figura 13 se muestra una imagen representativa del hipocampo de una rata control (CN),
tefido con VC, los recuadros representan las regiones de interés (CAl, CA2 y CA3)
seleccionadas para la toma de microfotografias a un aumento de 40X, se capturaron dos
micrografias digitales por region en cada hemisferio.

Al realizar la evaluacién histolégica mediante tincién con VC en el hipocampo del grupo CN,
se pudo observar la capa de células piramidales correctamente tefiida, con cuerpos celulares
claramente grandes y un citoplasma visible alrededor del niucleo sefialadas en color amarillo
en la Figura 14 A, con un solo nucleolo y de 1-4 granulos de cromatina mientras que el resto
de los cuerpos celulares se consideraron células gliales: astrocitos, oligodendrocitos y
microglia, sefialados con flechas rojas (Figura 14 A), esto Ultimos presentan una coloracion
oscura y tamafio pequefio en comparacién con las células neuronales (Zhu et al., 2015). En
ambos hemisferios (derecho e izquierdo) se visualiza una cantidad similar de neuronas, la
cuantificacion del nimero de neuronas en las distintas regiones (CA1, CA2 y CA3) de las ratas
del grupo CN inyectadas con solucion salina, se puede observar en la Figura 14 B.
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Figura 14. Imagenes representativas y cuantificacion neuronal en cortes de hipocampo tefiidos con
VC del grupo CN. (A) Fotomicrografias donde se muestran las subregiones del hipocampo (CAl, CA2
y CA3), del hemisferio derecho (HD) e izquierdo (HI), las flechas amarillas sefialan neuronas con la
morfologia descrita, las flechas rojas sefialan células gliales. (B) La cuantificacién neuronal se realiz6
en 18 micrografias por rata para cada regién CA1, CA2 y CA3 tanto del HD en rosa como el Hl en azul,
la barra amarilla representa el promedio de ambos hemisferios. Aumento 40x, (n=4).

Es importante destacar que las dos micrografias tomadas para cada subregion (CALl, CA2 y
CA3) fueron capturadas en zonas al azar dentro del campo limitado ilustrado en rosa, como se
muestra en las Figura 13.

Después realizamos la evaluacion histolégica mediante tincion con VC del hipocampo de las
ratas del grupo tratado cronicamente con MPH (10 mg/kg) durante 28 dias
intraperitonealmente y como se observa en las microfotografias no hay una disminucion en la
densidad de la capa de células piramidales en el hipocampo en ambos hemisferios tanto de la
region CA1 como CA2, sin embargo, el tratamiento con MPH disminuyd la densidad en la capa
de células piramidales en la region CA3 de ambos hemisferios (Figura 15 A) comparado con
el grupo CN. En la Figura 15 B se puede observar la cuantificacion de células en ambos
hemisferios de las ratas del grupo tratado con MPH, y el promedio de ambos hemisferios.
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Posteriormente, realizamos la evaluacion histologica mediante tincion con VC del hipocampo
de las ratas del grupo tratado crénicamente con ATX (3 mg/kg) durante 28 dias
intraperitonealmente y como se observa en las microfotografias no hay una disminucion en la
densidad de la capa de células piramidales en el hipocampo en ambos hemisferios en la region
CA2, sin embargo, el tratamiento con ATX disminuyo la densidad en la capa de células
piramidales en las regiones CA1 y CA3 de ambos hemisferios (Figura 16 A) comparado con
el grupo CN. En la Figura 16 B se puede observar la cuantificacion de células en ambos
hemisferios de las ratas del grupo tratado con ATX, y el promedio de ambos hemisferios.

En la Figura 17 se pueden observar y comparar las microfotografias del dafio neuronal
inducido por el tratamiento crénico con MPH y ATX en relacién con el grupo CN, asi como el
cambio en la morfologia de las células piramidales, con cuerpos celulares mas pequefios con
una coloracién oscura sefaladas con flechas rosas.

Al realizar el analisis estadistico del nUmero de neuronas viables (densidad en la capa de
células piramidales) en los tres grupos y en las tres regiones hipocampales, en la Figura 18,
se puede observar que el tratamiento cronico con MPH no produjo alteraciones en la densidad
neuronal en las regiones CAl y CA2, pero si causO una reduccidn estadisticamente
significativa en la regién CA3 con respecto al grupo CN, mientras que el tratamiento crénico
con ATX no produjo cambios notables en la densidad neuronal en la region CA2, pero si causé
una reduccion estadisticamente significativa en las regiones CA1 y CA3 con respecto al grupo
CN. Finalmente, ambos tratamientos crénicos tuvieron efectos nocivos causando dafio
neuronal en el hipocampo de la rata.
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Figura 15. Imagenes representativas y cuantificacion neuronal en cortes de hipocampo teflidos con
VC del grupo tratado créonicamente durante 28 dias con MPH. (A) Fotomicrografias donde se muestran
las subregiones del hipocampo (CA1, CA2 y CA3), del hemisferio derecho (HD) e izquierdo (HI), las
flechas amarillas sefialan neuronas con la morfologia descrita, las flechas rojas sefialan células
gliales. MPH disminuyo la densidad en la capa de células piramidales en la region CA3 de ambos
hemisferios. (B) La cuantificacion neuronal se realizé en 18 micrografias por rata para cada region
CA1l, CA2 y CA3 tanto del HD en rosa como el HI en azul, la barra verde representa el promedio de
ambos hemisferios. Aumento 40x, (n=4).
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Figura 16. Imagenes representativas y cuantificacion neuronal en cortes de hipocampo tefiidos con
VC del grupo tratado crénicamente durante 28 dias con ATX. (A) Fotomicrografias donde se muestran
las subregiones del hipocampo (CA1l, CA2 y CA3), del hemisferio derecho (HD) e izquierdo (HI), las
flechas amarillas sefialan neuronas con la morfologia descrita, las flechas rojas sefialan células
gliales. El tratamiento con ATX disminuyo la densidad en la capa de células piramidales en las
regiones CAl y CA3 de ambos hemisferios. (B) La cuantificacion neuronal se realiz6 en 18
micrografias por rata para cada region CA1 CA2 y CA3 tanto del HD en rosa como el HI en azul, la

barra morada representa el promedio de ambos hemisferios. Aumento 40x, (n=4).
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Figura 17. Fotomicrografias representativas de la tincién con violeta de cresilo de las 3
regiones hipocampales en donde se puede observary comparar el dafio neuronal inducido
por el tratamiento créonico con MPH o0 ATX con relacién al grupo CN. El tratamiento crénico
con MPH no produjo alteraciones en ladensidad neuronal en las regiones CA1y CA2, pero
si caus6 unadisminucion la densidad en la capa de células piramidales de CA3, mientras
gue el tratamiento crénico con ATX no produjo cambios notables en la densidad neuronal
en la regién CA2, pero si caus6é una disminucién la densidad en la capa de células
piramidales de las regiones CA1l y CA3 con respecto al grupo CN. Las flechas rosas
sefialan alteraciones en la morfologia neuronal. Aumento 40x.
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Figura 18. Cuantificacién de neuronas viables (densidad en la capa de células piramidales) en los
tres grupos experimentales, en las tres regiones hipocampales (CA1l, CA2 y CA3) y andlisis
estadisticos. Se puede observar que el tratamiento crénico con MPH causé una reduccion
estadisticamente significativa en laregién CA3, mientras que el tratamiento crénico con ATX causé
unareduccién estadisticamente significativa en las regiones CA1y CA3 con respecto al grupo CN.
Cada punto corresponde al promedio de neuronas cuantificadas en 36 micrografias por rata. Los
datos se expresan como la media del nimero total de neuronas en un area de 10.8 um? + DE, n=4 por
grupo, prueba ANOVA de una via con prueba post hoc de Bonferroni, intervalo de confianza 95%, P
de 0.05, un asterisco (*), P entre 0.01 y 0.05, dos asteriscos (**).
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e CAMBIOS MORFOLOGICOS EN ASTROCITOS INMUNORREACTIVOS A GFAP EN
EL HIPOCAMPO DE RATAS JOVENES DESPUES DEL TRATAMIENTO CRONICO
CON MPH Y ATX

Se establecio una conexion entre la neurodegeneracion ocasionada por el tratamiento conico
con MPH y ATX observada, y el proceso de neuroinflamacioén, que previamente ha sido
reportada por varios autores, como una de las consecuencias de la fisiopatologia del TDAH
(Corona, J. C. 2020; Alvarez, L. et al; 2020; Dunn, G. A. et al., 2019).

Realizamos el andlisis por IHC empleando un anticuerpo dirigido contra la proteina GFAP en
cada uno de los grupos experimentales. En la Figura 19 se muestra una imagen representativa
de la IHC contra GFAP en el hipocampo de una rata CN. Los recuadros representan las
regiones de interés (CAl, CA2 y CA3) seleccionadas para la toma de fotografias a un aumento
de 40X en ambos hemisferios. Los astrocitos se dividen en los tipos protoplasmico vy fibroso,
los cuales difieren en su morfologia y localizacion anatémica. En el caso del hipocampo la
morfologia es del tipo protoplasmico con un cuerpo unido a ramificaciones principales que dan
lugar a procesos altamente ramificados por lo que para el conteo se considerd que se
observara un cuerpo unido al menos a dos proyecciones (Bushong, E. A. et al., 2002).

Figura 19. Fotomicrografia representativa de la inmunohistoquimica (IHC) contra GFAP de la regién
hipocampal de una rata control. En los recuadros se sefiala el area delimitada para cada subregién
connus ammonis 1, 2y 3 (CAL, 2y 3), las lineas rojas representan el inicio y fin de una region, los
recuadros representan el lugar donde se capturo la imagen correspondiente a un aumento 40x. Barra
de escala 2 mm.
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Figura 20. Evaluacion de la expresion de GFAP y morfologia de los astrocitos en las regiones CA1l,
CA2y CA3 del hipocampo del grupo de ratas CN. (A) Imagenes representativas de la IHC contra GFAP
en el hipocampo a un aumento de 40x correspondientes a ambos hemisferios. Con las flechas rojas
se seflalan los astrocitos inmunorreactivos a GFAP. (B) Cuantificacion de células GFAP+ presentes en
18 micrografias por rata para cada region. Hemisferio izquierdo (HI) en azul, derecho (HD) en rosay
promedio de ambas cuantificaciones en amarillo (n=4).

Al realizar el andlisis de la morfologia de los astrocitos, se observé que los astrocitos de los
animales del grupo CN en las regiones CA1, CA2 y CA3 del hipocampo fueron claramente
identificables por la coloracion café ante la presencia de GFAP, con procesos delgados y
dispersos, asi como cuerpos celulares pequefios y de poca presencia (Figura 20 A). En la
Figura 20 B se puede observar la cuantificacion de astrocitos en cada uno de los hemisferios
de las ratas CN inyectadas con solucién salina, en donde se representa el promedio del nUmero
de astrocitos entre ambos hemisferios en color amarillo, donde se observé una cantidad similar
de astrocitos entre ellos. En cada micrografia, se cuantifico el nimero de células positivas
totales, siguiendo lo descrito por Blanco et al., 2015; se realizd el conteo del total de células
positivas en el area de la micrografia capturada (10.8 um?2).
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La IHC de los astrocitos positivos a GFAP estd presente normalmente en astrocitos, pero
permite por el reconocimiento morfolégico diferenciar entre astrocitos normales y reactivos
ante un dafio al SNC, los cuales tienen una hipertrofia del cuerpo celular y las ramificaciones
mas gruesas después del inicio del proceso inflamatorio (Sofroniew, M. V. 2009). El analisis
de las alteraciones morfologicas de astrocitos debido al tratamiento crénico con MPH (10
mg/kg) durante 28 dias intraperitonealmente, en las regiones CA1, CA2 y CA3 del hipocampo
y en donde se mostraron células inmunorreactivas a GFAP, la cuales mostraron un fenotipo
reactivo principalmente en las regiones CAl1 y CA3 en donde se pueden observar procesos
mA&s gruesos y cuerpos celulares agrandados (Figura 21 A) comparado con el grupo CN. El
promedio de los astrocitos inmunorreactivos a GFAP se muestran en la (Figura 21 B), en cada
uno de los hemisferios y también se representa el promedio del nimero de astrocitos entre
ambos hemisferios en color verde.

Finalmente, realizamos el andlisis de las alteraciones morfoldgicas de astrocitos debido al
tratamiento crénico con ATX (3 mg/kg), en las regiones CA1, CA2 y CA3 del hipocampo, donde
se mostraron células inmunorreactivas a GFAP, la cuales tenian un fenotipo reactivo en las 3
regiones del hipocampo y en donde se pueden observar procesos mas gruesos y cuerpos
celulares agrandados (Figura 22 A), comparado con el grupo CN. El promedio de los astrocitos
inmunorreactivos a GFAP en cada uno de los hemisferios y el promedio del nimero de
astrocitos entre ambos hemisferios (color morado) se muestran en la (Figura 22 B). En la
Figura 23 se pueden observar y comparar las microfotografias de la IHC contra GFAP, en
donde se observa el incremento en el nimero de astrocitos con un fenotipo reactivo debido al
tratamiento crénico, tanto con MPH, como con ATX en comparacion con el grupo CN.

Al realizar el conteo del nUmero de astrocitos inmunorreactivos a GFAP en los tres grupos y
en las tres regiones hipocampales (Figura 24), se puede observar que el tratamiento crénico
con MPH increment6 significativamente el niumero de astrocitos con un fenotipo reactivo
principalmente en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo comparado con el grupo CN,
mientras que el tratamiento crénico con ATX incremento significativamente el ndmero de
astrocitos con un fenotipo reactivo en las 3 regiones del hipocampo con respecto al grupo CN.
Finalmente, ambos tratamientos cronicos tuvieron efectos nocivos causando un incremento en
el proceso de neuroinflamacion en el hipocampo de la rata. Cada punto en las graficas
representa el promedio de células GFAP+ cuantificadas en 36 micrografias por region para
cada grupo de ratas.
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Figura 21. Evaluacion de la expresiéon de GFAP y morfologia de los astrocitos en las regiones CA1,
CA2y CA3 del hipocampo del grupo tratado cronicamente con MPH. (A) Im&genes representativas de
laHC contra GFAP en el hipocampo a un aumento de 40x correspondientes aambos hemisferios. Con
las flechas rojas se sefialan los astrocitos con un fenotipo reactivo principalmente en las regiones
CAl y CA3. (B) Cuantificacién de células GFAP+ presentes en 18 micrografias por rata para cada
region. Hemisferio izquierdo en azul (HI), derecho en rosa (HD) y promedio de ambas cuantificaciones

en verde (n=4).
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Figura 22. Evaluacion de la expresion de GFAP y morfologia de los astrocitos en las regiones CA1,
CA2y CA3 del hipocampo del grupo tratado crénicamente con ATX. (A) Imagenes representativas de
laIHC contra GFAP en el hipocampo aun aumento de 40x correspondientes a ambos hemisferios. Con
las flechas rojas se sefialan los astrocitos con un fenotipo reactivo en las 3 regiones del hipocampo.
(B) Cuantificacion de células GFAP+ presentes en 18 micrografias por rata para cada region.
Hemisferio izquierdo en azul (HI), derecho en rosa (HD) y promedio de ambas cuantificaciones en
morado (n=4).
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Figura 23. Fotomicrografias representativas de la IHC contra GFAP de las 3 regiones
hipocampales en donde se puede observar y comparar la inflamacién inducida por el tratamiento
cronico con MPH o ATX en relaciéon con el grupo CN. El tratamiento crénico con MPH incrementé
el namero de astrocitos con un fenotipo reactivo principalmente en las regiones CA1y CA3 del
hipocampo y el tratamiento crénico con ATX incremento el nGmero de astrocitos con un fenotipo
reactivo en las 3 regiones del hipocampo como comparado con el grupo CN. Las flechas rojas
sefialan los astrocitos con cambios morfolégicos evidentes. Aumento 40x.
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Figura 24. Cuantificaciéon del namero de astrocitos inmunorreactivos a GFAP en los tres grupos y
en las tres regiones hipocampales y analisis estadisticos. Se puede observar que el tratamiento
crénico con MPH increment6 significativamente el nUmero de astrocitos reactivos en las regiones
CA1l y CA3 del hipocampo y el tratamiento crénico con ATX incrementd significativamente el
numero de astrocitos reactivos en las 3 regiones del hipocampo con respecto al grupo CN. Cada
punto corresponde al promedio de astrocitos cuantificados (72 micrografias por rata). Los datos se
expresan como la media del nimero total de astrocitos GFAP+ en un area de 10.8 um? + DE, n=4 por
grupo, prueba ANOVA de una via con prueba post hoc de Bonferroni, intervalo de confianza 95%, P
de 0,05, un asterisco (*), P entre 0,01y 0,05, dos asteriscos (**) y P entre 0,01 y 0,001 tres asteriscos

(***) i
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e EFECTO SOBRE EL NIVEL DE SUPEROXIDO DESPUES DEL TRATAMIENTO
CRONICO CON MPH Y ATX

Finalmente, para evaluar la presencia de estrés oxidativo debido al tratamiento crénico con
MPH y ATX, se utilizé el indicador del radical superéxido dihidroetidina (DHE). El producto de
la oxidacion de la DHE se utiliza para la deteccion del radical superéxido por la presencia de
fluorescencia en color rojo.

En la Figura 25 A se muestra la reconstruccion de los cortes coronales del hipocampo de una
rata CN, la reconstruccién fue generada a partir de cuatro microfotografias tomadas con un
microscopio confocal a un aumento de 5x, en las cuales se evalud la intensidad de
fluorescencia en la capa de células piramidales de las regiones CA1, CA2 y CA3, asi como en
el giro dentado (GD) con el software Fiji ImageJ. En la Figura 25 B se puede observar el
promedio de la intensidad de fluorescencia en las regiones CAl, CA2, CA3 y GD de cada uno
de los hemisferios de las ratas CN inyectadas con solucion salina y también se representa el
promedio de la intensidad de la fluorescencia entre ambos hemisferios.

Al realizar el analisis de intensidad de fluorescencia (incremento en la oxidacion de la DHE)
debido al tratamiento crénico con MPH (10 mg/kg) durante 28 dias intraperitonealmente, en
las regiones CA1, CA2, CA3 y GD del hipocampo, se observo un aumento en la intensidad de
fluorescencia en la capa de células piramidales de todas las regiones del hipocampo (Figura
26 A) comparado con el Grupo CN. ElI promedio del incremento en la intensidad de
fluorescencia se muestra en la Figura 26 B, en cada uno de los hemisferios y también se
representa el promedio de la intensidad de fluorescencia entre ambos hemisferios (color
verde).

Después, realizamos el analisis de intensidad de fluorescencia (incremento en la oxidacion de
la DHE) debido al tratamiento crénico con ATX (3 mg/kg) durante 28 dias intraperitonealmente,
en las regiones CAl, CA2, CA3 y GD del hipocampo, se observé un incremento en la
intensidad de fluorescencia en la capa de células piramidales principalmente en las regiones
CAl y CA2 del hipocampo (Figura 27 A) comparado con el Grupo CN. El promedio del
incremento en la intensidad de fluorescencia se muestra en la (Figura 27 B), en cada uno de
los hemisferios y también se representa el promedio de la intensidad de fluorescencia entre
ambos hemisferios en color morado.

En la Figura 28 se pueden observar y comparar las microfotografias de la intensidad de
fluorescencia en la capa de células piramidales en las distintas regiones el hipocampo, en
donde se observa el incremento en la intensidad de fluorescencia debido al tratamiento
cronico, tanto con MPH, asi como con ATX en comparacion con el grupo CN.
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Figura 25. Evaluacion de la oxidacién de la DHE en las regiones CA1, CA2, CA3y GD del hipocampo
del grupo CN. A) Reconstruccidon generada a partir de cuatro microfotografias tomadas con un
microscopio confocal a un aumento de 5x, de la regién hipocampal completa. Se evalu6 la intensidad
de la fluorescencia promedio en 4 micrografias por rata para la regién. (B) Promedio de la intensidad
de la fluorescencia hemisferio izquierdo (HI) en azul, derecho (HD) en rosay el promedio de ambas
cuantificaciones en amarillo (n=4).

54



Derecho

Izquierdo

B

0.20
0.184
0.164
0.144
0.124
0.10
0.08
0.06
0.044
0.024

0.00

CA1l

Fluorescencia relativa DHE (U. A.)

0.20
0.184
0.164
0.14
0.124
0.104
0.08
0.06
0.04
0.024

-

HD
CA3

1
Promedio

0.00

Fluorescencia relativa DHE (U. A.)

HI

HD

1
Promedio

Fluorescencia relativa DHE (U. A.)

Fluorescencia relativa DHE (U. A.)

0.20
0.184
0.164
0.14
0.124
0.10
0.08
0.06
0.044
0.024

0.00

0.20
0.184
0.164
0.144
0.124
0.10
0.08
0.06
0.044
0.024

0.00

CA2
—&—
1EE—. ==
1 1 1
HI HD Promedio
GD
1 1 1
HI HD Promedio

Figura 26. Evaluacion de la oxidacion de la DHE en las regiones CA1l, CA2, CA3y GD del hipocampo
del grupo tratado crénicamente con MPH. A) Reconstruccion generada a partir de cuatro
microfotografias tomadas con un microscopio confocal a un aumento de 5x, de la regidon hipocampal
completa. Se observo un incremento en la intensidad de fluorescencia en todas las regiones del
hipocampo debido al tratamiento con MPH, comparado con el grupo CN. (B) Promedio de laintensidad
de la fluorescencia. Hemisferio izquierdo en azul (HI), derecho en rosa (HD) y el promedio de ambas

cuantificaciones en verde (n=4).
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Figura 27. Evaluacion de la oxidacion de la DHE en las regiones CA1, CA2, CA3 y GD del hipocampo
del grupo tratado crénicamente con ATX. A) Reconstruccion generada a partir de cuatro
microfotografias tomadas con un microscopio confocal a un aumento de 5x, de la regidon hipocampal
completa. Se observé un incremento en la intensidad de fluorescencia en las regiones CA1ly CA2 del
hipocampo debido al tratamiento con ATX, comparado con el grupo CN. (B) Promedio de laintensidad
de la fluorescencia, hemisferio izquierdo en azul (HI), derecho en rosa (HD) y el promedio de ambas
cuantificaciones en morado (n=4).
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Control

Figura 28. Niveles de superoxido después del tratamiento crénico con MPH o ATX. Reconstruccion
generada a partir de cuatro microfotografias tomadas con un microscopio confocal a un aumento de
5%, en la region del hipocampo. El tratamiento crénico con MPH indujo el incremento en la intensidad
de fluorescencia por la oxidacion de DHE en la capa de células piramidales de todas las regiones del
hipocampo con respecto al grupo CN. El tratamiento cronico con ATX indujo el incremento en la
intensidad de fluorescencia por la oxidacién de DHE en la capa de células piramidales en las regiones
CAly CA2 del hipocampo con respecto al grupo CN.

Al realizar el andlisis estadistico del incremento en la oxidacion de la DHE (intensidad de la
fluorescencia) en los tres grupos y en las 4 regiones hipocampales, como se muestra en la
Figura 29, se puede observar que el tratamiento crénico con MPH incremento
significativamente la intensidad de fluorescencia en la capa de células piramidales en todas
las regiones del hipocampo comparado con el grupo CN y el tratamiento crénico con ATX
incremento significativamente la intensidad de fluorescencia en la capa de células piramidales
principalmente en las regiones CAl1 y CA2 del hipocampo con respecto al grupo CN. Cada
punto en las graficas representa el promedio de la intensidad de la fluorescencia cuantificada
en 8 micrografias por region para cada grupo de ratas. Finalmente, ambos tratamientos
cronicos tuvieron efectos nocivos causando un incremento en oxidacion de la DHE en el
hipocampo de la rata, lo cual es un indicativo de incremento en los niveles de estrés oxidativo
como se resume en la Figura 30.
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Figura 29. Cuantificacién de la oxidacion de la DHE en los tres grupos y en las cuatro regiones
hipocampales y andlisis estadistico. Donde se puede observar que el tratamiento crénico con MPH
incremento significativamente la intensidad de la fluorescencia por la oxidaciéon de la DHE en todas
las regiones del hipocampo como comparado al grupo CN y el tratamiento crénico con ATX
incrementd significativamente la intensidad de fluorescencia por la oxidacion de DHE en las
regiones CAl y CA2 del hipocampo como comparado al grupo CN. Cada barra corresponde al
promedio del nivel de la intensidad de la fluorescencia de la region por rata en un total de 8
micrografias tomadas a un aumento de 5x. Los valores indican la media + DE, prueba ANOVA de
una via con prueba post hoc de Bonferroni, intervalo de confianza 95%, P de 0,05, un asterisco (*),
P entre 0,01y 0,05, dos asteriscos (**) P entre 0,01 y 0,001, tres asteriscos (***). n=4 por grupo.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS

Metilfenidato (MPH)

Atomoxetina (ATX)

Densidad neuronal con VC |CA1 = |CA2 = |[CA3 ! |CA1 | |[CA2 = |CA3 )}
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Figura 30. Resumen de los resultados obtenidos. Se presenta el resumen para cada procedimiento
experimental realizado después de los tratamientos crénicos con MPH y ATX en la rata, en las

subregiones hipocampales donde fueron evaluados. Las flechas rojas indican un incremento To
disminucién ¥ en comparacion al grupo control y en las regiones donde no se encontraron cambios

significativos se indican con un signo =.
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VIl. DISCUSION

El hipocampo est& directamente relacionado con la sintomatologia en pacientes con TDAH,
qgue incluye un aumento de la inatencion e impulsividad debidas a la disfuncion de redes
neuronales moduladas por esta region cerebral. Pacientes con el trastorno presentan atrofia
generalizada en la region del hipocampo, pero con mayor impacto en las subregiones, CA1,
CA2, CA3y CA4 (Hoogman et al., 2017; Al-Amin et al., 2018). Esta region del sistema limbico
asociada a la memoria es modulada por el sistema dopaminérgico durante la transmision
sinptica, mediante la entrada de fibras dopaminérgicas con origen en el area tegmental ventral
(VTA), nucleo accumbens NAc, locus coeruleus LC o sustancia nigra pars compacta SNpc
(Duszkiewicz, A. J. et al., 2019; Palacios-Filardo & Mellor, 2019; Edelmann & Lessmann, 2018).

Aun cuando se tiene evidencia de que los tratamientos con MPH y ATX son eficaces en la
regulacion de mecanismos cerebrales relacionados con la via catecolaminérgica, para la
disminucién de los sintomas del TDAH (Wu, C. S. et al., 2021; Wolraich, M. L. et al., 2019). El
mecanismo de accion de estos medicamentos que incrementan los niveles de DA y NA en el
espacio sinaptico (Kowalczyk, O. S. et al., 2019; Wu, C. S. et al., 2021) podria tener efectos
adversos en la actividad fisiol6gica del cerebro de los pacientes. El mecanismo de accion de
la ATX y el MPH produce acumulacibn de catecolaminas resultante de inhibir los
transportadores de NA y DA a nivel presinaptico, lo que podria propiciar la autooxidacion de
éstas, generando especies como DA o-quinonas, aminocromo y 5,6-indolequinona, ademas
de subproductos como el anion superoxido y radical de oxigeno (Goldstein & Kopin, 2017; Cai,
Y. etal., 2021; Herrera, A. et al., 2017).

Ademas, la fisiopatologia del TDAH sigue siendo aun desconocida, pero cada vez hay mas
evidencia que sugiere que el TDAH es atribuible a la neurotransmisiébn dopaminérgica
disfuncional (Corona, J. C. 2018; Del Campo, N. et al., 2011; Prince, J. B. 2008) y también, el
estrés oxidativo y la neuroinflamacién podrian estar participando en la fisiopatologia (Lopresti,
A. L. 2015; Joseph, N. et al., 2013; Corona, J. C. 2020) y posiblemente el tratamiento con MPH
y ATX podrian estar agravando dichos factores.

Por lo tanto, nosotros quisimos evaluar el efecto del tratamiento crénico con los farmacos
utilizados comunmente para el tratamiento del TDAH y el impacto que tienen, sobre el dafio
celular, sobre el estrés oxidativo y sobre la neuroinflamacién en el hipocampo de la rata joven,
ya que no hay muchos estudios que describan tal efecto. Considerando la edad de inicio del
tratamiento en pacientes con el trastorno y como en el ambito clinico es necesario un uso
prolongado del medicamento; en el presente trabajo se planted evaluar el posible dafio celular
ocasionado durante la etapa prepuberal en la rata.

Primero evaluamos si el tratamiento crénico con MPH y ATX desencadenaba un proceso de
dafio neuronal en las regiones Cornu Ammonis del hipocampo. Mediante la tinciéon con VC se
encontré que el tratamiento crénico con MPH (10 mg/kg) en la rata durante 28 dias, produjo
una pérdida de neuronas piramidales, la cual fue estadisticamente significativa en la region
CA3 del hipocampo de la rata en comparacion con el grupo CN (Figura 18), estos datos nos
estarian indicando que el tratamiento cronico con MPH esta generando ROS a partir de la
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autooxidacion de catecolaminas en el espacio sinaptico incrementando el estrés oxidativo
(Goldstein & Kopin, 2017; Herrera et al., 2017), ya que cuando nosotros medimos la oxidacion
de la DHE después del tratamiento crénico con MPH, se observGé un incremento
estadisticamente significativo en la intensidad de la fluorescencia en la capa de células
piramidales de todas las regiones del hipocampo comparado al grupo CN (Figura 29).

Previamente, se ha demostrado que el tratamiento cronico con MPH a dosis de 1, 2 y 10 mg/kg
en la rata joven (DPN 25) induce la formacion de especies reactivas de acido tiobarbitdrico
(TBARS, la cual mide los productos de peroxidacion de lipidos (estrés oxidativo) en células y
tejidos) y la oxidacién o carbonilacion de proteinas, lo cual fue atribuido al estrés oxidativo
producido en regiones como el hipocampo, la corteza prefrontal, el cuerpo estriado y el
cerebelo de la rata Wistar; en el mismo modelo se reporto el aumento en la actividad de SOD
dentro del hipocampo y la corteza cerebral y disminucién en el cuerpo estriado (Martins, M. A.
F. etal., 2006; Gomes, K. M. et al., 2007). También, se han demostrado alteraciones en la
actividad de enzimas antioxidantes debido al tratamiento cronico con dosis de 2, 5, 10 y 20
mg/kg de MPH en rata Wistar adulta, la actividad de enzimas como la SOD, GSH, GPx y GSH
se han visto disminuidas en regiones como la corteza cerebral y el hipocampo, en este Ultimo
se encontré disminucion de la cantidad de neuronas cuantificadas en las regiones CA1 y GD
para las dosis mas altas (Motaghinejad, M. et al, 2016). Mientras que en rata SHR adulta
(DPNG60) el tratamiento cronico con MPH (2 mg/kg) mostré un incremento de TBARS en
cerebelo, corteza prefrontal, hipocampo, y cuerpo estriado, asi como una reduccion en la
actividad de SOD y CAT (Comim, C. M. et al, 2014). Asi mismo, se ha demostrado que la
administracion cronica de MPH (1, 2 o 10 mg/kg, por via intraperitoneal) a ratas adultas de 60
dias, altera el metabolismo energético, ya que puede inhibir la funcién mitocondrial al disminuir
la actividad del complejo I, 11, Il y IV en el hipocampo, la corteza prefrontal, y el cuerpo estriado,
lo cual incrementa aiin mas las ROS y disminuye la produccion de ATP (Fagundes, A. I. et al.,
2010); el mismo tratamiento con MPH en ratas Wistar jovenes (DPN25) y adultas (DPN60)
mostroé dafio en el DNA, en el cuerpo estriado y el hipocampo (Andreazza, A. C. et al., 2007).

En la evaluacién de superéxido se incluyd a la region del GD (Figura 29), esta region
hipocampal se ha relacionado con la presencia de células progenitoras neurales y gliales,
aunque la mayoria de las células generadas en GD se diferencian a neuronas que
posteriormente migran (Cameron, H. A. et al., 1993; Kohman & Rhodes, 2013). Previamente,
se evalué el efecto del MPH y la ATX sobre la proliferacion celular y la diferenciacion neuronal
en el GD del ratén y el tratamiento crénico con MPH, pero no la ATX, mejoré la proliferacion
celular y la diferenciacién de neuroblastos a través del aumento en los niveles del factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Lee, T. H. et al., 2012). Sin embargo, los resultados
obtenidos mostraron un aumento significativo de estrés oxidativo en el GD de la rata debido al
tratamiento con MPH, asi como tendencia a incrementar debido al tratamiento con ATX. Por lo
gue, se ha propuesto que el aumento persistente del estrés oxidativo conduce a la reduccion
en la produccion de neuronas en el hipocampo, no solo por falla en la proliferacién de células
progenitoras y la diferenciacion neuronal reducida, también por la falta de supervivencia de
estas (Huang, T. et al., 2015). Todo lo anterior estaria indicando que el dafio neuronal
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hipocampal observado debido al tratamiento cronico con MPH en la rata parece estar asociado
a un incremento del estrés oxidativo debido al dafio de diferentes componentes celulares.

Por otra parte, el tratamiento cronico con ATX (3 mg/kg) en la rata durante 28 dias, también
produjo una pérdida de neuronas en la capa de células piramidales, la cual fue
estadisticamente significativa en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo de la rata tratada con
respecto al grupo CN (Figura 18) de igual manera estos resultados nos estarian indicando que
el tratamiento cronico con ATX generé ROS a partir de la oxidacion de catecolaminas en el
espacio sinaptico incrementando el estrés oxidativo (Swanson, C. M. et al., 2006; Hussain, L.
S. et al., 2022; Goldstein & Kopin, 2017). Lo cual se confirmé al medir la oxidacion de la DHE
después del tratamiento crénico con ATX donde se observo un incremento estadisticamente
significativo en la intensidad de fluorescencia por la oxidacion de DHE en las regiones CAly
CA2 del hipocampo comparado al grupo CN (Figura 29). Actualmente hay muy pocos datos
de los efectos neurotoxicos debido al tratamiento con ATX; asi, previamente un estudio in vitro
del equipo del laboratorio demostré que el tratamiento con concentraciones altas de ATX en
células SH-SY5Y diferenciadas a un fenotipo parecido a neuronas incrementa la tasa de ROS
citosélicas y mitocondriales, lo que produjo dafio celular y alteraciones en la funcion
mitocondrial (Corona, J. C. et al., 2019, Carredn-Trujillo, S. et al., 2022).

Un estudio in vivo, evaluo la generacion de ROS debido al tratamiento crénico con ATX (0.5,
1y 2 mg/ml) en cerebro de rata Wistar, encontrando diferencia significativa en la cantidad de
astrocitos y oligoendrocitos presentes en putamen - caudado, asi como induccion de la
produccion de NF-kB un factor de transcripcion que se activa en respuesta al estrés oxidativo,
por lo que asocia el uso de ATX al aumento en la produccion de ROS (Gur, F. et al., 2021).
Mientras que en rata Sprague—Dawley el tratamiento oral de 0,05 g/kg de atomoxetina,
administrado de forma crénica durante 21 dias, mostr6 aumento en la expresion de las
subunidades del receptor GABA A, en Uqcrc2 (proteina del complejo ubiquinol-citocromo ¢
reductasa 2) y SNAP-25 (proteina asociada a sinaptosomas de 25 kDa), un gen candidato en
la fisiopatologia del TDAH, implicado en el crecimiento axonal, la plasticidad sinaptica y la
regulacién de la liberacion de neurotransmisores (Lempp, T. etal., 2013). Nuevamente
nuestros resultados nos estarian indicando que el dafio de las células piramidales en las
distintas regiones del hipocampo debido al tratamiento crénico con ATX en la rata parece estar
asociado con un incremento en el estrés oxidativo.

Se ha demostrado que las neuronas piramidales de la region CAl del hipocampo son mas
susceptibles o vulnerables a la degeneracion por dafo oxidativo que las regiones CA2 y CA3
(Sarnowska, A. 2002). Asi, la region CAl del hipocampo hubo un mayor efecto tras el
tratamiento cronico con ATX, Sin embargo, el tratamiento cronico con MPH no disminuyo
significativamente la cantidad de células presentes en la regiébn CAl, por lo que se puede
atribuir un mayor dafio celular al uso crénico de ATX. Ademas, se ha demostrado que hay una
mayor susceptibilidad a la pérdida neuronal en las regiones CA1 y CA3 debido a la exposicion
cronica al frio como modelo de estrés cronico (Xu, B. et al. 2019), lo que corrobora los datos
obtenidos debido al tratamiento crénico con ambos farmacos, disminuyendo la cantidad de
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neuronas presentes en la regiéon CA3 de forma sustancial (Figura 18). Estos resultados se
correlacionan con lo observado previamente por Schmitz y colaboradores en donde se
demostré un decremento en la cantidad de neuronas de la regién hipocampal debido al
tratamiento cronico de 30 dias con MPH (2 mg/kg) en ratas jévenes (DPN15) aunque no
incluyeron una diferenciacion de las subregiones de este (Schmitz, F. et al.,, 2016).
Previamente, Fotopoulos y su equipo de trabajo evaluaron por resonancia magnética
estructural, como la exposicion acumulada medicamentos utilizados en el tratamiento del
TDAH (segun el historial farmacoldgico de pacientes con el trastorno) se relacionan con
volimenes mas pequefios en la region CA1l del hipocampo, sin un analisis por tipo de
medicamento ya que se considerd en un solo grupo psicoestimulantes y no psicoestimulantes.
(Fotopoulos, N. H. et al., 2021).

Es relevante comentar que la inervacion de las fibras noradrenérgicas al hipocampo provienen
principalmente de la SNpc, VTAy LC (Hussain, L. S. et al., 2022; Rho, H. J. et al., 2018; Chen,
A. P. et al., 2021); ademas, se evalu0 esta inervacion en el desarrollo del cerebro de rata y se
encontré que en el DPN4 la principal cantidad de fibras inmunorreactivas a la tirosina
hidroxilasa (TH) y a la dopamina-beta-hidroxilasa (DBH), se encuentran en la regiéon CA1, pero
en el DPN55 la region CA3 es la que contiene una mayor cantidad de TH y DBH, por lo que se
sugiere que la funcién noradrenérgica en el hipocampo puede cambiar a medida que la rata
madura (Moudy, A. M. et al., 1993, Edelmann & Lessmann, 2018). Debido a esto la actividad
del MPH y ATX podria afectar de forma predominante la regiéon CA1 al inicio del tratamiento
DPN23 y posteriormente la regiéon CA3 ya que el tratamiento finalizo en el DPN51, y asi la
inervacion noradrenérgica se encontraria en mayor cantidad en esta region.

Por otro lado, en la region CA2 el tratamiento con ambos farmacos no mostré un decremento
significativo de neuronas con respecto al grupo CN (Figura 18). La cantidad de fibras
noradrenérgicas en esta region es baja en comparacion con las otras (Moudy, A. M. et al.,
1993), por lo que el efecto farmacolégico del MPH y ATX no afectaria gravemente la region
CA2. Ademas, se ha demostrado en modelos de isquemia y epilepsia una mayor conservacion
de las células piramidales de CA2 en comparacion con CA1ly CA3, debido posiblemente a una
menor exposicion estructural a dafio excitotoxico y por su capacidad de disipar estimulos sin
presencia de inhibidores, ya que presentan una mayor expresion de las proteinas
parvalbimina y calbindina-128D (proteinas de unién a Ca?') que le confieren proteccion
(Williamson & Spencer, 1994; Tzakis & Holahan, 2019), siguiendo con el anterior razonamiento
lo encontrado para la region CA2 demuestra una mayor resistencia al dafio con respecto a las
regiones CAly CA3.

Por otra parte, en este trabajo nosotros investigamos los efectos del tratamiento crénico con
MPH y ATX sobre la neuroinflamacion en el hipocampo de la rata, debido a que la
neuroinflamacion es un proceso intimamente relacionado con el estrés oxidativo y la
neurodegeneracion (Vazquez-Gonzalez et al., 2023). Durante la respuesta inflamatoria del
SNC, se observa una presencia importante de astrocitos tipo Al reactivos, cuya actividad
incluye la formacion de cicatrices, proporcion de nutrientes a los axones en regeneracion y
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regulacion positiva de genes responsables de la formacion de sinapsis. Los astrocitos Al estan
presentes en distintas enfermedades neurodegenerativas por lo que se ha propuesto que la
neuroinflamacion pudiera estar impulsando la neurodegeneracion (Liddelow, S.A. et al., 2017).

Para evaluar la neuroinflamacion producida por ATX y MPH se realiz6 una IHC contra GFAP,
con lo cual se pudo observar el cambio en la cantidad de astrocitos reactivos presentes en las
regiones CA1, CA2 y CAS, asi como zonas circundantes a las mismas (Figuras 20-24). Ante
lo observado con la tincion con VC se esperaba un aumento en la cantidad de células GFAP
positivas principalmente en las regiones CA1 y CA3 con respecto al grupo CN, este efecto fue
confirmado para ambos tratamientos cronicos donde se encontré un numero significativamente
mayor de astrocitos reactivos (Figura 24), siendo mas evidente el efecto producido por el
tratamiento con ATX. Mientras que el con el tratamiento con MPH en la regiéon CA2 (Figura
24) se observo6 una tendencia a incrementar sin ser estadisticamente significativo, pero si para
el tratamiento con ATX, indicado que el tratamiento crénico con ATX indujo un mayor impacto
sobre la cantidad de astrocitos reactivos en todo el hipocampo.

Se ha descrito el impacto de la astrogliosis excesiva sobre la exitoxicidad por glutamato, la
cual conduce a la neurodegeneracion, lo que podria explicar la relacién entre los resultados
obtenidos con la tincién de VC en las areas donde se encontré mayor cantidad de astrocitos
GFAP positivos (Schousboe & Waagepetersen, 2005). Al iniciar un proceso de
neuroinflamacién debido al tratamiento crénico con ATX y MPH, aumentaron la cantidad de
astrocitos reactivos en las regiones descritas por lo que tal vez el metabolismo de glutamato
no se llevé a cabo correctamente. Ademas, previamente se demostrdo que el tratamiento
cronico de 30 dias con MPH (2 mg/Kg) disminuy la absorcion de glutamato en el hipocampo
de ratas jovenes provocando excitotoxicidad (Schmitz, F. et al., 2016). EI metabolismo del
glutamato depende en gran medida de los astrocitos por la cantidad de transportadores de
glutamato que poseen (Schousboe & Waagepetersen, 2005). Previamente se menciond la
importancia del glutamato en la actividad fisiol6gica del hipocampo, asi como el papel de GABA
en los sintomas conductuales del TDAH, lo que sugiere que hay concentraciones
extracelulares de GABA disminuidas en el hipocampo (Sterley, T. et al., 2013). Ademas de su
papel regulador en la transmisién glutamatérgica los astrocitos y la microglia generan ROS
durante el proceso de neuroinflamacion, que si sobrepasan la capacidad de defensa
antioxidante posteriormente pueden ocasionar estrés oxidativo, propiciando la
neurodegeneracion y convirtiéndose en un ciclo de inflamacion, oxidacion y perdida neuronal
(Vazquez-Gonzélez et al., 2023; Sheng, W. S. et al., 2013; Chen, Y. et al., 2020).

Hay diversos estudios que reportan como el tratamiento con MPH induce neuroinflamacion;
Motaghinejad y su equipo de investigacion evaluaron el efecto sobre la inflamacion y el estrés
oxidativo en rata Wistar adulta (DPN56) tras el tratamiento agudo con dosis de 2, 5, 10y 20
mg/kg de MPH, encontrando un incremento en la expresion de las citocinas proinflamatorias
IL-1B8 y TNFa en el hipocampo y la corteza cerebral (Motaghinejad, M. et al 2017). En raton
Swiss Webster de 28 dias, tratado con 1 o 10 mg/kg de MPH de forma cronica (durante 12
semanas) o aguda (una sola dosis), se encontré un aumento en la expresion de genes en el
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cuerpo estriado los cuales incluyen genes proinflamatorios como TNFa e IL-6, también se
observo un incremento del numero de células microgliales totales y activadas en SNpc asi
como una reduccién del 20 % en las neuronas de dopamina en esta misma region (Sadasivan,
S. etal., 2012). Mientras que en ratas Sprague Dawley jovenes (DPN 14) administradas via
oral con soluciones de 4, 10, 30 y 60 mg/kg de MPH durante tres meses, se encontré una
mayor unién a [3H] PK 11195 (isoquinolina carboxamida con unién selectiva al receptor
periférico de benzodiacepinas) que tiene sitios de union principalmente en las células gliales,
incluidas la microglia y los astrocitos, por lo que en dicho estudio fue indicador de aumento en
la activacion microglial en cortezas somatosensoriales primarias y secundarias, las cortezas
motoras primarias y secundarias, la corteza insular, hipocampo, talamo, globo palido y SNpc
(Carias, E. et al., 2018). También se ha demostrado que el tratamiento con MPH induce la
activacion de los astrocitos en co-cultivos de neuronas, sin embargo, esta activacion fue
reversible después de dos dias de cultivo con medio normal (Narita, M. et al, 2009).

Los estudios del tratamiento con ATX sobre la neuroinflamacion son limitados, asi, se ha
demostrado que la NA provoca que el fenotipo de la microglia cambie y libere citosinas
proinflamatorias como IL-6, IL-1B8 y TNFa, lo que sugiere que provoca neuroinflamacion (Cao,
S. et al, 2019). Por otro lado, hay estudios que han demostrado que el tratamiento agudo con
ATX tiene efectos antiinflamatorios, debido a la reduccién en la expresion de IL13, TNFa e
INOS asi como los marcadores de activacion microglial como CD11b y CD40 después del
tratamiento sistémico con LPS en la corteza cerebral de la rata (O’Sullivan, J. B. et al., 2008).
Ademas, en jerbos sometidos a isquemia cerebral, se realizaron un pre y postratamiento con
ATX a concentraciones de 15 y 30 mg/kg, tres dias antes o después de la isquemia,
encontraron que el pretratamiento con 30 mg/kg de ATX mostro un efecto neuroprotector sobre
las neuronas piramidales de la region CAl, ademas de atenuar la activacion de astrocitos y
microglia (Park, J. O. et al., 2015). Por tal motivo se necesita ampliar la investigacion sobre los
efectos crénicos del tratamiento con la ATX en el cerebro, con relaciébn al proceso de
inflamacion.

Los niveles incrementados de superéxido (DHE) fueron en las areas donde se presenté una
mayor inflamacion y pérdida neuronal. Los procesos de inflamacion, oxidacion vy
neurodegeneracion se dan de manera consecutiva, en este caso el tratamiento crénico con
MPH y ATX son un factor desencadenante del proceso, ya que pueden generar un exceso de
catecolaminas (DA y NA) lo cual, posiblemente genere la autooxidacion y el subsecuente dafio
oxidativo producido por las ROS, el estrés oxidativo a su vez puede tener efectos en el proceso
inflamatorio y finalmente producirse dafio neuronal. Sin embargo, su participacion no es
necesariamente igual, ya que mientras el tratamiento con ATX muestra un proceso avanzado
de inflamacion y neurodegeneracion en el DPN52, el nivel de oxidacion para la region CA3 no
es significativamente mayor que en el grupo CN. Pero el tratamiento con MPH presenta niveles
elevados de estrés oxidativo, sin mostrar una neurodegeneracion significativa para la region
CALl.
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Es importante considerar que en el presente estudio se utilizo la rata Wistar que no presenta
alteraciones en la via catecolaminérgica, ni un fenotipo similar al TDAH, sin embargo,
previamente se ha reportado que en pacientes con el trastorno existe una respuesta al estrés
oxidativo insuficiente asi como un estado inflamatorio incrementado (Lopresti, A. L. 2015;
Joseph, N. et al., 2013), por lo que el incremento en los niveles de estrés oxidativo en cerebro
sano ocasionado por los farmacos aunado a un estado deficiente de respuesta contribuiria al
dafio celular y la neuroinflamacion.

Finalmente, hacen falta estudios exhaustivos con distintas dosis tanto de MPH como de ATX,
sobre el proceso de muerte neuronal, sobre estrés oxidativo y sobre la neuroinflamacién en el
hipocampo y en otras regiones cerebrales implicadas en el TDAH, asi como una distincion
entre machos y hembras. Dichos estudios nos podrdn ayudar a comprobar los efectos de
diferentes dosis de dichos farmacos y poder confirmar nuestros hallazgos, para asi explorar
mas a fondo los distintos mecanismos subyacentes.
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Figura 31. Principales hallazgos del presente estudio. En el esquema se puede observar que el
tratamiento crénico con MPH incremento significativamente la intensidad de la fluorescencia debido
a la oxidacién de la DHE en todas las regiones del hipocampo, asi como la muerte neuronal en la
region CA3y la neuroinflamacién en las regiones CAly CA3. Mientras que el tratamiento crénico con
ATX incremento significativamente la intensidad de fluorescencia debido a la oxidacion de la DHE en
las regiones CAl y CA2 del hipocampo, muerte neuronal en las regiones CAl1 y CA3 y la
neuroinflamacién en las tres regiones evaluadas del hipocampo. También se muestra la
representacion de los niveles basales de la oxidacion de la DHE y la densidad neuronal e inflamacion
en el grupo control.
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VIIl. CONCLUSIONES

En conclusion, los hallazgos presentados demuestran que el tratamiento crénico con MPH y
ATX en la rata producen dafo disminuyendo de forma significativa la densidad neuronal en
subregiones del hipocampo, y la acumulacion de superoxido, asi como un incremento en el
namero de astrocitos reactivos (neuroinflamacién) en el hipocampo. En resumen, el
tratamiento cronico con los medicamentos utilizados actualmente para el TDAH (MPH y ATX),
ocasionaron efectos nocivos en el cerebro de la rata, mas alla de la inhibicion de los
transportadores de dopamina y norepinefrina respectivamente.

IX. PERSPECTIVAS

Se requieren realizar mas experimentos sobre el tratamiento cronico con MPH y ATX con
relacion al dafio producido sobre el hipocampo, como se observé en la densidad neuronal, la
neuroinflamacion y la acumulacién de especies reactivas. Asi mismo, hacen falta mas estudios
para evaluar el efecto de los medicamentos en diferentes dosis y sobre otras regiones de
importancia en la fisiopatologia del TDAH.
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