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“No es la mas fuerte de las especies la que sobrevive, tampoco
es la mas inteligente. Es aquella gue es mas adaptable al
cambio”.

(“It is not the strongest of the species that survives, nor the most intelligent that survives. It is the
one that is the most adaptable to change”).

Charles Darwin.
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RESUMEN

La exposicion prenatal a alcohol produce afecciones en el sistema dopaminérgico mesolimbico
cortical caracterizadas por una reduccion de la actividad de las neuronas dopaminérgicas (DA)
del area tegmental ventral (ATV), la cual puede ser normalizada tras la administracién de
metilfenidato (MP), un farmaco que actla en éste sistema de neurotransmision. En estudios
previos hemos encontrado que este tratamiento con alcohol prenatal produce hiperactividad e
impulsividad en ratas durante la pre-pubertad. Se ha descrito que existen, al menos, dos tipos de
conducta impulsiva; una motora o reactiva y otra cognitiva o de eleccion y se ha propuesto que
ellos estan mediados por diferentes procesos neurales que afectan la conducta a distintos niveles.

Con estas bases, el presente estudio analizé el efecto del MP sobre la impulsividad motora y
cognitiva en la prepubertad y la prevalencia de esta conducta en la edad adulta de ratas que
fueron tratadas prenatalmente con alcohol. Ademas de evaluar los niveles de DAy NA en NAc y
CPFm al término del tratamiento en la preubertad y en la edad adulta, ya que estos
neurotransmisores se han relacionado con la falla en el control inhibitorio ademéas de que el
metilfenidato tiene una accion directa sobre sus niveles en el cerebro. Utilizando ratas Wistar se
les administré un tratamiento prenatal con alcohol (dia 6 al 20 de gestacidn, 6g/Kg BW), se
registraron conductualmente las crias macho de éstas ratas a la par que recibian un tratamiento
con MP (3 mg/Kg ip), se sacrifico a la mitad de sujetos y los restantes permanecieron en
condiciones ad libitum hasta la edad adulta donde se registrbo nuevamente la conducta.
Finalmente se analizaron los niveles de DA y NA en CPFm y NAc. El tratamiento postnatal con
MP no disminuyo los niveles de impulsividad motora y cognitiva respecto a sus controles durante
la pre-pubertad, mientras que se observd un decremento significativo de ambos tipos de
impulsividad en la edad adulta, asi como un decremento en los niveles de inatencion respecto a su
grupo control. El tratamiento postnatal con MP no tuvo efecto sobre los niveles de DA y NA
tanto en NAc como en CPFm de las ratas en edad prepuber, pero en la edad adulta, las ratas
tratadas con MP tuvieron una tendencia a niveles de DA mayopres para ambas estructuras. Asi, el
MP en la prepubertad no afecta ni la IM ni la IC, posiblemente debido a que la evaluacion de la
conducta se hizo durante el pico maximo para el MP, sin embargo en la edad adulta tuvo un
efecto muy significativo, incrementando los niveles de atencion y haciendo mas efectivos a los

sujetos



ABSTRACT

Prenatal alcohol exposure produces affections in the mesolimbic dopaminergic system
characterized by a reduction in the activity of dopaminergic neurons (DA) of the ventral
tegmental area (VTA) that can be normalized after administration of methylphenidate (MP), a
drug that acts on this neurotransmitter system. In previous studies we found that this treatment
with prenatal alcohol produces hyperactivity and impulsivity in rats during pre-puberty. It has
been reported that there are at least two types of impulsive behavior, a motor or reactive and a
cognitive or choice and it has been proposed that they are mediated by different neural processes
that affect behavior at different levels. Whit this basis, the present study examined the effect of
MP on motor (MI) and cognitive impulsivity (Cl) in prepubertal age and this prevalence in
adulthood of rats that were treated prenatally with alcohol. In addition to assessing levels of DA
and NA in NAcc and mPFC at the end of treatment in prepubertal and adulthood, as these
neurotransmitters have been linked to the failure of inhibitory control that methylphenidate also
has a direct action on levels in the brain. Wistar rats were given a prenatal alcohol treatment (day
6 to 20 of gestation, 6g/Kg BW), male offspring of these rats were behaviorally recorded at the
same time receiving treatment with MP (3 mg / kg ip) and sacrificed, the half of the remaining
subjects were kept in ad libitum conditions until adulthood and the behavior were recorded again.
Finally the levels of DA and NE in mPFC and NAcc were analyzed. Postnatal treatment with MP
did not decrease the levels of motor and cognitive impulsivity compared to their controls during
pre-puberty, whereas a significant decrease of both types of impulsivity in adulthood, as well as a
decrease in the levels of inattention was observed compared to control group. Postnatal treatment
with MP had no effect on the levels of DA and NA in both NAcc and mPFC of rats in prepubertal
age, but in adulthood, rats treated with MP had a tendency to more DA levels for both structures.
Thus, the MP affects neither MI nor the ClI, possibly because the behavioral assessment was done
during the peak for the MP, but in adulthood had a significant effect, increasing levels and

making more effective the subjects.



INTRODUCCION

El sistema dopaminérgico mesolimbico cortical estd implicado en aspectos de recompensa,
ademas de estar relacionado con el reforzamiento de ciertas sustancias de abuso como los
psicoestimulantes. La exposicion prenatal a alcohol produce afecciones en este sistema de
neurotransmisiébn que se caracterizan por una reduccion de la actividad de las neuronas
dopaminérgicas (DA) del area tegmental ventral (ATV), la cual puede ser normalizada tras la
administracion de psicoestimulantes como el metilfenidato (MP) un farmaco que act(a en éste
sistema de neurotransmision y del cual no se conoce con claridad su mecanismo de accién
(Choong & Shen, 2004; Wang, Haj-Dahmane, & Shen, 2006; Xu & Shen, 2001; Heal, Smith &
Findling, 2011). En estudios previos encontramos que este tratamiento con alcohol prenatal
produce hiperactividad e impulsividad en ratas durante la prepubertad (Mufioz-Villegas & Juéarez,
publicacion en preparacion). Las afecciones en el sistema DA se han relacionado con algunos
trastornos clinicos (como el Trastorno de déficit de atencion con hiperactividad (TDAH)), en los
cuales el uso de psicoestimulantes como el MP son el tratamiento de eleccion al incrementar
tanto los niveles de DA extracelular disponibles como los de noradrenalina (NA). Se ha descrito
que dosis bajas de MP incrementan los niveles de DA y NA en CPF, al ser ésta una estructura
blanco de catecolaminas (Arnsten, 2006; Berridge et al, 2006). La DA es considerada uno de los
principales factores en la etiologia del TDAH, con base en: 1) La neurofarmacologia de los
tratamientos con psicoestimulantes; 2) las investigaciones de genética molecular; 3) los estudios
en pacientes con neuroimagen; y, 4) las caracteristicas conductuales y bioquimicas de los
diferentes modelos animales (Van der Kooji & Glennon, 2007). La atomoxetina (Atx), un
inhibidor selectivo de la recaptura de noradrenalina que actda inhibiendo al transportador
noradrenérgico presinaptico (NET), se ha utilizado también, méas recientemente, para tratar la
sintomatologia del TDAH.

Por otro lado, los efectos del alcohol prenatal en el terreno conductual no estan bien descritos, si
bien se sabe que una disfuncién en el sistema dopaminérgico puede repercutir en algunas
alteraciones conductuales como lo son la hiperactividad, ansiedad, impulsividad y la falta de
atencién, estas observaciones se han realizado en modelos animales en edad adulta y los
tratamientos con alcohol prenatal que se han usado presentan una gran variabilidad tanto en la

temporalidad como en la dosis.



El concepto de impulsividad es polifacético e implica varios aspectos, mediados por diferentes
procesos neurales que afectan la conducta a distintos niveles (Basar et al., 2010; Dalley, Mar,
Economidou & Robbins, 2008). En el DSM-V se define a la impulsividad como las acciones en
el momento en respuesta a estimulos inmediatos, de forma momentanea y sin un plan o
consideracion de los resultados, con dificultad para establecer y seguir planes. La impulsividad es
una faceta de un rasgo caracteristico de desinhibicion. También, se ha propuesto que existen, al
menos, dos tipos de conducta impulsiva; una motora o reactiva y otra cognitiva o de eleccion
(Winstanley et al., 2005; Dalley et al., 2008; Hand et al., 2009; Basar et al., 2010; Russell, 2011;
Juérez et al., 2013). La primera se refiere a una alteracién en el control inhibitorio que resulta en
una respuesta anticipada o bien en la falla para inhibir una conducta ya iniciada (Dellu-Hagedorn,
2006; Eagle et al., 2011; Sesia et al., 2010), y la segunda, también es una alteracion en el control
inhibitorio y se caracteriza por una falla en la capacidad para discernir y elegir opciones que
proporcionan una ventaja mayor en el mediano o largo plazo; por ejemplo, la incapacidad de
soportar la demora en la presentacion de un reforzador, esto es, elegir un reforzador pequefio pero
inmediato en su presentacion respecto a uno mayor pero con demora (Cardinal & Howes, 2005;
Dalley et al., 2008; Robinson et al., 2009; Winstanley et al., 2005).

Por otro lado, existen ciertas discrepancias en cuanto a la evolucidn de trastornos conductuales y
su prevalencia en la edad adulta. Si bien se sabe que en patologias como el TDAH la
sintomatologia persiste en la adultez, existen pocos estudios que evalien las diferencias
conductuales observadas en edad infantil y su persistencia en la edad adulta, y este nUmero se
reduce aln mas si afiadimos el efecto de tratamientos farmacoldgicos a temprana edad. Con esta
base, el presente estudio analiza el efecto del MP sobre la impulsividad motora y cognitiva en la
prepubertad y la prevalencia de esta conducta en la edad adulta de ratas que fueron tratadas
prenatalmente con alcohol. Ademas se evaluaron los niveles de DA y NA en NAc y CPFm al
término del tratamiento en la prepubertad y en la edad adulta, ya que estos neurotransmisores se
han relacionado con la falla en el control inhibitorio ademas de que el metilfenidato tiene una

accion directa sobre sus niveles en el cerebro.
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MARCO TEORICO

1. Alcohol Prenatal

Se ha descrito que la exposicion a alcohol durante la gestacion puede influir en la proliferacion y
diferenciacion celular del sistema nervioso central (SNC) ocasionando retardo en el crecimiento
cerebral y afecciones en el sistema limbico asi como en estructuras involucradas con funciones
cognitivas (Aloe, 2006). El alcohol cruza facilmente la placenta razén por la cual el feto alcanza
concentraciones que son similares a las de la sangre en la madre (Carneiro et al., 2005). Algunas
investigaciones han mostrado los efectos nocivos del consumo de alcohol sobre el aprendizaje,
habilidades, atencion y ejecuciones deficientes en tareas viso-espaciales en crias de ratas
expuestas a alcohol durante la gestacion (Riley & McGee, 2005). Por otro lado, se conoce que el
consumo de alcohol durante la gestacion esta asociado con el gen del transportador
dopaminérgico (DAT1) que se ha relacionado con el Trastorno de déficit de atencion con
hiperactividad (TDAH). Brookes y colaboradores (2006) analizaron una muestra de 2
poblaciones diferentes (Inglesa y Taiwanesa) de nifios diagnosticados con TDAH cuyas madres
hubieran consumido alcohol durante la gestacion, los autores reportan que existe una relacion
entre el TDAH, el polimorfismo en el intron 8 de este gen y un halotipo especifico comun
(observado en ambas poblaciones), el cual mostrd una interaccion significativa con el consumo
de alcohol prenatal; la interaccion entre el genotipo DATL1 y el alcohol prenatal sugieren que el
DAT1 modera de alguna forma los factores ambientales de riesgo y tiene implicaciones en la
prevencion del TDAH (Brookes et al., 2006). Por otro lado, el consumo de alcohol en dosis
elevadas durante la gestacion se ha asociado con diversos trastornos clinicos como el sindrome
feto alcohdlico (SFA) en el nacimiento, el cual se caracteriza por mostrar retardo en el
crecimiento, anormalidades morfolégicas y disfunciones en algunas funciones ejecutivas. Los
problemas en este Ultimo se observan en la reduccién de las actividades basicas de adaptacion,
incluyendo problemas en el aprendizaje y memoria, entre otros (Tattoli et al., 2001, Ryley &
McGee, 2005). Ademas, se sabe que la ingesta de alcohol durante la gestacion afecta de diferente
manera a diversas estructuras cerebrales, el grado de afectacion de cada area depende en gran
medida del periodo en que se realice el consumo y de la dosis; asimismo, la ingesta de alcohol no
solo afecta el desarrollo del cerebro si no también la funcionalidad neuronal, lo cual indica que se

alteran los sistemas de neurotransmisién (Ponnappa & Rubin, 2000). De igual manera, diversos
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estudios indican que la exposicidn a alcohol prenatal puede ocasionar cambios importantes en el
sistema dopaminérgico mesolimbico cortical (Shen, Hannigan, & Kapatos, 1999; Xu & Shen,
2001; Choong & Shen, 2004), el cual como es sabido es el sistema de neurotransmision que se
ha implicado en aspectos de reforzamiento a diversas sustancias de abuso, asi como en la
conducta motivada a objetivos, en procesos de aprendizaje y en diversas funciones cognitivas.
Experimentalmente se ha observado que ratas expuestas a alcohol durante la gestacion muestran
problemas atencionales similares a los observados en nifios con TDAH (Hausknecht, Acheson,
Kieres, Shen R, Richards & Sabol, 2005, Russell, 2011), y en trabajos previos de nuestro
laboratorio hemos visto que produce impulsividad e hiperactividad (Mufioz-Villegas & Juarez,
sin publicar, Juarez, Mufioz-Villegas, Guerrero-Alvarez & Flores-Ocampo, 2013).

La exposicion prenatal a altas dosis de alcohol (6 g/Kg BW del dia 7 al 20 de gestacion) produce
hiperactividad en las crias, también se ha demostrado que la plasticidad sinéptica en las
aferencias corticales al estriado dorsolateral (DL) estan involucradas en la patogénesis de la
hiperactividad. Experimentalmente se ha visto que la estimulacion de alta frecuencia (HFS)
induce una débil potenciacion a largo plazo (LTP) en ratas tratadas prenatalmente con alcohol
respecto a sus controles al dia 15 EPN. EI mismo protocolo de HFS indujo depresion a largo
plazo (LTD) en el grupo control pero la LTP permanecio en las ratas alcohol a los dias 30 y 40
EPN. Por otra parte, el aumento basal de la transmision sinaptica fue acompafiada por la
disminucion de los pares facilitadores de pulso (PPF) en las ratas alcohol el dia 30 EPN, mientras
que la perfusion con el antagonista D1R, SCH23390 restaurd la transmision sinaptica y bloqueo
la induccion anormal de LTP en las ratas alcohol el dia 30 EPN. La perfusion con el agonista a
D2R quinpirol revirtié la induccion de la LTP por el etanol en el receptor D1 y en el receptor
metabotrépico glutamatergico dependiente de LTP. Estos datos aportan evidencia funcional de
que la exposicién a alcohol prenatal produce anormalidades en la plasticidad sinaptica via
estriado DL afectando el equilibrio entre los receptores D1y D2 (Zhou, Wang & Zhu, 2012).
Desordenes cognitivos y conductuales, como la impulsividad se asocian con la exposicion
cronica a alcohol durante la gestacion en humanos, Olmstead y colaboradores (2009) evaluaron
los efectos del tratamiento prenatal con alcohol (4g/Kg BW) durante toda la gestacion (en
cobayos), sobre los niveles de impulsividad utilizando un paradigma Go/No-Go (descrito mas
adelante). Los autores reportan que el alcohol prenatal increment6 las respuestas de tipo No-Go

(impulsivas) respecto a las Go, lo cual indica un déficit en el control inhibitorio el cual asocian
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con un dafio en la corteza prefrontal (CPF) producida por el tratamiento prenatal con alcohol
(Olmstead, Martin, Brien & Reynolds, 2009). Mientras que en un estudio realizado
recientemente por Kim y colaboradores (2012), investigaron los efectos conductuales de la
exposicion prenatal al etanol en ratones y ratas (del dia 6 al 15 de gestacion, periodo en el que se
lleva a cabo el cierre del tubo neural y se da la diferenciacion neural) centrdndose en la
hiperactividad (campo abierto, 20 minutos), inatencion (laberinto en Y) y la impulsividad (The
Electro-Foot Shock Aversive Water Drinking Test). También observaron los cambios en el DAT
(expresado en las neuronas DA de la sustancia nigra (SN), ATV, como en las proyecciones al
estriado, NAc, CPF e hipotadlamo) vy en la expresion de MeCP2, el cual es un indicador
neurobiologico y epigenético determinante en el SFA y en las conductas hiperactivas, inatentas y
de la conducta impulsiva. Las crias de las ratas y ratones expuestos al alcohol prenatal
presentaron hiperactividad, inatencion e impulsividad, ademéas de un incremento en los niveles de
DAT y en el NET (relacionado con cambios epigenéticos probablemente por el estrés prenatal
producido por muchos toxicos incluyendo el alcohol) comparados con sus controles tanto en CPF
como en estriado. La exposicion a alcohol prenatal también decremento significativamente la
expresion de MeCP2 en ambas estructuras.

Estos resultados sugieren que la exposicion prenatal al alcohol induce hiperactividad, inatencion
y conductas impulsivas en roedores que podrian relacionarse con cambios epigenéticos y también
a una disfuncién del sistema de transportadores catecolaminérgicos (Kim et al., 2012). Por otro
lado, estudios farmacologicos han demostrado que el sistema dopaminérgico mesolimbico
cortical es critico para reforzar los efectos del alcohol (Appel, Wise, McDaid, Koyama, McElvain
& Brodie, 2006; Koyama, Brodie & Appel, 2007; Rathbun & Druse 1985), y se ha reportado
ampliamente en la literatura que la administracion prenatal de alcohol puede alterar los sistemas
neuroquimicos que estan involucrados en la motivacion y en aspectos de reforzamiento del
consumo del mismo. También se ha descrito que ésta exposicion puede alterar patrones de
respuesta relacionados a la percepcion de caracteristicas quimicas (olor y sabor) en crias
expuestas prenatalmente al alcohol, incrementando el consumo del mismo en la pubertad y la
edad adulta (Chotro & Arias, 2006). Por su parte, Barbier y colaboradores (2008) estudiaron el
efecto del tratamiento con alcohol con un paradigma de administracion desde 4 semanas antes del
inicio de la gestacion, durante la gestacion y en etapa postnatal hasta el destete (dia 21 EPN)

evaluando sus efectos en las crias sobre los aspectos recompensantes de la cocaina (edad adulta)
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y las alteraciones moleculares producidas por el mismo. Los autores reportan que la
administracion de alcohol en etapas tempranas de la vida puede tener implicaciones en la
plasticidad y funcionamiento cerebral asi como en la respuesta a drogas de abuso (cocaina) en
etapas posteriores de la vida. Las crias de las ratas expuestas al alcohol presentaron una
preferencia al lugar donde se les administraba cocaina, relacionando este incremento en el
consumo con el decremento significativo en la densidad de los transportadores DA estriales y no
con una preferencia per se a la droga (Barbier, Pierrefiche, Vaudry, Vaudry, Daoust, & Naassila,
2008). Por otro lado, se ha descrito que la administracion prenatal de alcohol disminuye la
actividad espontdnea tipo “marca paso” y otras propiedades de la membrana de las neuronas DA
en el area tegmental ventral (ATV) en animales en desarrollo y en adultos. Este efecto contribuye
en parte a la disfuncion del sistema DA mesolimbico cortical (Wang et al., 2006).

Los efectos del alcohol prenatal en el &mbito conductual no estan bien descritos, si bien se sabe
que una disfuncion en este sistema puede presentarse con ciertas alteraciones conductuales como
lo son: impulsividad, hiperactividad, ansiedad, falta de atencion entre otros, estos problemas
conductuales se han observado hasta el momento en modelos animales en edad adulta y en los
cuales existe gran variabilidad entre la temporalidad del tratamiento y la dosis a la cual se
administra el alcohol. En un trabajo realizado por Hausknecht y colaboradores (2005), se evalud
la atencion de ratas que fueron expuestas prenatalmente a alcohol (6g/Kg peso del dia 8 a 20 de
gestacion) en edad adulta, mediante una prueba de choice reaction time (CRT), reportando que
estos animales presentaron una mayor variabilidad en la distribucion de los tiempos de reaccion,
asociada a que las ratas respondian mas rapido que sus controles isocal6ricos quizas como
resultado de lapsos de atencion mas frecuentes. Ademas, de manera similar a lo que se observa en
nifios con TDAH, las ratas expuestas prenatalmente al etanol presentaron un nimero mayor de
respuestas falsas, asociando esto Ultimo a una inhibicion conductual deficiente, ademéas estos
autores sefialan que las alteraciones conductuales producto de la administracién prenatal de
alcohol puede ser mediada por substratos neuronales en comin, siendo el sistema DA de un
interés particular (Hausknecht et al., 2005). En estudios previos demostramos que el tratamiento
con alcohol en etapa prenatal (dia 8 al 20 de gestacion) ocasiona alteraciones conductuales en las
crias como hiperactividad e impulsividad (Figuras 1 y 2) que se pueden relacionar con una
deficiencia del sistema DA mesolimbico cortical. A su vez, las neuronas DA que proyectan de

ATV a regiones limbicas y corticales tienen un papel importante en la modulacién psicolégica y
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en funciones cognitivas. Datos de nuestro laboratorio han mostrado que el tratamiento prenatal
con alcohol ocasiona afectaciones en los niveles de DA en nucleo accumbens (NAc) y corteza
prefrontal medial (CPFm), incrementando los niveles de neurotransmisor significativamente en

NAC respecto a su control.
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Figura 1. Frecuencia de cruces por cuadrantes en los Figura 2. Tiempo total de traslado en puentes
3 dias de registro en la prueba de campo abierto para novedosos en la prueba de impulsividad para las
las ratas tratadas prenatalmente con sacarosa (1so) y ratas tratadas prenatalmente con sacarosa (Iso) y
con alcohol (Alc). La prueba fue de 5 minutos. con alcohol (Alc). Diferencias significativas entre
Diferencias significativas entre grupos Alc > Iso, grupos Iso > Alc, p<0.005 (*) y en el ancho de
p<0.05 (*) y entre dias 24 > 26 y 28, p=0.0001 (**), puente, 1 cm > 0.5 y 0.25 cm, p<0.001 (**), n=20.
n=20. Las barras indican la media + E.E.M. Las barras indican la media + E.E.M.

Ademas del estudio realizado en nuestro laboratorio, existen muy pocos estudios que analicen la
capacidad de respuesta del sistema DA o NA tras el tratamiento con alcohol prenatal. Si bien, algunos
estudios han descrito que en sujetos portadores de una disfuncién DA el tratamiento con anfetaminas
o metilfenidato (MP) produce una normalizacion en la actividad de las neuronas DA de ATV
(Choong & Shen, 2004; Shen, Choong & Thompson, 2006; Wang et al., 2006), no hay estudios que
analicen la capacidad de respuesta DA de este sistema ante la administracion de algun
psicoestimulante, y que evallen esta respuesta en sujetos infantiles versus adultos. En lo referente a
las alteraciones conductuales producidas por el tratamiento prenatal con alcohol, se han descrito
diversas estrategias de tratamiento en la literatura; sin embargo, pocas se relacionan con alteraciones
en el sistema DA y de los trabajos disponibles la mayoria evalta la conducta Unicamente en edad
adulta. Con este proposito en el laboratorio de Farmacologia y Conducta se desarrollé un paradigma
en ratas que permite evaluar tanto el control inhibitorio motor o reactivo como el cognitivo a en un
periodo corto de entrenamiento. Esta conducta operante consiste en que las ratas crucen por un puente

de transicién tras la presentacion de una sefial y asi obtengan un reforzador. De esta manera ésta
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prueba se considera una wait-to-go-signal task (impulsividad motora), o que crucen el puente tras la

eleccion entre dos alternativas de reforzador en una prueba Delay-discounting task (Juarez et al.,

2013). Para probar este protocolo se emplearon animales con una disfuncion en el sistema DA

producida por el tratamiento prenatal con alcohol (que ya se ha observado produce inatencion e

impulsividad en ratas, Mufioz-Villegas & Juarez, sin publicar). En la Tabla 1 se muestran algunos

estudios en los que se ha administrado alcohol durante la gestacion.

Tabla 1. Estudios en roedores en los que se utiliz6 un tratamiento prenatal con alcohol. (*) El tratamiento se
continud en etapa postnatal.

Autor Dosis y Tratamiento Resultados
Avrias et al. 0.5a 2.5 g/Kg BW, ig, dia Hiperactividad, tolerancia al alcohol postnatal.
(2008) 17 a 20 de gestacion.
Cagiano et al. 3% oral, 15 de gestacion al  Incremento en los niveles de ansiedad, aumento en los niveles
(2002) 7 EPN. de DA basal en NAc pero no en CPF (*).

Carneiro et al.
(2005)

Choong & Shen.
(2004)

Hausknecht et al.
(2005)

Juéarez et al.
(2013)

Olmstead et al.
(2009)

Rathbun & Druse.

(1985)

Shen et al.
(1999)

Sigh & Snyder
(1982)

Tattoli et al.
(2001)

Xu & Shen.
(2001)

0.5y 4 g/Kg BW, oral, 30
dias antes y durante toda la
gestacion.

6 g/Kg BW, ig, dia 8 a 20
de gestacién.

6 g/Kg BW, ig, dia 8 a 20
de gestacién.

6 g/Kg BW, ig, dia 8 a 20
de gestacién.

4 g/Kg BW, oral, toda la
gestacién.

6% v/v (dieta liquida), dia
1 a 20 gestacion.

6 g/Kg BW ig, dia 8 a 20
de gestacién.

20% v/v (dieta liquida), dia
1 a 20 gestacion.

3% oral, 15 de gestacién al
7 EPN.

6 g/Kg BW, ig, dia 8 a 20
de gestacion.

Incremento en los niveles de ansiedad, disminucion de la
actividad locomotora pero con incremento de conductas de
rearing y aseo, mayor inmovilidad en nado forzado y
decremento de los receptores D1y D2 en estriado e hipocampo.

Alteraciones del sistema dopaminérgico mesolimbico cortical.

Variabilidad en los tiempos de reaccién (CRT), inatencién,
incremento en las respuestas falsas.

Inatencién e Impulsividad, sin incremento en los niveles de
ansiedad.

Impulsividad (mayor nimero de respuestas No-Go).
Incremento de DA en hipotalamo, decremento de los niveles de

DA en CPF.

Disminucién de la
postsinapticos de DA.

sensibilidad de los receptores pre y

Bajo peso en las crias al nacer, disminucién en la ingesta de
alimento en la etapa postnatal, alteraciones conductuales (no
especificadas).

Hiperactividad, problemas de atencién, y memoria (*).

Reduccion de la actividad de neuronas DA en ATV.

BW peso corporal, DA dopamina, NAc nucleo accumbens, CPF corteza prefrontal, CRT choice reaction time, ATV
area tegmental ventral.
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Estudios anteriores de nuestro laboratorio demostraron que el tratamiento prenatal con alcohol
produce alteraciones conductuales respecto a sus controles isocaléricos (Juérez et al., 2013),
razén por la cual en este trabajo sélo se utilizaron sujetos con un tratamiento prenatal de alcohol y
no sujetos isocaléricos pues ahora, es de nuestro interés analizar cémo los cambios conductuales
son afectados con un tratamiento farmacoldgico que se ha observado actta incrementando tanto
los niveles de DA como los de noradrenalina (NA), es decir, con MP, el cual es ampliamente
empleado en la clinica para tratar la sintomatologia de trastornos conductuales en los que los
sistemas DA y NA estan intimamente relacionados. Ademas, hoy en dia no se conoce con certeza
si en la edad adulta se revierten o atenian estas alteraciones conductuales y mas aun, no esté bien
esclarecido lo que sucede con sujetos que recibieron tratamiento farmacologico Unicamente en la

infancia al llegar a la adultez.
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2. Dopamina

Resultados de estudios en humanos y animales, sugieren que la disfuncion del sistema
dopaminérgico mesolimbico cortical, originado en el ATV esta presente en diversos trastornos
conductuales como lo es TDAH y el SFA. Este sistema esta principalmente implicado en
aspectos de reforzamiento para diversas sustancias adictivas. La DA es considerada uno de los
principales factores en la etiologia del TDAH, esto con base en: 1) La neurofarmacologia de los
tratamientos con psicoestimulantes; 2) las investigaciones de genética molecular; 3) los estudios
en pacientes con neuroimagen; y, 4) las caracteristicas conductuales y bioguimicas de los
diferentes modelos animales (Van der Kooji & Glennon, 2007).

La DAy la NA son catecolaminas que se caracterizan por presentar en su estructura quimica un
grupo catecol (anillo bencénico con dos grupos hidroxilo). Tanto la DA como la NA se originan
de la misma molécula precursora la tirosina. La sintesis de las catecolaminas se muestra en la

Figura 3.
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Figura 3. Sintesis de catecolaminas (con base en Webster, 2001).
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Hay cuatro vias en la conduccion dopaminérgica: la mesolimbica (conexiones de ATV con
estructuras limbicas como en ndcleo accumbens, tubérculo olfatorio y la amigdala), la
mesocortical (ATV a CPF), la nigroestrial (sustancia nigra compacta a estriado) vy, la hipotalamo
tubero-infundibular (ndcleo arqueado hipotalamico, ndcleo paraventricular y glandula pituitaria).
En este estudio al referirnos a la via mesolimbica hablaremos tnicamente la conexion entre el
ATV y NAc, esta via esta involucrada principalmente en conductas motivadas a objetivos y en
procesos de aprendizaje, la mesocortical en funciones cognitivas y la nigroestrial en procesos de
control motor (Engert & Pruessner, 2008). Las vias mesolimbica y mesocortical se ha reportado
que estén involucradas en trastornos con afecciones conductuales como el TDAH; ya que la via
mesolimbica se ha asociado a conductas de tipo impulsivas y ante el reforzamiento de ciertas
sustancias de abuso, y la via mesocortical a la regulacién de procesos de informacion, atencion
selectiva, memoria de trabajo, lenguaje y planeacién (Van der Kooji & Glennon, 2007). En la
Tabla 2 Se resumen las funciones asociadas a las vias dopaminérgicas asi como los receptores
involucrados en las mismas.

ElI NAc forma parte del estriado ventral, el cual se caracteriza por tener conexién con estructuras
limbicas como la amigdala, hipocampo, talamo medial y con la CPF (Basar et al., 2010). La CPF
y el NAc son terminales DA funcionalmente significativas a largo y corto plazo en el uso de
sustancias de abuso como la cocaina, en ambas estructuras se observa un incremento en la
liberacion de neurotransmisor tras la administracion de la droga. Por otro lado, se ha descrito que
la CPF se activa durante procesos de atencion y memoria de trabajo, tanto la CPF como el NAc
se involucran en procesos de aprendizaje asociativo (respuesta ante sefiales) ante el consumo de
cocaina y en pruebas con incentivos motivacionales.

En el caso del NAc la porcion shell de éste se relaciona con aspectos farmacolédgicos de drogas
como la cocaina y con los efectos condicionados ante sustancias como la morfina y la nicotina
(Tkegami, D’Souza & Duvauchelle, 2007). El concepto impulsividad es multifacético e implica
varios aspectos, mediados por diferentes procesos neurales que afectan la conducta a distintos
niveles. EI NAc es el componente clave que regula los procesos neurales de la impulsividad.
Basar y colaboradores (2010) realizaron una revision donde discuten los resultados de estudios
con lesiones en animales y de imagen funcional en humanos, centrandose en el papel del NAc en

la impulsividad.
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Tabla 2. Funciones de las vias DA y receptores asociados

Funcién Vias Efectos de agonistas  Efecto de antagonistas Receptor
DA DA
Control Motor  Tracto Animales: Animales: Catalepsia. D2, poco
nigroestriatal de Estereotipias, rotacion Humanos: Reduce D1
la SN (A9). cuando uno de los disquinesias, induce
tractos es lesionado. parkinsonismo.
Humanos: Induce
disquinesias, efectivos
en parkinsonismos.
Iniciacion de Via mesolimbica, Animales: Incremento  Animales: Decrementa la D2
una conducta, ATV aNAc de la actividad actividad y la auto-
conductas de (AL0). locomotora y auto- estimulacion.
tipo Impulsivo,  Via Mesocortical, estimulacion Humanos: Reduce
conductas ATV a CPF intracraneal. sintomas positivos de la
motivadas & (AL0). Humanos: esquizofrenia.
Funciones Alucinaciones, psicosis
ejecutivas. (reforzamiento,
recompensa).
Control Via tubero- Humanos: Humanos: D2
(inhibicion) de la infundibular de Hipoprolactinemia. Hiperprolactinemia,
liberacion de A12 en el nicleo galactorrea, amenorrea.
prolactina arcuato de la
eminencia media
a la pituitaria.
Vomito. Distintas vias, Vomito. Anti-emético (quita las D2

receptores DA en
vias de

quimiorreceptores

nauseas).

Modificada de Webster, 2001; con base en Engert & Pruessner, 2008; Van der Kooji & Glennon, 2007.

De acuerdo a la evidencia encontrada, el NAc y sus subregiones (Core y Shell) juegan un papel

importante en el control inhibitorio, que varia de acuerdo a la faceta de la impulsividad.

(Basar

et al, 2010). En un estudio realizado por Chong y colaboradores (2012) utilizaron

microelectrodos implantados en el NAc para analizar los efectos cronicos y agudos del MP (2.5

mg/Kg ip) sobre la tasa de disparo de las unidades neuronales en ratas que se encontraban libres.

El MP incrementd la tasa de disparo y decrement6 un 54% las unidades de NAc en comparacion

con su linea base. Tras 6 administraciones consecutivas de MP se alter6 un 85% la tasa de

disparo basal. Los autores hipotetizan que estas alteraciones en las tasas de disparo pueden ser
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mecanismos de induccion celular en los receptores D1 Y D2 a DA, asi como adaptaciones
desregulacion/homeostasis causadas por la administracién crénica y aguda de MP (Chong,
Claussen & Dafny, 2012).

Como se ha mencionado, la exposicién prenatal con etanol produce alteraciones en el sistema DA
caracterizadas por la disminucion en la actividad de las neuronas DA del ATV , la cual puede
normalizarse tras la administracion de psicoestimulantes como las anfetaminas o el MP
((Choong & Shen, 2004; Wang et al., 2006; Xu & Shen, 2001). La sensibilizacién conductual es
una consecuencia de cambios neuroadaptativos por la induccion a drogas psicoestimulantes, es un
proceso que involucra la neurotransmision DA y glutamatérgica (GLU) y las proyecciones entre
el ATV, NAc, CPF y la amigdala. Existen algunas discrepancias en cuanto al papel de la CPF en
la induccion a la sensibilizacion por anfetaminas o cocaina, se ha reportado que lesiones en la
CPFm impiden la sensibilizacion a anfetaminas mientras que otros autores reportan que bajo
ciertas circunstancias, la CPF ejerce un papel importante en la modulacion de la sensibilizacion a
los psicoestimulantes (Vanderschureny & Kalivas, 2000). Se sabe que las neuronas DA
localizadas en el ATV proyectan al NAc, particularmente a la zona de shell, y que éstas son
activadas tras la administracion de drogas de abuso, estimulando el sistema de recompensa. Se ha
descrito que las ratas aprenden mas facilmente a auto-administrarse anfetaminas cuando estas se
administran en la parte medial del shell del NAc, que en la porcion lateral del shell (Ikemoto,
2007).

Algunos estudios sugieren que las neuronas DA mesolimbico corticales pueden estar
involucradas en la modulacién de dafios cognitivos relacionados al alcohol. A su vez, estas
proyecciones tienen un papel importante en la modulacion psicolégica y en las funciones
cognitivas (Dazzi, Seu, cherchil, Barbieri & Matzeu, 2007).

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

La actividad eléctrica controla la sintesis y liberacién de dopamina, la exposiciéon a alcohol
prenatal reduce esta actividad lo que puede contribuir a la disminucion de la cantidad de DA y

sus metabolitos disponibles tanto extracelular como intracelularmente, esta reduccion en la
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actividad esponténea de las neuronas DA del ATV tras la exposicion prenatal a alcohol puede ser
normalizada por el tratamiento agudo y sistémico con metilfenidato y anfetaminas (Shen et al.,
1999; Xu & Shen, 2001).

Es sabido que la ingestibn de drogas como la nicotina u opiaceos resultan altamente
recompensantes cuando son administrados en la porcién posterior al ATV. En la literatura se ha
reportado que: a) el ATV tiene proyecciones al NAc (core y shell); b) la porcion estrial del
tubérculo olfatorio es una extension ventral shell del NAc; y, c) un modelo doble de
proyecciones DA de la parte ventral del cerebro al estriado ventral, son importantes para entender
las funciones del sistema de recompensa (Ikemoto, 2007).

Ademas, se sabe que la CPFm juega un papel importante en la regulacion de diversas funciones
cognitivas y sus conexiones con el estriado estan implicadas en la conducta impulsiva, la
atencion, la toma de decisiones, entre otras (Arnsten, 2006; Devilbiss & Berridge, 2008). Asi
mismo, la DA presente en el NAc y en el estriado dorsal (DL) se relacionan con diferentes
aspectos conductuales. EI NAc se asocia a procesos de aprendizaje, impulsividad de tipo motor o
reactivo y de reforzamiento de sustancias de abuso y el DL con el aprendizaje asociativo y con
los aspectos de tipo motor inducidos por sustancias de abuso como lo es el fenomeno de
busqueda tras su consumo (seeking) (D’Souza & Duvauchelle, 2006). Las lesiones 5-HT en el
proscencéfalo disminuyen la capacidad de la d-anfetamina de disminuir la impulsividad en los
paradigmas de Delay-discounting (DDT), asi, la interaccion entre los sistemas 5-HT y DA esta
relacionada con la impulsividad. Las lesiones en el NAc incrementan la impulsividad, pero la
medida en que la DA del NAc esta implicada en la regulacion de la impulsividad cognitiva no se
conoce con claridad. Winstanley y colaboradores (2005) realizaron infusiones neurotdxicas intra-
NAc con 6-hidroxidopamina (6-OH) y evaluando la impulsividad cognitiva, ante el tratamiento
con d-anfetamina, 8-OH-DPAT (agonista 5-HT;a) y WAY 100635 (antagonista 5-HT;4). Las
ratas lesionadas 6-OH-NAc tuvieron niveles locales menores de DA y NA (70-75%), sin
presentar efecto en el DDT, pero el tratamiento potencié transitoriamente la disminucion inducida
por la d-anfetamina en la impulsividad cognitiva. ElI 8-OH-DPAT increment6 los niveles de
impulsividad en las ratas control (sham), efecto que fue bloqueado por el WAY 100635. Sin
embargo, el 8-OH-DPAT no mostrd efecto alguno sobre los niveles de impulsividad en las ratas
lesionadas 6-OH-NAc. EI 8-OH-DPAT no modificoé por si mismo la ejecucién de las pruebas, el

bloqueo del efecto de la d-anfetamina en las ratas control, mientras que el WAY 100635
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incremento el efecto de la d-anfetamina en todos los sujetos. En un experimento adicional, los
autores administraron intracerebro ventricularmente la toxina 5,7-dihidroxitriptamina (selectiva a
5-HT) que disminuyd los niveles 5-HT en el proscencéfalo entre el 85y 90%, esto no bloqueo la
habilidad del 8-OH-DPAT de incrementar la impulsividad cognitiva. Estos resultados sugieren
que la interaccion entre la DA y la 5-HT en el NAc es importante en el control impulsivo y en
los mecanismos por los cuales la d-anfetamina disminuye los niveles de impulsividad cognitiva
(Winstanley, Theobald, Dalley & Robbins, 2005).

La DAy el DRD1 estan involucrados en la inhibicién conductual y en los diferentes procesos de
inhibicién observados en el TDAH, esquizofrenia, TOC y la adiccion a drogas. El Stop-signal
reaction task (SSRT) se utiliza como una medida de rapidez de los procesos de inhibicion, los
psicoestimulantes mejoran la inhibicion en modelos de TDAH donde se emplea el SSRT,
asociado con un mejoramiento en la funcion dopaminérgica. Sin embargo, la naturaleza del
control dopaminérgico sobre el SSRT no esta clara. En un experimento realizado por Eagle y
colaboradores (2011), analizaron las regiones especificas y los receptores involucrados en la
modulacion del SSRT en ratas (Lister-hooded) utilizando infusiones directas en el estriado
dorsomedial (DMStr) y en el Core del NAc, del antagonista a DRD1, SCH23390 o de sulpirida,
un antagonista a DRD2. EIl paradigma de SSRT se registr0 en una camara operante con dos
palancas retractiles, probando las ratas inicialmente ante stop-signal delays (SSD) para generar
funciones de inhibicion y calcular asi el SSRT. EI Stop-signal reaction task (SSRT) fue evaluado
en medida de la inhibicion conductual (calculada a partir de los ensayos en los que hubo un
retraso entre el comienzo del ensayo y la presentacion de la sefial de paro (stop signal): la medida
del tiempo requerido para inhibir la respuesta). Los antagonistas a D1R y D2R tuvieron efectos
contrastantes en el SSRT que fueron especificos para el DMStr. SCH23390 disminuyd los
tiempos del SSRT con un efecto minimo en las respuestas Go. A la inversa, la sulpirida
incrementd el SSRT, aumentando también los tiempos de reaccion de ensayos-go Yy
disminuyendo el término de ensayos a la dosis mas alta. Estos resultados sugieren que la funcion
de los receptores a DA (D1R y D2R) junto con el DMSrt pueden actuar modulando la inhibicién
conductual, en una forma que es independiente de la activacion conductual y que, en este proceso
no participa el Core del NAc como se habia descrito anteriormente (Cardinal & Howes, 2005).
Asi, estos resultados son un paso importante hacia la comprensién de como el cerebro controla la

expresion de acciones no deseadas y puede contribuir a mejorar las estrategias de tratamiento
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para los trastornos como el TDAH vy la adiccién a las drogas, en el que la inhibicion se ve
comprometida (Eagle et al., 2011).

Relativamente se sabe poco sobre el “costo de una accion”, como el esfuerzo realizado
contribuye a la decision de un acto, es decir; el esfuerzo basado en la toma de decisiones lleva a
la eleccion de una accion con base en la integracion de las acciones y el valor de las metas.
Kurnianwan y colaboradores (2011) hicieron una revision profunda sobre las conductas y las
bases neurobioldgicas sobre la representacion del esfuerzo como el costo de una accién y cdmo
esto influye en la toma de decisiones. En todos los organismos el esfuerzo realizado para obtener
una recompensa es muy sensible a la cantidad de esfuerzo que se requiere, de tal manera que la
preferencia neta para una accion disminuye a medida que aumenta el precio del esfuerzo. La DA
estd involucrada en los mecanismos para superar los costos de una respuesta y en el incremento
de la motivacion hacia acciones recompensantes. Estructuras como los ganglios basales (nucleo
caudado y putamen) y la corteza cingulada anterior contribuyen en la generacion interna de la
traduccion de la expectativa de una recompensa ante una accion esforzada (Kurnianwan, Guiart-
Masip & Dolan, 2011). Previamente en el laboratorio mostramos que el tratamiento prenatal con
alcohol en una dosis de 6 g/Kg ocasiona afectaciones en los niveles de DA en NAc y CPFm,
incrementando los niveles de neurotransmisor en ambas estructuras respecto a sus controles
siendo significativo este incremento en el NAc (Figuras 4 y 5), ademas al administrar una dosis
sub aguda de MP (5 mg/Kg BW ig), no observamos un efecto del psicoestimulante sobre los

niveles de neurotransmisor en ambas estructuras (Mufioz-Villegas & Juarez, sin publicar).
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3. Noradrenalina

La noradrenalina (NA) es sintetizada a partir de la molécula DOPA cuando esta es convertida en
DA por la enzima DA-descarboxilasa y posteriormente la enzima dopamina [-hidroxilasa agrega
un grupo hidroxilo a la DA convirtiéndola en NA (ver Figura 3). La principal via NA es el Locus
Coeruleus (LC), las células del LC responden ante estimulos novedosos, condicionados y de
caracter apetitivo, juegan un papel importante en la regulacion de la atencion, excitacién, miedo,
ansiedad y en la actividad locomotora. Las proyecciones NA ascendentes desde el LC a
estructuras subcorticales y corticales se relacionan con el funcionamiento cognitivo y la
excitacion, el MP activa el flujo de DA y NA preferencialmente en CPF respecto a estructuras
subcorticales como el NAc (Engert & Pruessner, 2008). La CPF recibe proyecciones tanto de
ATV (DA) como de LC (NA) y se ha observado que la excitacion del LC incrementa la
liberacion de DA en CPF pero este efecto no ocurre a través de la excitacion directa de las
neuronas DA. Esto debido en parte a la recaptura de DA por el transportador noradrenérgico
(NET), como consecuencia las terminales de NA en CPF pueden regular los niveles de DA a
través del NET ademas, la DA no modula la liberacion de NA en CPF mientras que la NA puede
modular la liberacién de DA (Viggiano, Ruocco, Arcieri & Sadile, 2004). Las vias NA se

muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Vias Noradrenérgicas.
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El incremento en la actividad basal de las células del LC puede disminuir la respuesta de la CPF,
tratamientos farmacoldgicos que disminuyen la actividad del LC pueden mejorar la atencion,
excitacion y los procesos cognitivos asociados a la CPF (Bymaster et al., 2002). Como ya se
menciond anteriormente las alteraciones del sistema DA se observan en trastornos conductuales
como el TDAH, siendo el tratamiento farmacoldgico de eleccion para este desorden los
psicoestimulantes los cuales entre otras acciones, aumentan la liberacion de DA y NA en el
estriado dorsal y ventral (Arnsten, 2009; Bymaster et al., 2002), las disfunciones en la CPF se
encuentran reguladas por sistemas subcorticales incluyendo al NA y DAy, lesiones en la CPFm
en ratas se ha visto que producen inatencion e incremento de la actividad locomotora. Se conoce
que los farmacos que regulan la transmision NA también son efectivos para el tratamiento de
TDAH (atomoxetina, metilfenidato, anfetaminas, etc.), esto podria suponer que este trastorno
también incluye un desorden en el sistema NA. La atomoxetina (Atx) es un inhibidor selectivo de
la recaptura de NA, usado en clinica actualmente para el tratamiento de la sintomatologia del
TDAH en nifios y adultos, este farmaco no tiene afinidad por el DAT vy tiene escasa o nula
afinidad por el transportador de 5-HT (Bymaster et al., 2002; Robinson et al., 2009). En
comparacion con el MP la Atx no incrementa los niveles de DA en estriado dorsal o NAc, esto
sugiere que no influye en los aspectos motores relacionados al consumo de psicoestimulantes,
como el incremento en la actividad locomotora, asi la Atx incrementa la concentracion de NA en
CPF sin alterar la concentracion de DA o 5-HT en esta estructura (Bymaster et al., 2002).
Ademas, la Atx disminuye algunos tipos de impulsividad en la rata, a diferencia del efecto de
drogas psicoestimulantes como las anfetaminas y el MP quienes incrementan la impulsividad con
base a los parametros del 5-Choice Serial Reaction Time Task (5-CSRTT). Robinson y
colaboradores (2008) evaluaron el efecto de la Atx en tres pruebas para medir impulsividad,
encontrando que la Atx disminuye la conducta impulsiva al incrementar la preferencia a
reforzadores grandes pero con retraso, disminuye la respuestas prematuras en el 5-CSRTT, asi
como mejora los tiempos de reaccion (Robinson et al., 2009).

Clinicamente la efectividad de los medicamentos empleados en el TDAH estd dada por sus
caracteristicas farmacoldgicas. Heal y colaboradores (2011) clasifican a los mismos con base en
su mecanismo de accion o el neurotransmisor sobre el cual actdan (Figura 7); con la excepcion de
los agonistas al adrenoreceptor-o2: clonidina y guanfancina, todos los medicamentos empleados

para tratar la sintomatologia del TDAH actlian de forma indirecta o potenciando y prolongando la

26



accion de la liberacion catecolaminérgica, ya sea por la estimulacion de las catecolaminas en las
terminales presindpticas, por la inhibicion de la MAO, o bien actuando sobre proteinas
transportadoras (Heal, Smith & Findling, 2011).

Tratamiento Farmacolégico para TDAH

Mecanismo de Accidn Neurotransmisor
Inhibidores ; :
dola Agentesde Estimulantes Agonistasa . selectivosa
liberacién de inhibidores adrenoreceptores SelectivosaNA NA+DA DA
recaptura de
monoaminas de recaptura
monoaminas
di-threo-Metilfeniddato
At ti
omoxetina d-thero-Metilfenidato i
Atomoxetina di-Amfetamina di-threo-Metilfeniddato Guanfaneins Guanfancina d-amfetamina Bupropian
Bupropidn®* d-Amfetamina d-thero-Metilfenidato d-Amfetamina

Figura 7. Modificado de Heal et al., 2011. Clasificacion de los medicamentos empleados en el tratamiento
del TDAH por su mecanismo de accion o el neurotransmisor en que actlan. *Sin aprobar para el
tratamiento del TDAH.

En comparacion con el sistema mesolimbico o el nigroestrial, las inervaciones DA a la CPF son
escasas. La mayor diferencia se encuentra en la baja densidad de DAT en las neuronas DA de
CPF. Las proteinas transportadoras de la recaptura de catecolaminas muestran relativamente poca
selectividad a los substratos, por ello, una cantidad de DA es secuestrada dentro de las terminales
NA via NET. Este mecanismo se muestra en la Figura 8. Esta inusual caracteristica de la
regulacion DA en la CPF juega un importante papel en la via de accidn de la Atx (Heal, et al.,
2011).

Se conocen dos tipos de receptores noradrenérgicos: alfa (o) y beta ()-noradrenérgicos. Los
receptores a-1(a, b y d) se encuentran en sitios postsinapticos mientras que los a-2 (a, b, ¢, y d) en
sitios pre y postsinapticos. Los receptores B-noradrenérgicos se encuentran en mayor proporcion
en sitios postsinapticos pero pueden actuar como presinapticos para facilitar la liberacion de NA.
Los receptores a-2 actlan como autoreceptores localizados en las neuronas NA produciendo,

cuando se ocupan, una disminucion en la sintesis y liberaciéon de NA. Los receptores NA acttan
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por la via de segundos mensajeros acoplandose a proteinas G (Feldman, Meyer & Quenzer, 1997;
Nestler, Hyman & Malenka, 2001; Standord, 2001; Szabo, Gould & Manji, 2000).
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Figura 8. Diferencias en la recaptura y catabolismo entre la corteza prefrontal y el estriado. En la CPF, el
namero de sitios de union del DAT son bajos en comparacion con otras terminales dopaminérgicas como
en el estriado. La mayoria de la dopamina que es liberada en la CPF es secuestrada dentro de neuronas
noradrenérgicas via NET. DOPAC &cido dihidroxifenilacético, 3-MT 3-metoxitiramina, HVA &cido
homovanilico, MAO/ADH  monoaminooxidasa/aldehido  deshidrogenasa, = COMT catecol-o-
metiltransferasa. Imagen tomada de Heal et al., 2011.

ElI ATV y el LC tienen conexiones directas, de hecho las neuronas DA en ATV expresan
receptores a-2c noradrenérgicos y estos provocan la liberacién tonica de NA en ATV. Existe
evidencia morfoldgica de la existencia de proyecciones directas de LC a ATV, ademas existen
proyecciones indirectas de ATV a LC y éstas excitan neuronas NA (Viggiano et al., 2004). En
ratas, el tratamiento con alcohol prenatal (dia 8 al 20 de gestacion) produce una disfuncion de las
neuronas DA en ATV, la cual se puede normalizar con el tratamiento crénico de MP en dosis
bajas (1mg/Kg BW). Este incremento de los niveles extracelulares de DA no se observa en la NA
cuando se administra a la par prazosin un antagonista selectivo del receptor a-1 (Choong & Shen,
2004). En ratas normales las dosis bajas de MP incrementan de manera significativa los niveles

de DA y NA en CPF (Berridge et al., 2006; Engert & Pruessner, 2008), al ser esta una zona muy
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sensible a los niveles de catecolaminas. Algo importante a tomar en cuenta es que la CPF es muy
sensible al ambiente neuroquimico, esto es, necesita de niveles 6ptimos de DA y NA para el
control de la conducta y la atencion. Berridge y colaboradores midieron los niveles de DA y NA
en CPF (por medio de HPLC), la actividad locomotora (campo abierto) y atencion (prueba de
palanqueo), tras la administracion oral (2.0 mg/Kg) e Intraperitoneal (de 0.25 a 1.0 mg/Kg) de
MP. Las dosis bajas de MP mejoraron las funciones cognitivas que dependian de la CPF y que no
dependen de los efectos de la activacion locomotora (atencion), ademas el MP increment6 el flujo
de DA y NA en CPF, aunque fuera de esta estructura dosis tan bajas tienen un impacto minimo
sobre los niveles de estos neurotransmisores. Las dosis bajas de psicoestimulantes activan la
neurotransmision de catecolaminas demas de mejorar la atencion y funciones cognitivas de
mayor demanda que estan relacionadas a la CPF (Berridge et al., 2006).

El NAc es una estructura blanco de las neuronas DA de ATV vy recibe aferencias también de
neuronas NA del nicleo del tracto solitario. Asi, se ha observado que la inyeccion local de
agonistas NA modula la liberacion de DA vy a la inversa, la DA modula la liberacion de NA,
Viggiano y colaboradores (2004) mencionan que esta interaccion por el nucleo de origen y el
sitio blanco, asi como la recaptura de DA por el NET hace dificil distinguir los efectos
conductuales de la DA y la NA ante drogas. La interaccion entre la DA y la NA se da en varias
zonas del cerebro como en la CPF donde esta interaccion es muy compleja. En estudios en los
que han empleado ratas espontaneamente hipertensas (SHR) comparadas con sus controles ratas
Wistar-Kyoto (WKY) muestran una reduccion del nimero de fibras de TH y un incremento en la
actividad NA en CPF (Viggiano et al., 2004).

Seu y colaboradores (2009) estudiaron como la elevacién extracelular de los niveles de
catecolaminas como producto de la inhibicién farmacoldgica de las proteinas de recaptura de las
mismas afecta la flexibilidad conductual en ratas. Los autores mencionan que los medicamentos
que inhiben los transportadores de NA como el MP, atomoxetina y la desipramina, mejoran el
rendimiento de ratas y disminuyen el namero de errores perseverantes en pruebas de
discriminacion. Ademas, la inhibicién farmacologica del NET en membrana NA, se puede
asociar con una mejora en la flexibilidad conductual (esto no se observd en el caso de DA). De
esto concluyen que el incremento en los niveles extracelulares de NA en regiones corticales
producto de la inhibicién de las recaptura de NA promueve multiples aspectos en el control de la

inhibicion. Asi, utilizando farmacos que inhiban el NET (MP, atomoxetina, desipramina),

29



obtuvieron una reduccidn en el nimero de ensayos en una prueba de discriminacion, lo cual no
sucedid en el caso de DAT. La inhibicion del transportador DA puede resultar en la desinhibicion
de respuestas sin afectar otras formas de impulsividad como la perseverancia (Seu, Lang, Rivera
& Jentsch, 2009).

En el caso del MP, poco se sabe sobre las consecuencias de este medicamento a largo plazo,
Kuczenski & Segal (2002) estudiaron el efecto del tratamiento cronico con MP oral (0.75 a 3
mg/Kg) durante 4 semanas sobre los niveles de NA y DA en ratas jovenes, el MP incrementd los
niveles de NA en hipocampo sin afectar los niveles de DA en NAc. Ademas las dosis bajas de
MP parecen no tener efectos visibles sobre los niveles de DA en CPF, esto concuerda con
resultados previos de nuestro laboratorio en los cuales tras administrar una dosis unica de MP (3
mg/Kg BW ig) no se observaron efectos significativos sobre los niveles de DA tanto en NAc
como en CPFm (Kuckenski & Segal, 2002; Mufioz-Villegas & Juarez, sin publicar). De esta
forma, el sistema NA podria jugar un papel importante sobre la accion terapeutica de los

psicoestimulantes como el MP.
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4. Metilfenidato

El MP es un estimulante del sistema nervioso central (SNC) que es empleado para el tratamiento
de trastornos en los cuales el sistema DA mesolimbico cortical estd comprometido como en el
TDAH y narcolepsia en nifios y personas adultas respectivamente. Las dosis de MP
administradas para estos tratamientos varian con un rango entre los 10 a 60 mg/dia en nifios y
adultos. EI MP también es empleado como droga de abuso, inhalando tabletas molidas o
inyectandose una solucién de MP disuelta en agua. Algunos adictos se inyectan MP junto con
heroina o cocaina. Los patrones observados por los adictos son: incremento de la dosis,
depresion, y diversas consecuencias sociales y medicas por su abuso (National toxicology
program US, 2005).

La muestra racémica (50:50) del MP en vivo, es un potente inhibidor de la recaptura de DA y
NA, pero no lo es asi para la 5-HT, ademas de que el MP no inhibe la MAO. Heal y
colaboradores (2008) postularon que el MP y la cocaina son moduladores alostéricos
(incrementando o disminuyendo indirectamente el efecto) del DAT e inducen el disparo
dependiente del transporte de DA. Por lo tanto, parece que actian como "agonistas inversos”,
invirtiendo el sentido usual de transporte de DA por el DAT (Heal, Smith, Kulkarni & Rowley,
2008). Esta hipdtesis también podria explicar porque el MP es un potente psicoestimulante y
tiene efectos recompensantes en los humanos, mientras que otros farmacos inhibidores de la
recaptura de la DA como el bupropion no lo son (Heal et al., 2011).

Poco se sabe sobre el mecanismo neuroldgico que describa la accion conductual y cognoscitiva
de este psicoestimulante. Como agonista indirecto de la DA, se ha sugerido que el MP aumenta
la transmision dopaminérgica en las areas cerebrales que juegan un papel importante en aspectos
cognitivos y emotivos, como lo son la CPFm y el NAc. Entre los efectos conductuales del MP se
ha estudiado tanto en humanos como en modelos animales la atencion, memoria de trabajo,
impulsividad, hiperactividad, la conducta social espontanea, entre otros. Durante la adolescencia
las ratas presentan un comportamiento muy vigoroso denominado conducta de juego social, que
es de vital importancia para su desarrollo social y cognitivo. Vanderschuren y colaboradores
(2008) analizaron esta conducta en ratas que trataron con MP (0.3 a 3 mg/Kg sc u oral) y
observaron que el MP suprime el comportamiento de juego social sin alterar el interés social
general. Ademas este efecto no fue sujeto a la tolerancia o sensibilizacién del MP vy este efecto

fue imitado por el inhibidor de recaptura de NA, la atomoxetina. Los autores sugieren que el
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efecto del MP en el juego social es reflejo del efecto terapéutico en el TDAH, inhibiendo la
conducta. Sin embargo, dada la importancia del juego social en el desarrollo, estos resultados
pueden indicar un efecto negativo del MP (Vandershuren et al., 2008).

Asi, los medicamentos que incrementan la funcion catecolaminérgica (MP y Atx) muestran
eficacia clinica en los sintomas del TDAH, aunque su mecanismo de accién no es conocido con
claridad. Anushka y colaboradores (2012) examinaron los efectos directos e indirectos de los
agonistas a receptores DA y NA y los inhibidores selectivos a la recaptura de estos
neurotransmisores en ratas sobre los niveles de impulsividad altos y bajos mediante el 5-CSRTT.
Encontrando que a dosis bajas de quinpirol (agonista D2/D3) y sumanirol (agonista D2) hay una
reduccion de la impulsividad en el 5-CSRTT, mientras que a dosis altas se observé un aumento
en el nimero de omisiones (inatencion) y latencias de respuesta mas lentas. La Atx vy la
guanfacina (agonista o-2 adrenoreceptor) disminuyeron el nimero de respuestas prematuras
(impulsividad). Mientras que el inhibidor selectivo de la recaptura de DA, GBR12909 incremento
los niveles de impulsividad, por otro lado; el MP no mostré efectos significativos en los niveles
de impulsividad tanto en las ratas clasificadas como altamente impulsivas o las bajas. Los autores
concluyen que los altos niveles de impulsividad pueden ser aminorados en ratas por drogas que
mimeticen los efectos catecolaminérgicos (DA y NA), y que la activacion selectiva de los
receptores D2/D3 reduce los niveles altos de impulsividad en el 5-CSRTT (Anushka et al., 2012).
En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas de los farmacos empleados cominmente en clinica
para la sintomatologia del TDAH.

Como se mencion6 anteriormente el tratamiento en etapa prenatal con alcohol (6 g/Kg) reduce la
actividad de las neuronas DA en ATV y esto se puede normalizar tras el tratamiento con MP.
Choong y Shen (2004) administraron MP icv en dosis ascendentes (0.06, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0,
2.0, 4.0, 8.0, y 16.0 mg/Kg a intervalos de 2 a 3 minutos) en ratas tratadas prenatalmente con
alcohol, concluyendo que el efecto del MP fue mediado por el incremento en los niveles
extracelulares de DA, especulando que el MP normaliza la actividad de las neuronas DA en ATV
incrementando la DA extracelular y activando las dendritas somaticas de los auto receptores de
DA. Como resultado de una despolarizacion combinada con una hiperpolarizacion de las
neuronas DA. Ademas, con una dosis baja de MP (1 mg/Kg iv.) se puede normalizar la actividad
eléctrica de las neuronas DA en ATV en animales prenatalmente expuestos con alcohol (Choong
& Shen, 2004).
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de la farmacoterapia del TDAH

Farmacoterapia Mecanismo molecular Eficacia (meta-analisis,
tamanio del efecto)

Estimulantes

Metilfenidato Bloqueo de la recaptura DA, amplifica la duracion de 0.92 (0.80, 1.05)
la respuesta de DA, desinhibe al receptor D2, inhibe la
recaptura de NA.

Dextroanfetamina Incrementa la liberacion de DA y NA en la hendidura 1.24 (0.88, 1.60)
sinaptica, disminuye la recaptura dentro de la neurona
presinaptica, inhibe el catabolismo.

Sales de anfetaminas Incrementa la liberacion de DA y NA en la hendidura 1.34 (0.95, 1.72)
mezcladas sinaptica, disminuyen la recaptura en la neurona ’
presinaptica, inhiben el catabolismo.
No estimulantes

Atomoxetina Inhibidor selectivo de la recaptura de NA 0.63 (0.57, 0.69)

Guanfancina Agonista selectivo al receptor apa adrenérgico. No disponible

Los datos son para formulaciones de liberacidn inmediata. Adaptada de Curatolo, D"Agati & Moavero,
2010.

Por otro lado, los psicoestimulantes como el MP se emplean en algunas ocasiones en conjunto
con inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT (SSRIs) como la fluoxetina o el citalopram, en
el tratamiento del TDAH cuando este se presenta con depresion/ansiedad. La co-exposicion
también se presenta en pacientes que emplean SSRIs y que usan psicoestimulanes como
“potenciadores cognitivos”. Se sabe que el MP produce cambios en la expresion genética en el
prosencéfalo, estos efectos pueden mimetizar parcialmente los producidos por la cocaina
(inhibidor de la recaptura DA/NA/5-HT). Waes y colaboradores (2010) investigaron como los
SSRIs (fluoxetina y citalopram, 5 mg/Kg) modifican la regulacion genética producida por el MP
(2 a 5 mg/Kg) en el estriado y la corteza de ratas adolescentes. Observando que los SSRIs
potencian la expresion de la factores de transcripcion zif 268 y c-fos (que regulan la expresion de
genes efectores y por lo tanto estan implicados en la neuroplasticidad subyacente a la adiccion a
psicoestimulante) inducidos por el MP en el cuerpo estriado, interpretando estos cambios
moleculares como los producidos por la cocaina. Esta potenciacion fue mas robusta en las partes
sensorimotoras del estriado (que median la conducta motora y se implican en los aspectos

compulsivos del consumo de drogas). La combinacion MP + SSRI también mejord las
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estereotipias conductuales, consistentes con una disfuncién en los circuitos sensorimotores del
estriado. La medida en que dicha regulacion genética puede estar implicada en la adiccion a
psicoestimulantes aun no es muy clara, los autores concluyen que sus resultados sugieren que los
SSRIs pueden incrementar el riesgo a la adiccion al MP (Waes, Beverley, Marinelli, & Steiner,
2010).

Por su parte Juarez & Vazquez-Cortés (2010) analizaron los efectos de la exposicion temprana a
MP y su reexposicion en la edad adulta, ademas de analizar el efecto del tratamiento con
costicosterona (2 mg/Kg/dia) durante la prepubertad en el consumo oral de MP (31 a 39 EPN) y
posteriormente, el efecto de este psicoestimulante en la actividad locomotora en la prepubertad y
la adultez en ratas. EI MP incremento la actividad locomotora independiente de la edad. En la
edad adulta, se observo un consumo mayor de MP en el grupo que no fue expuesto previamente a
esta sustancia, en comparacion con el grupo que se expuso tempranamente al farmaco. La
corticosterona no afecto el consumo de MP durante la adolescencia o la adultez, sin embargo, la
actividad motora inducida por el MP fue mayor en la prepubertad de las ratas tratadas con
corticosterona + MP que en los animales que solo recibieron MP. En la edad adulta, el MP
produjo un incremento en la actividad locomotora en los animales que fueron tratados
previamente con corticosterona + MP respecto a los que solo recibieron el tratamiento con
corticosterona. Los autores sugieren que la exposicion a la corticosterona en la adolescencia
sensibiliza el efecto del MP sobre la actividad locomotora. El efecto diferencial de la actividad
locomotora en la edad adulta depende de si la corticosterona fue administrada con o sin el MP
durante la preadolescencia, lo que podria sugerir un efecto perdurable de la accidn sinérgica
entre estas dos sustancias (Juarez & Véazquez-Cortés, 2010).

Datos previos de nuestro laboratorio mostraron que la administracion de una dosis sub aguda de
MP (5 mg/Kg BW ig) increment6 la conducta de tipo exploratoria (rearing) respecto a sus
controles independientemente del tratamiento prenatal (Figura 9). Por otro lado, ante una sola
dosis aguda de MP no observamos un incremento significativo en los niveles de DA en NAc e
incluso en CPFm se observo una ligera tendencia a la baja en las ratas que recibieron este
tratamiento (Figuras 4 y 5). Es probable que la via de administracion empleada no fuera la
adecuada para observar una respuesta del sistema dopaminérgico, es decir, al evaluar los niveles
de neurotransmisor ante un solo reto no se obtuviera una respuesta del tratamiento postnatal. Otro

aspecto importante a tener en cuenta fue la via de administracion que se empled en este estudio
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para el MP (ig). Si bien en la clinica el MP se administra por via oral, en la mayoria de los
estudios en que se analiza el efecto de este farmaco ya sea de manera conductual, analizando los
niveles de DA o NA en alguna estructura o incluso registrando la respuesta eléctrica de las

neuronas DA; se administran al menos 3 dosis de manera ip o icv.
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El MP presenta una accion bifasica (hipotesis de Seeman & Madras), las dosis terapéuticas de
MP elevan la DA tonica al inhibir la liberacion de transmisores faticos en estructuras
subcorticales reduciendo asi la estimulacion de los receptores postsindpticos y la accion
psicomotora en respuesta a estimulos salientes (Engert & Pruessner, 2008). Por su parte Volkow
y colaboradores (2002) sugieren que tras la amplificacion de la sefial débil de DA en el estriado,
el MP incrementa la percepcion de estimulos o pruebas salientes. Asi, el MP activa el flujo de
DA y NA en CPF y estructuras subcorticales (Volkow, Fowler & Wang, 2002).

Los agonistas indirectos de DA se unen al DAT, éste es el principal mecanismo por el cual la DA
es removida de la terminal en respuesta a estimulos salientes. Por la regulacion de la
concentracion de DA en la sinapsis, el DAT determina tanto la magnitud como la sefial DA. El
MP induce el blogueo del DAT incrementando asi la concentracion de DA tanto en la sinapsis
como en el espacio extracelular.

Existen tres teorias sobre la funcionalidad del MP en el TDAH: a) tras el bloqueo del DAT se
activa un incremento de la DA extracelular activando solo los autoreceptores presinapticos, lo
que lleva a una atenuacion de DA en respuesta a los estimulos salientes; b) el incremento de la
DA extracelular subsecuente al bloqueo del DAT supera los efectos inhibidores por la activacion
de los autoreceptores presinapticos lo que conduce a un efecto neto de la acumulacién de DA en

la sinapsis y la subsecuente amplificacion de la sefial de DA; y, c) Ultimamente se esta
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desarrollando una futura hipotesis que involucra a la DA subcortical y la NA prefrontal como los
mecanismos que expliquen las acciones clinicas del TDAH (Engert & Pruessner, 2008).

Poco se sabe sobre el efecto a largo plazo del MP, en nifios y adultos con TDAH utilizando la
técnica de tomografia de emision de fotones, se ha observado un incremento en la densidad de
DAT en los ganglios basales a comparacion de sujetos normales. Feron y colaboradores (2005)
estudiaron el efecto del tratamiento prolongado con MP en el sistema dopaminérgico de 5 nifios
con TDAH. Tres meses después de iniciado el tratamiento farmacol6gico se observé una
reduccion en la actividad del DAT del cuerpo estriado (caudado y putamen), la cual se
incrementd entre los 9 y 20 meses de tratamiento con MP. Al concluir el tratamiento se observo
un incremento en la actividad del DAT nuevamente. Los autores concluyen que el MP no
produce un cambio permanente en la via DA nigroestrial (Feron et al., 2005). En otro estudio en
ratas a las que se les administro MP durante la adolescencia por 4 semanas, no se encontrd un
incremento en los niveles de DA en NAc o alguna respuesta de sensibilizacion locomotora al MP,
de esto los autores sugieren que no existe asociacion entre el tratamiento prolongado con MP y
un posible riesgo de adiccion a futuro (Kuczenski & Segal, 2002).

En contra parte, Andersen y colaboradores (2001) administraron MP ip (2 mg/Kg) durante la
adolescencia temprana (20 a 35 EPN) y en etapa adulta (50 a 65 EPN) a ratas buscando una
posible dependencia a cocaina por un efecto a sensibilizacién de drogas por el MP en etapa
adulta. Las ratas tratadas con MP permanecieron menos tiempo en el lugar donde se les
administraba cocaina respecto al lugar donde se les administraba el vehiculo (prueba de
preferencia al lugar); considerando que el sistema DA mesolimbico cortical esta implicado en la
actividad locomotora y las acciones recompensantes ante sustancias de abuso, los autores
sugieren que la exposicion temprana a MP causa alteraciones duraderas en la funcionalidad DA
(Andersen, Arvanitogiannis, Pliakas, LeBlanc & Carlezon, 2001). Por su parte, Brandon y
colaboradores (2003), administraron por 7 dias MP (2 mg/Kg ip) a ratas de 4 semanas de EPN y
entre los 14 y 21 dias posteriores a la administracion del MP midieron la actividad
electrofisioldgica de las neuronas DA en ATV, la actividad neuronal se increment6 los 3 dias
posteriores al cese del MP y se disminuyo al transcurrir 2 semanas. Los autores concluyen que la
exposicion durante etapas tempranas al MP produce cambios neuronales que podrian asociarse
con un incremento en la conducta en etapas posteriores en ratas (Brandon, Marinelli & White,
2003).
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En adicion, los modelos animales para TDAH deben de considerar factores genéticos,
conductuales y la accidn de psicoestimulantes; lo que se conoce como; validez de confrontacion
(componentes conductuales), validez de constructo (componentes genéticos) y validez de tipo
predictiva (accidn de psicoestimulantes), en este Gltimo muy pocos modelos de los disponibles en
la literatura cumplen la validez de tipo predictiva (Van der Kooji & Glennon, 2007, Russell,
2011). En el caso de las ratas SHR el modelo més empleado para TDAH el MP no ejerce efecto
en ellas, ademas en algunos paradigmas para medir impulsividad o atencion como el 5-CSRTT el
MP incrementa los niveles de impulsividad con base a los parametros de esa prueba (Robinson et

al., 2009). Un resumen de se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Validacion de modelos animales de TDAH en Validez de Prediccion.

Metilfenidato

Modelo Sl NO

Modelo prenatal BrdU X
Lesiones neonatales dopaminérgicas X

Ratas con retardo en el crecimiento cerebeloso X
Ratén de rueda hiperactivo X

SHR X
WKHA X
Raton DAT KO X

Raton Coloboma X
Raton con mutacion tiroidea X

BrdU, 5’bromo-2’deoxiuridina; DAT, transportador de dopamina; KO, knockout; SHR, ratas espontaneamente
hipertensas, WKHA, ratas Wistar-Kyoto hiperactivas. Tabla adaptada de; Van der Kooij & Glennon, 2007.
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5. Impulsividad

El concepto impulsividad también es polifacético e implica varios aspectos, mediados por
diferentes procesos neurales que afectan la conducta a distintos niveles (Basar et al., 2010;
Dalley, Mar, Economidou & Robbins, 2008). En el DSM-V (American Psychiatric Association,
2013) se define a la impulsividad como el actuar en el momento, en respuesta a los estimulos
inmediatos, actuando de forma momenténea y sin un plan o consideracién de los resultados, con
dificultad para establecer y seguir planes, ante un sentimiento de urgencia y de conductas de
auto-dafio bajo estrés emocional. La impulsividad es una faceta del amplio dominio de rasgos de
la personalidad, la desinhibicion. En una extensa revision hecha por Moeller y colaboradores
(2001), sobre la relacion de la impulsividad en desdérdenes psiquiatricos, los autores discuten
sobre los altos niveles de impulsividad observados en pacientes con desordenes de conducta,
personalidad, adiccion a sustancias y trastorno bipolar, en comparacion con sujetos normales,
concluyendo que la impulsividad, tal como se define sobre la base de un enfoque biopsicosocial,
es una caracteristica clave en varios trastornos psiquiatricos. Las intervenciones conductuales y
farmacoldgicas que son eficaces para tratar la impulsividad deben ser incorporadas en el
tratamiento para estos trastornos conductuales. Asi, la alta comorbilidad entre la impulsividad y
Su presencia en varios trastornos psiquiatricos indica una asociacion entre la conducta impulsiva
y los sustratos biologicos de estos desordenes (Moeller, Barratt, Dougherty, Schmitz & Swann
2001). En la conducta impulsiva existe una disfuncion del control inhibitorio, se ha propuesto
que existen dos tipos de conducta impulsiva: una motora y otra cognitiva o de eleccion
(Winstantey et al., 2005; Dalley et al., 2008; Hand et al., 2009; Basar et al., 2010; Russell, 2011;
Juarez et al., 2013). La primera se refiere a una disfuncion en la inhibicién de una respuesta o la
emision de una respuesta prematura (Dellu-Hagedorn, 2006; Eagle et al., 2011; Sesia et al.,
2010), y la segunda a una incapacidad de soportar la demora en la presentacion de un reforzador,
esto es a la eleccion de un reforzador pequefio pero inmediato en su presentacion respecto a uno
mayor pero con demora (Cardinal & Howes, 2005; Dalley et al., 2008; Robinson et al., 2009;
Winstanley et al., 2005).

Ademas, recientemente se ha descrito que no sélo los sistemas DA y NA estan involucrados en
los mecanismos que requieren de control e inhibicion de respuestas, sino también los sistemas
serotoninérgicos (5-HT) y acetilcolinérgicos (ACh), juegan un papel importante en el control de

la impulsividad. Dalley y colaboradores (2008) mencionan que la forma mas compleja de
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inhibicion es aquella que involucra un retraso en la presentacion del reforzador, la impulsividad
cognitiva (IC) y se sabe que lesiones en la CPFm son sensibles a este tipo de impulsividad,
incluyendo lesiones en la corteza cingulada anterior (Cgl), y de acuerdo a los criterios de la
impulsividad medida por la prueba de 5-CSRT, esta conducta se incrementa por lesiones en CPF,
especificamente las que incluyen lesiones en Cgl y corteza infralimbica (IL) (Dalley et al., 2008).
El NAc es el componente clave que regula los procesos neurales de la impulsividad. Los datos
de estudios de imagen revisados por Basar y colaboradores (2010) sugieren que el NAc/SV esta
involucrado en la impulsividad cognitiva, mientras que los estudios de lesiones en animales
indican que lesiones en Core del NAc facilitan la impulsividad en pruebas que involucran una
eleccion intertemporal y promueven una aversion al riesgo menos impulsiva y tendencia en
pruebas que involucran opciones con diferencias probabilisticas. Ademas, los estudios en
animales apoyan la participacion Core en la adquisicion y expresion del caracter de incentivo y
del Shell en la valoracién hedonica y codificacion bivalentes del mismo. La participacion del
NAC en estos procesos parece estar dada por los sistemas dopaminérgico, glutamatérgico y
opioide. La modificacion en la actividad de neurotransmisores, especialmente de DA, se ha
propuesto como la base de los cambios observados en estudios de imagen funcional,
observandose la influencia de las entradas a NAc en la produccion de respuestas conductuales.
Los parametros en las pruebas conductuales reflejan que la funcion de inhibicion de respuestas es
alterada por la accion neuroquimica y la estimulacion eléctrica local tanto en el Core como en el
Shell del NAc (Basar et al., 2010). Asi, el uso de lesiones en animales de laboratorio ha servido
para entender el sustrato neuronal de la conducta impulsiva, las estructuras en las que se han
hecho lesiones incluyen al NAc en sus dos subunidades (core y shell), la corteza prefrontal, y el
prosencéfalo (parte del cerebro que se desarrolla desde la parte del tubo neural y comprende los
hemisferios, el hipotalamo y sistema limbico). En la Tabla 5 se muestra algunas lesiones y sus
efectos en la conducta impulsiva.

Lesiones bilaterales neurotdxicas en el core del NAc incrementan la impulsividad cognitiva
(preferencia de reforzador pequefio pero inmediato), mientras que esto no se observa tras lesionar
el shell del NAc. Y en ratas con lesiones bilaterales en corteza orbitofrontal (COF) muestran un
incremento en la preferencia a elegir un reforzador pequefio pero inmediato en su presentacion
respecto a uno mayor pero con una demora significativa. Contrario con esta observacion, un

estudio describe que tras lesionar la COF hay un decremento en la impulsividad cognitiva
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(incremento en la preferencia del reforzador grande con demora en su presentacién). Asi, se ha
propuesto que los sistemas cortico-frontales y estriado-ventrales son los responsables de regular
el control inhibitorio (Dalley et al., 2008; Winstanley et al., 2005). El esquema que propone esto
se muestra en la Figura 10, donde las vias descendentes de Cgl, COF y IL terminan en el NAc el
cual recibe una inervacion DA proveniente de ATV, mientras que la via NA de LC sélo llega al
shell del NAc.

Figura 10. Sistema Frontocortical-ventral estriatal, encargado del control y regulacion de la conducta
impulsiva en roedores. Vias descendientes de la corteza del cingulo anterior (Cgl), Corteza orbitofrontal
(OFC) vy corteza infralimbica (IL) terminan en el core del ndcleo accumbens (NAcbC) y el shell
(NAcbS), de igual forma que en el area tegmental ventral (ATV) y en el locus coeruleus (LC), el origen
de los sistemas dopaminérgicos y noradrenérgicos respectivamente. Las ratas gque muestran altos niveles
de impulsividad en el 5-CSRTT presentan dafios en laCgl. Tomado de Dalley et al., 2008.

La impulsividad es el nicleo central de diversos trastornos neuropsiquiatricos que incluyen al
TDAH, desordenes de conducta anti-social y la adiccion a drogas. Investigaciones recientes han
puesto de relieve la naturaleza polifacética de la impulsividad y la variedad de mecanismos
neuronales y psicoldgicos para explicar los problemas conductuales en el deterioro de auto-
control. Robinson y colaboradores (2009) realizaron una conceptualizacion novedosa para
evaluar la impulsividad basada en la eficiencia de “espera” y “paro” como la explicacion de las
bases psicoldgicas y neuronales de la impulsividad y su alta comorbilidad en patologias como el

TDAH o la adiccion a drogas. Seleccionando ratas por sus niveles altos de impulsividad en una
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prueba de tiempos de reaccion anédloga a las pruebas de funcionamiento contintio en humanos
donde se observan altos niveles de impulsividad en toma de decisiones en una tarea de retardo de
recompensa, mediante el 5-CSRTT. Las ratas, no fueron afectadas en el stop-signal task, para la
inhibicibn motora. La naturaleza de esta especificidad en la impulsividad de espera fue
confirmada por medio de un condicionamiento Pavloviano, para medir la impulsividad cognitiva.
Estos resultados son congruentes con otros estudios que reportan que ratas con altos niveles de
impulsividad son propensas a desarrollar conductas de busqueda compulsiva a la cocaina (Belin
et al., 2008). Los autores sugieren que esta incapacidad para tolerar la demora de una recompensa
y el estimulo asociado a la recompensa son los candidatos conductuales para el endofenotipo
que predispone diversos trastornos neuropsiquiatricos (Robinson et al., 2009).

Es sabido que la administracion aguda de psicoestimulantes como las anfetaminas afecta la
conducta impulsiva. Utilizando dos modelos de impulsividad (5-CSRTT y DRT), los cuales
proveen medidas de control inhibitorio (cognitivo y motor) y dos farmacos que actuan sobre el
receptor cannabinoide CB1 (SR141716A y 0-2050), Wiskerke vy colaboradores (2011)
observaron el efecto del sistema cannabinoide sobre la conducta impulsiva ya que existe
evidencia de que los cambios agudos producidos por los psicoestimulantes activan el sistema
enddgeno cannabinoide y la actividad del receptor CB1 que modula la impulsividad tanto en
roedores como en humanos. El agonista a CB1 SR141716A o el antagonista O-2050 (dosis
dependiente) mejoraron el control inhibitorio en el 5-CSRTT, por otra parte, ambos compuestos
disminuyeron de forma similar los déficits en el control inhibitorio inducidos por las anfetaminas,
lo cual sugiere que la activacion del receptor CB1 por la liberacién endégena de cannabinoides
regula este aspecto de la conducta impulsiva. La activacion directa del receptor CB1 por A9-
tetrahidrocannabinol (A9-THC) no afecté el control inhibitorio. SR141716A y 0O-2050 no
afectaron la linea base de la eleccidon impulsiva en el DRT, la A9-THC aguda redujo la eleccion
impulsiva en la via dependiente del receptor CB1. Estos resultados muestran el complejo papel
que juega el receptor cannabinoide CBL1 en la regulacion de la actividad de la impulsividad de
accion y la eleccion impulsiva al producir un efecto opuesto al observado con las anfetaminas en
ambas conductas (Wiskerke, Stoop, Schetters, Schoffelmeer & Pattij, 2011).
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Tabla 5. Sustrato neurofisiologico de la Impulsividad

Lesion Efecto Referencia
Lesiones citotdxicas en el  Las lesiones en el Core causan impulsividad cognitiva y Cardinal &
Core del NAc. deterioro en el aprendizaje con reforzamiento demorado. Howes, 2005.
Infusiones  neurotéxicas EI 8-OH-DPAT incremento los niveles de impulsividad ~ Winstanley et
intra-NAc con6-OH, en las ratas control (sham), efecto que fue bloqueado por al., 2005.
evaluando la impulsividad el WAY 100635. Sin embargo, el 8-OH-DPAT no
cognitiva, ante el mostro efecto alguno sobre los niveles de impulsividad
tratamiento con d- en las ratas lesionadas 6-OH-NAc. El 8-OH-DPAT no
anfetamina, 8-OH-DPAT modifico por si mismo la ejecucion de las pruebas
(agonista 5-HT14) y WAY  bloqueando el efecto de la d-anfetamina en las ratas
100635 (antagonista 5- control, mientras que el WAY 100635 increment6 el
HT14). efecto de la d-anfetamina en todos los sujetos.

Lesiones en Core y Shell Facilitan la impulsividad en pruebas que involucran una Basar et al.,
del NAc. eleccién inter temporal y promueven una aversion al 2010.

riesgo menos impulsiva y tendencia en pruebas que

involucran opciones con diferencias probabilisticas.

Mientras que lesiones en el Shell afectan la valoracion

hedonica del reforzador.
Estimulacién cerebral DBS en el Shell del NAc produjo un incremento en la Sesia et al.,
profunda (DBS) en NAc impulsividad motora pero un ndmero menor de 2010.
(Core & Shell). respuestas perseverantes incrementandose también los

niveles de DA y 5-HT, la DBS en el Core de NAc no

tuvo efectos sobre la impulsividad motora, aunque

decremento el nimero de respuestas perseverantes lo

cual indica un mejor control de impulsos.
Cénulaen el Corey Shell La impulsividad y la hiperactividad estan reguladas de  Moreno et al.,
del NAc, administrando el  forma separada por el Core y el Shell del NAcy en ratas 2013.

agonista a los receptores
Dys, quinpirol y el
antagonista a D3,
nafadotrida.

altamente impulsivas, se observé una respuesta mayor a
la activacion de los receptores Dy en estas regiones.

clinicos

sobre los diferentes modelos animales actuales concluyen que

usadas en modelos animales para esta patologia.
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Sobre el uso de modelos animales para TDAH, Bari & Robbins (2011) en una revision realizada
los enfoques en investigacion
deben comenzar a dar cabida a las mdltiples facetas de este sindrome, puesto que hasta ahora se
ha trabajado de manera aislada. Ademas de que una s6lida formacion en el conocimiento del
funcionamiento neurocognitivo, de los criterios de diagnostico mas refinados y los subtipos
descritos (predominante impulsivo/hiperactivo, predominante inatento y subtipo
combinado) deben orientar a las futuras investigaciones. En la Tabla 6 se realiza una

comparacion entre los criterios diagnésticos del DSM-1V para TDAH respecto a las pruebas



Tabla 6. Ejemplos de criterios del DSM-IV para diagnostico de TDAH y tareas conductuales usadas para
evaluar inatencion, hiperactividad e impulsividad en roedores. Tomada de Bari & Robbins, 2011.

Ejemplos de criterios del DSM-1V para TDAH Ejemplos de pruebas usadas para evaluar
criterios del DSM-1V en modelos animales de
TDAH
Inatencion:

e A menudo tiene dificultades para mantener la e 5-CSRTT (precision).
atencion en tareas o actividades de juego.

e A menudo tiene dificultades para organizar tareasy e Tarea visual de tiempo.
actividades.

o Se distrae facilmente por estimulos externos. e Tarea de atencion dividida.

Hiperactividad/Impulsividad:

e A menudo mueve en exceso manos 0 pies 0 se e Cajas de actividad Locomotora.
retuerce en el asiento.

e A menudo corre o0 salta excesivamente en e Campo abierto.
situaciones inapropiadas.

e A menudo "se mueve" o suele actuar como si fuera e Laberinto Lat.
"impulsado por un motor".

e A menudo habla demasiado. e Pasillos Circulares.

Impulsividad:

e A menudo responde antes de que finalice la e 5-CSRTT (respuestas prematuras).
pregunta.

e A menudo tiene dificultades para esperar su turno. e Stop-signal task

e A menudo interrumpe o se entromete con otros (por
ejemplo, se entromete en conversaciones o juegos). Tareas de palanqueo.

DRL

Delay discounting

Fixed interval/extinction schedule.

En la literatura existen diversas estrategias para medir la conducta de impulsividad, los
paradigmas para evaluar esta conducta estan basados en algunas medidas caracteristicas del
control inhibitorio como son: 1) castigo y/o extincidn; 2) recompensa-eleccion; y, 3) inhibicion
de la respuesta/ atencién (Moeller et al., 2001).

El patron de respuesta en una prueba temporal como el intervalo de pico (peak-interval), permite
hacer inferencias respecto a las fuentes de variacién que estan involucradas en las conductas de
intervalos temporales. Los factores no-temporales como la conducta impulsiva puede afectar la
validez de estas inferencias. Mattel & Portugal (2007), utilizaron un paradigma de peak-interval
en ratas (Sprague-Dawley), las cuales entrenaron a 15s (PI) o a intervalos variables dependientes
de la conducta a 15s. El procedimiento de 15s-mixed behaviorally dependent Variable

Interval/Peak-Interval (bdVIPI) fue probado por varias sesiones. El entrenamiento prolongado en
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Pl produjo una distribucion bi-modal en los tiempos en que los sujetos comenzaban a responder
para el reforzador temporalmente predecible. Esto sugiere que son multiples procesos los que
contribuyen en los patrones conductuales obtenidos en este procedimiento. El entrenamiento en
bdVIPI elimind esta distribucion bi-modal en los sujetos, disminuyendo de ese modo la variacion
en los tiempos de inicio. Estos resultados indican que las opciones de respuesta alternativas
pueden modular el efecto de la conducta impulsiva en las pruebas temporales (Mattel & Portugal,
2007).

Muchos paradigmas experimentales que se utilizan para evaluar la conducta impulsiva también
requieren de capacidades no-especificas como la estimacién del tiempo, la cual puede interactuar
con las mediciones y enmascarar los efectos benéficos de los psicoestimulantes (utilizados
comunmente en el tratamiento del TDAH) sobre la impulsividad dado que estos medicamentos
aceleran el reloj interno. Rivalan y colaboradores (2007), investigaron los efectos de la supresion
conductual no-especifica en la impulsividad mediante un calendario de nimero consecutivo fijo
(FCN) vy analizaron si las anfetaminas administradas previamente, incrementan las respuestas
impulsivas en esta tarea, y si esto podria tener efectos benéficos cuando se promueven las
respuestas impulsivas. Utilizando ratas privadas de alimento, se entrenaron a presionar una
palanca 8 veces antes de presionar una segunda palanca que les proporcionaba comida. Las
respuestas prematuras no se reforzaron y se reiniciaba en contador con ellas. Inicialmente con una
sefial de luz, se indicaba al sujeto el nimero de veces que tenia que presionar la palanca
(FCNB8cue) y este estimulo fue retirado al final del entrenamiento (FCN8). Las ratas fueron
entrenadas en un calendario FCN16cue que fue probado con d-anfetamina. El estimulo luminoso
mejord la ejecucidn, observandose también en FCN16cue a comparacién de FCN8. Las
respuestas prematuras bajo estas dos condiciones no se relacionaron. Dosis bajas de anfetaminas
disminuyeron el nimero de respuestas prematuras en FCN16cue. Los autores concluyen que la
supresion de capacidades no-especificas en la conducta impulsiva en un paradigma FCN, se
asocia con condiciones que permiten la expresion de déficits inhibitorios, permitiendo que los
efectos benéficos de los psicoestimulantes observados en la clinica puedan evidenciarse
experimentalmente (Rivalan, Grégoire & Dellu-Hagedorn, 2007). Las ratas espontaneamente
hiperactivas (SHR) es una cepa comunmente utilizada como modelo animal de TDAH. Sin
embargo, la accion de los psicoestimulantes sobre las ratas SHR no es muy clara. Dado que el

MP es el tratamiento de uso comun en clinica para tratar el TDAH en la infancia, es importante
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estudiar el efecto del mismo en modelos animales juveniles. Bizot y colaboradores (2007)
emplearon un paradigma de tolerancia a la demora en la presentacion del reforzador mediante un
laberinto en T, donde la rata tenia que elegir entre un reforzador pequefio e inmediato en su
presentacion, respecto a uno mayor pero con demora. Las ratas adultas SHR, WKY y WIS se
compararon ante un retraso de 15s en la presentacion del reforzador con demora. El efecto del
MP sobre la tolerancia a 30s de demora, se estudio en las 3 cepas de ratas en edad adulta y
solamente en las WIS juveniles (4.5 a 6.5 semanas EPN). En las ratas adultas, la habilidad de
espera fue menor en las ratas SHR respecto a sus cepas control. La eleccién del reforzador mayor
fue mejorada por el MP (3 y 5 mg/Kg) en las ratas juveniles, pero en las ratas adultas no se
observé este efecto a la dosis baja. Estos datos apoyan la idea de que las ratas SHR son mas
impulsivas que sus cepas control (WKY y WIS). Sin embargo, la dosis de MP empleada no
mejoro la tolerancia al retraso en las ratas adultas independientemente de la cepa. La disminucion
en los niveles de impulsividad inducidos por el MP en las ratas WIS juveniles indican que el uso
de animales en edad juvenil pueden ser empleados para probar el potencial terapéutico de los
tratamientos farmacologicos para TDAH (Bizot et al., 2007).

Los alcohodlicos y los consumidores de grandes cantidades de alcohol tienen niveles de
impulsividad mayores respecto a la gente que no consume alcohol o que consume niveles bajos.
Este puede ser un factor que predisponga la exposicion a drogas (genético) y a los cambios
neuroadaptativos asociados a la exposicion al alcohol. Wilhelm y colaboradores (2007)
examinaron el papel de la genética, comparando los niveles de impulsividad en dos lineas de
ratones, una que consume voluntariamente etanol en grandes cantidades (STDRHI2) y poco
(STDRLO2) en cantidades de alcohol al 10%. Los autores registraron la preferencia a
reforzadores pequefios pero proximos de sacarosa (20 pg) respecto a mayores con demora (2, 4, 8
y 12s), utilizando un paradigma Go/No-Go, midiendo la capacidad de inhibicion del raton de
introducir su nariz en un orificio en respuesta a sefiales especificas. No se observaron diferencias
entre los ratones STDRHI2 y STDRLO2 en el Delay-discounting. En la prueba Go/No-Go, los
ratones STDRHI2 hicieron méas respuestas durante el periodo pre-sefial sin cometer mas falsas
alarmas, en comparacién con los ratones STDRLO2. Estos resultados sugieren que las crias
selectivas a corto plazo para consumo relativo alto de alcohol pueden también ser selectivas para
probar animales ante deficiencia en la inhibicion de respuestas, asi el consumo de etanol puede

incrementar la impulsividad motora respecto a la cognitiva (Wilhelm, Reeves, Phillips &
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Mitchell, 2007). En un estudio posterior (Wilhelm & Mitchell, 2008), analizaron el papel de los
genes sobre la conducta impulsiva en dos lineas de ratas preferentes y no preferentes al consumo
de etanol (HAD y LAD). La conducta impulsiva se midié con dos paradigmas diferentes de
Delay-discouting. Con el DDT se examind la sensibilidad ante los reforzadores que son
demorados en su presentacion, paradigma que es empleado comlUnmente para registrar
impulsividad cognitiva (Anushka et al., 2011; Belin et al., 2008; Wiskerke et al., 2011), por otro
lado, con la probabilidad de demora se evalGo la sensibilidad de espera ante un reforzador
incierto en su presentacion y esto refleja la toma de riesgo y la evaluacién de riesgos. Las ratas
HAD presentaron niveles mayores de impulsividad en el DDT y niveles de probabilidad de
recompensa mas prolongados que las LAD. Las tasas de demora asociadas con el descuento por
demora y la probabilidad correlacionaron ampliamente. Estos resultados sugieren que las lineas
de ratas selectivas al consumo de altas cantidades de etanol son més sensibles a la espera y a las
respuestas probabilisticas (inciertas). La sensibilidad a la demora y a las respuestas
probabilisticas pueden ser predictivas de un consumo futuro de alcohol u otras sustancias en la
predisposicion genética de los individuos.

Los animales frecuentemente toman elecciones entre alternativas diferentes, buscando la
obtencion de beneficio maximo. Pueden evaluar entre la magnitud y la probabilidad de los
resultados disponibles. Se conoce poco sobre las bases de los mecanismos neurales en estos
procesos o qué es lo que predispone a los individuos a ser “conservadores” en sus elecciones o
tomar riesgos excesivos (evitando/prefiriendo la incertidumbre, respectivamente). Es sabido que
el Core del NAc contribuye en la capacidad que tienen las ratas para “elegir” reforzadores
grandes con demora respecto a pequefios pero inmediatos. Las lesiones en el Core causan
impulsividad cognitiva y deterioro en el aprendizaje con reforzamiento demorado. Sin embargo,
cémo el NAc contribuye a la eleccion no es clara e involucra reforzamientos probabilisticos,
cdémo, entre un grande, pero incierto reforzador es seleccionado respecto a uno pequefio pero
seguro. Cardinal y Howes (2005) examinaron el efecto de lesiones excitotoxicas en el Core del
NAc sobre la eleccion probabilistica en ratas. Las ratas eligieron entre un solo pellet (p=1)
respecto a 4 con un grado de incertidumbre (p=1,0.5, 0.25, 0.125 y 0.0625) en una prueba de
ensayos discretos, la probabilidad de que el reforzador mayor se presentara decrementd o se
incremento a través de la sesion. Las ratas fueron entrenadas en este paradigma y posteriormente

recibieron una lesién excitotoxica o la simulacion de la cirugia (controles) en el Core del NAc.
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Las ratas lesionadas mostraron eleccion de aversidn-al riesgo, eligiendo el reforzador mayor con
menos frecuencia que los controles cuando éste era incierto, obteniendo menos alimento. Las
ratas se comportaron de forma diferente cuando solo habia 1 pellet respecto a cuando habia la
posibilidad de 4, p=0.32 (controles) y p=0.70 (Core-lesionadas) al final de la prueba. Cuando la
probabilidad no varié en la sesion, las ratas Core-lesionadas y los controles eligieron el
reforzador mayor cuando éste era seguro, y eligieron més el pequefio cuando el reforzador grande
fue muy incierto (p=0.0625), sin observarse diferencias entre ambos grupos. Asi, estos resultados
apoyan la idea de que el Core del NAc contribuye a la seleccion de acciones incitando la
eleccion de un reforzador incierto, como también el de un demorado en su presentacion (Cardinal
& Howes, 2005).

Se sabe que existe una reduccion de la disponibilidad de los receptores D, en el estriado de
ratas hiper-impulsivas (HI) en el 5-CSRTT. Sin embargo, el lugar anatémico de la disfuncion de
los receptores D3 en ratas es desconocido. Moreno y colaboradores (2013) investigaron si esta
disfuncién en los receptores en las ratas HI esté localizada en el Core o el Shell del NAc, para
ello seleccionaron entre ratas poco impulsivas (LI) y muy impulsivas (HI) con base en su
ejecucion en el 5-CSRTT e implantaron una canula en el Core y el Shell del NAc, ademas
administraron el agonista a los receptores Dy, quinpirol (0.1, 0.3 y 1 ug por perfusion),
registrando su efecto en las ratas LI y HI en el 5-CSRTT, junto con la actividad locomotora
espontanea en el campo abierto. El quinpirol en el Core del NAc incrementd las respuestas
prematuras en las ratas HI pero no en las LI. Por otro lado, en el Shell el quinpirol incremento la
actividad locomotora en las ratas HI a diferencia de en las LI. Este efecto fue bloqueado por la
administracion intra-Shell del antagonista a D3, nafadotrida (0.03 npg). No obstante, la
nafadotrida fue inefectiva bloqueando los efectos del quinpirole al administrarla intra-Core, en el
namero de respuestas prematuras en las ratas HI. Estos resultados indican que la impulsividad y
la hiperactividad estan reguladas de forma separada por el Core y el Shell del NAc y que las ratas
HI mostraron una respuesta mayor a la activacién de los receptores D,/ en estas regiones. Asi,
los autores sugieren que la hiperactividad y la impulsividad observadas en el TDAH pueden
disociarse neuralmente a nivel del NAc (Moreno et al., 2013).

Anker y colaboradores (2008) examinaron una forma de conducta impulsiva (inhibicion
deteriorada) ante cocaina o comida como reforzadores, en ratas propensas a la adiccion y

resistentes a la adiccion que fueron criadas para consumo alto (HiS) o bajo (LoS) de sacarina
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(durante varias generaciones). Utilizando un paradigma Go/No-Go, la cocaina y la comida fueron
los componentes Go y la inhibicién de la respuesta durante el periodo subsecuente de no-
reforzamiento el componente No-Go. Las ratas se entrenaron inicialmente para auto administrarse
intravenosamente cocaina (0.4 mg/Kg) en un programa FR1 (Fixed-ratio) durante las sesiones
diarias Go/No-Go que consistian en 3 refuerzos con cocaina (Go) alternados con 2 componentes
no-reforzados (No-Go), cada uno sefializado por un estimulo diferente. La respuesta a la droga
fue comparada ante tres valores de FR (FR1, FR3 y FR5) y tres dosis de cocaina (0.2, 0.4 y 0.8
mg/Kg). Un procedimiento similar Go/No-Go fue usado con la comida como reforzador ante las
3 condiciones FR. Durante los componentes Go para la cocaina intravenosa, las ratas hembras se
auto-administraron mas infusiones de 0.2 y 0.4 mg/Kg que los machos, indicando diferencias
sexuales ante el consumo de cocaina. Durante los periodos No-Go bajo la condicion de cocaina,
las ratas His y las hembras respondieron mas que las LoS y los machos, indicando esto un
fenotipo y diferencias sexuales en el deterioro de la inhibicion. Durante los componentes Go con
comida como reforzador, los machos respondieron mas y ganaron mas pellets que las hembras,
pero no hubo efecto del fenotipo o diferencias sexuales en las respuestas No-go (impulsividad).
Los autores concluyen que las ratas HiS y las hembras son méas propensas que las LoS y los
machos a adquirir conductas impulsivas de basqueda de drogas (Impulsive drug-seeking
behavior) (Anker, Gliddon & Carroll, 2008).

Tanto la impulsividad como la busqueda novedosa se han sugerido como marcadores para la
predisposicion a la adiccion a drogas. Sin embargo, su relevancia en la vulnerabilidad a la
busqueda compulsiva y el consumo de drogas no es conocida. Belin y colaboradores (2008)
reportan que mientras haya una alta reactividad para predecir la vulnerabilidad para iniciar el auto
consumo de cocaina, los niveles altos de impulsividad predicen el desarrollo de la adiccién como
conducta en la rata, incluyendo el consumo compulsivo o persistente de la droga, a pesar de sus
efectos adversos. En modelos animales, la inhabilidad para esperar antes de ejecutar una
respuesta correcta, se conoce como un fenotipo de impulsividad, medida como las respuestas
prematuras en la prueba de 5-CSRTT o de atencion visual sostenida, como una forma distinta de
reactividad locomotora en un medio novedoso, un fenotipo de sensacion de busqueda. Este tipo
de modelos animales sugieren la existencia de un “fenotipo vulnerable” que predispone la
adiccion a sustancias. De esta forma empleando ratas que respondian rapidamente (HR) respecto

a las que tenian respuestas bajas (LR), los autores registraron el consumo a cocaina con la prueba
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de 5-CSRTT. Las ratas HR mostraron un incremento a la sensibilidad de los efectos reforzantes
de la cocaina, los niveles de impulsividad correlacionaron con el consumo de etanol, y predijeron
a su vez la auto administracion escalonada de la cocaina. Este estudio muestra evidencia
experimental de que el cambio de impulsividad a compulsividad ocurre durante el desarrollo de
la conducta adictiva, esto provee sefiales del inicio y los mecanismos neurales involucrados en la
adiccion a las drogas, sugiriendo que tanto el estriado ventral como dorsal son las estructuras
asociadas al control en el consumo de drogas, por los niveles bajos de receptores D2/D3 en el
estriado (Belin, Mar, Dalley, Robbins & Everitt, 2008).

La estimulacion cerebral profunda (DBS) en el NAc es considerada como una terapia para
desordenes psiquiatricos refractarios, que tienen a la impulsividad como sintoma central (Sesia et
al., 2010). Las conexiones diferentes que reciben las dos regiones del NAc (Core & Shell) son
cruciales en el control impulsivo. En modelos animales, se ha observado que la DBS cambia los
niveles de impulsividad motora. Sesia y colaboradores (2010) probaron la hipétesis de que los
cambios en la impulsividad motora por la DBS (30 pA) en el NAc esté asociada a los cambios en
los niveles de DA y 5-HT. Se estimulo a ratas por medio de electrodos tanto en el Core como en
el Shell, y la conducta fue registrada en una prueba de palanqueo registrando los tiempos de
reaccion, ademas en un segundo experimento los niveles tanto de DA como de 5-HT se evaluaron
en la CPFm y NAc ante la DBS en Core y Shell. Los sujetos control recibieron Unicamente la
cirugia simulada. Los autores reportan que la DBS en el Shell del NAc produce un incremento en
la impulsividad motora pero un nimero menor de respuestas perseverantes, asociado esto con el
incremento en los niveles de DA y 5-HT en el NAc, sin embargo, esto no sucedié en CPFm. La
DBS en el Core de NAc no tuvo efectos sobre la impulsividad motora, aunque decremento el
namero de respuestas perseverantes lo cual indica un mejor control de impulsos. En estos sujetos,
no se encontraron efectos en los niveles de neurotransmisores. Asi, la DBS en el Shell del NAc
tiene efectos adversos sobre la impulsividad motora que se acompafian del incremento en los
niveles de DA y 5-HT en NAc, mientras que la DBS en el Core resulta en una mejora conductual
(Sesia et al., 2010).

Los niveles altos de impulsividad y la sensibilidad diferencial a los efectos conductuales que
produce una droga, se han asociado con el consumo cronico de sustancias y la dependencia a las
mismas. Utilizando un modelo animal (ratas adultas Sprague-Dawley), Stanis y colaboradores

(2008), analizaron las diferencias individuales en la actividad inducida por la cocaina como
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predictiva de niveles altos de impulsividad en el 5-CSRTT. Los animales se clasificaron en bajos
0 altos ejecutores a cocaina (LCR o HCR ante 10 mg/Kg ip), con base en su rendimiento en la
prueba de campo abierto. Las ratas fueron entrenadas en un paradigma de Delay-discounting
(DDT), ademads, los autores analizaron el efecto de las anfetaminas y del agonista a 5-HT a1, 8-
OHDPAT en DDT. Por ultimo, todas las ratas fueron re-expuestas al campo abierto para
determinar que los fenotipos (LCR y HCR) fueran estables. Se observaron diferencias en la linea
base de la impulsividad cognitiva entre grupos, siendo las ratas HCR maés impulsivas (eligieron
mas el reforzador pequefio) respecto a las LCR. El tratamiento con anfetaminas disminuyé la
eleccion del reforzador mayor en las ratas LCR, pero no afecto la eleccion en las HCR. La
impulsividad cognitiva se incrementd en ambos fenotipos tras el tratamiento con 8-OHDPAT.
Cuando se re-expuso al animal al campo abierto, las ratas LCR fueron similares a las HCR,
mostrando tolerancia. Los autores sugieren que la sensibilidad diferencial a la locomocion
inducida por la cocaina es predictiva de la impulsividad, ademas, las diferencias neurobioldgicas
en las ratas LCR y HCR pueden aportar informacién sobre los mecanismos que contribuyen a la
vulnerabilidad del uso cronico de drogas o a la dependencia (Stanis, Burns, Sherrill & Gulley,
2008).

Como se ha mencionado ya, la impulsividad es una conducta que comprende procesos diferentes.
Es la llave de muchas psicopatologias como mania, desordenes adictivos, TDAH, entre otros. El
nivel en que la impulsividad esta implicada en estas patologias aun no estd bien descrito. En
estos desdrdenes, la sensacion o bdsqueda de drogas y los déficits cognitivos estdn muy
relacionados, pero la naturaleza de esta relacion aun no es muy clara. Utilizando un modelo
animal para impulsividad basado en las diferencias inter-individuales espontaneas, Dellu-
Hagedorn (2006), utilizd una prueba operante con una variacion en los grados de inhibicion
conductual, tiempos de ejecucion e impulsividad motora y cognitiva en ratas. Las pruebas
constaron de un programa de numeros consecutivos fijos (FCN) interpretado como la capacidad
para terminar una accién y recibir un reforzador, y un calendario de reforzamiento de intervalo-
fijo/extincion (niveles altos de respuesta), y una prueba de recompensa atrasada (Delay-
discounting). Ademas, las medidas de respuestas locomotoras novedosas en un corredor circular
ante la administracién de anfetaminas, y la memoria de trabajo en un laberinto radial de 8 brazos
fue analizada. Este nuevo enfoque muestra como distintos aspectos de la impulsividad y la

hiperactividad pueden ser expresados sobre la base de las grandes diferencias individuales que
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varian en una poblacion normal de las ratas. Los déficits inhibitorios se relacionaron con la
respuesta alta a psicoestimulantes caracteristica de las ratas, la predisposicion al auto
administracion de anfetaminas y que estd asociada con el incremento en la actividad
dopaminérgica en estructuras asociadas a la memoria de trabajo e hiperactividad. Asi, los
individuos presentan distintas caracteristicas conductuales asociadas a sus niveles de
impulsividad (Dellu-Hagedorn, 2006).

El desarrollo historico y la aplicacion del paradigma conductual del 5-CSRTT en la evaluacion de
los efectos de la accion de drogas y otras manipulaciones de ejecucion atencional (control de
estimulos) en ratas. EI 5-CSRTT se utiliza para medir los efectos de tratamientos con drogas
sistémicas y también de manipulaciones centrales como lesiones neuroquimicas, en aspectos de
control atencional, incluyendo atencion sostenida y dividida, ademas de los sistemas de atencion
involucrados en patologias como el TDAH vy la enfermedad de Alzheimer. En el 5-CSRTT se
pueden medir varios aspectos de control atencional como medidas de precision, respuestas
prematuras, latencia de respuestas correctas y latencia para recoger los pellets obtenidos. Los
sistemas monoaminérgicos y colinérgicos parece que tienen papeles diferentes en los diferentes
aspectos de rendimiento en el 5-CSRTT, en un sistema neuronal centrado en la CPF, Cgl y
estriado. Considerando estas conclusiones en contextos tedricos y metodoldgicos de estudios
farmacoldgicos de atencion en animales y humanos (Robbins, 2002; Basar et al., 2010).

Ordufa y colaboradores (2009) emplearon un programa de reforzamiento diferencial de tasas
bajas (DRL) para evaluar la ejecucion de ratas SHR, WKY y WIS, en procesos temporales e
inhibicion de respuestas en dos modelos cuantitativos: analisis de desviacion de pico (un valor
bajo indica una disminucion en la tasa de reforzamiento) y un modelo de regulacion temporal.
Los sujetos fueron divididos en dos grupos, el primero se expuso a 70 sesiones bajo un DRL de
10s. Las ratas SHR mostraron un déficit temporal en los procesos de inhibicion de respuesta, sin
embargo, no se observaron diferencias entre cepas en las respuestas para los procesos de
sincronizacion. EI segundo grupo de ratas fue expuesto a 30 sesiones de DRL 10s, antes de
recibir tres dosis de MP (2, 4 y 8 mg/Kg). Los resultados obtenidos en ambos modelos fueron
consistentes e indicaron que con dosis altas de MP la ejecucion de las tres cepas de ratas
disminuye. La impulsividad mostrada por las ratas SHR durante la adquisicién, ademas de la
hiperactividad (incremento en el namero de respuestas) apoya el uso de esta cepa como un

modelo animal adecuado para el estudio de TDAH. No obstante, la evidencia de un
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procesamiento temporal normal (las ratas SHR no presentan un déficit en la sensibilidad al
tiempo) y el que el MP empeorara la inhibicidn de respuestas en esta cepa contradice lo anterior.
La variabilidad en los resultados sugiere la necesidad de revisar mas a profundidad las conductas
de temporalizacion en otros modelos animales con el fin de encontrar un modelo animal idoneo
para TDAH (Ordufia, Valencia-Torres & Bouzas, 2009). Estudios dosis-respuesta se utilizan para
evaluar la predisponibilidad genética de la vulnerabilidad individual ante sustancias de abuso. Sin
embargo, las curvas dosis-respuesta ante el auto administracion de morfina no han sido
examinadas 0 no se han reportado diferencias evidentes. Garcia-Lecumberri y colaboradores
(2010) definieron la curva dosis-respuesta para la auto administracion de la morfina (0.25, 0.5, 1
y 2 mg/Kg) en ratas Lewis (LEW) y en su control histocompatible ratas Fischer 344 (F344).
Ademas, evaluaron la eleccion impulsiva en ambas cepas de ratas en presencia o ausencia de las
mismas dosis de morfina utilizando un paradigma de reforzamiento operante con una tasa
progresiva de respuesta (1:5). Las ratas LEW se auto-administraron significativamente mas
morfina ante cualquier dosis administrada y presentaron niveles mayores de impulsividad
comparadas con las F344. Las ratas F344 mostraron una preferencia por la dosis de 0.5 mg/Kg, a
diferencia de la cepa LEW para la cual todas las dosis fuero reforzantes. Las diferencias basales
entre ambas cepas en la impulsividad no afectaron la administracion de morfina.

Estas observaciones sugieren que la cepa LEW muestra una alta vulnerabilidad fenotipica al
consumo de drogas, de esta forma la impulsividad podria facilitar la adquisicion de una adiccion
(Garcia-Lecumberri et al., 2010). Las ratas SHR muestran caracteristicas conductuales
observadas en el TDAH: hiperactividad, déficit de atencion e impulsividad. Hand y
colaboradores (2009) utilizaron este modelo animal para evaluar los efectos de d-anfetamina en la
impulsividad, ante la eleccion de un reforzador pequefio pero inmediato respecto a uno mayor
pero con demora en su presentacion. La d-anfetamina (1, 3.2 & 5.6 mg/Kg) fue administrada en
las ratas SHR y en sus controles WKY antes de las sesiones de eleccion. Las ratas SHR fueron
mas impulsivas respecto a las WKY (prefirieron el reforzador pequefio pero inmediato). La d-
anfetamina no tuvo efecto ante la preferencia de las ratas SHR, pero increment6 la eleccion del
reforzador pequefio, e inmediato en las ratas WKY con las dosis bajas de anfetamina (1 y 3.2
mg/Kg). Asi, la d-anfetamina no redujo la impulsividad en las ya impulsivas ratas SHR, pero
incremento la impulsividad en ratas que no son inicialmente impulsivas (Hand, Fox & Reilly,

2009). Los niveles altos de impulsividad se han definido como la tendencia a elegir entre un
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reforzador pequefio pero inmediato sobre uno mayor pero con demora en su presentacion, en
ratones preferentes a alcohol (HAP) se observa niveles altos de impulsividad respecto a los no
preferentes (LAP). Oberli & Grahame (2009) utilizaron una prueba de descuento por demora
(DDT), utilizando sacarina como reforzador para analizar los niveles de impulsividad en dos
lineas de ratones (HAP y LAP2 y HS/Ibg).Tanto los ratones HAP 1 como HAP2 fueron mas
impulsivos que los LAP2 y sus controles progenitores (HS/Ibg), ademas las lineas HAP
mostraron un incremento en sus tiempos de reaccion respecto a las lineas LAP. No se observaron
otro tipo de diferencias (consumo de sacarina, nimero total de ensayos completados) consistente
con las diferencias ontogenéticas en el consumo de alcohol ya existentes. Asi, las ratas
preferentes al consumo de altas dosis de alcohol fueron mas impulsivas ante el consumo de
sacarina como reforzador que las LAP. Estos datos sugieren que la impulsividad es una diferencia
heredable que precede al alcoholismo (Oberlin & Grahame, 2009).

En la Tabla 7 se resumen algunos de los modelos méas empleados para medir impulsividad en la
literatura con sus principales caracteristicas. Las diferencias en la eleccion impulsiva y las
exploraciones en ambientes diferenciales son factores que predicen la vulnerabilidad a drogas de
abuso. Perry y colaboradores (2008) determinaron si la influencia de la exploracién en ambientes
novedosos afecta la eleccion impulsiva, y si la d-anfetamina (0.5, 1y 2.0 mg/Kg sc) y el MP (2.5,
5.0 0 10.0 mg/Kg sc) alteran la eleccion impulsiva de forma diferencial en las ratas Sprague-
Dawley. La condicion inicial de demora fue de 6s, y estd se decremento o incremento (1s), las
ratas fueron destetadas a los 21 dias EPN, ya sea en una condicion enriquecida (EC) o una
condicidon aislada (IC) y se registraron en edad adulta en una prueba de retraso. Las ratas EC
fueron menos impulsivas que las IC. Adicionalmente, la administracion de d-anfetaminas, pero
no de MP incremento la eleccion impulsiva en las ratas EC. En las ratas IC la d-anfetamina y el
MP disminuyeron los niveles de impulsividad. Estos resultados indican que la exploracién en
ambientes novedosos influye en la eleccion impulsiva y modula los efectos de los
psicoestimulantes en la eleccion impulsiva. Especificamente, los psicoestimulantes pueden
disminuir la eleccion impulsiva dependiente de ambientes novedosos en individuos con altos
niveles de impulsividad (con TDAH), mientras que pueden aumentar la eleccion impulsiva en

individuos con bajos niveles de impulsividad (Perry, Stairs & Bardo, 2008).
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Tabla 7. Modelos animales para evaluar Impulsividad.

Modelo

Principio

Interpretacion

Intervalo maximo
(Peak-Interval)
Matell & Portugal

(2007).

FCN (Fixed
Consecutive
Number)
Rivalan et al., 2007.

Toleranciaala
demoraen la
presentacion del
reforzador
Bizot et al., 2007.

Descuento por
demora
(Delay

Discounting).

Probabilidad de
Demora
Wilhelm & Mitchell
(2008).

Go/No go
Anker et al., 2008.

El patron de respuesta en una prueba
temporal como el intervalo maximo (peak-
interval), permite hacer inferencias respecto a
las fuentes de variacibn que estan
involucradas en las conductas de intervalos
temporales. Los factores no-temporales como
la conducta impulsiva puede afectar la
validez de estas inferencias.

Muchos paradigmas experimentales que se
utilizan para evaluar la conducta impulsiva
también requieren de capacidades no-
especificas como la estimacion del tiempo.
Esta puede interactuar con las mediciones y
enmascarar los efectos benéficos de los
psicoestimulantes (utilizados cominmente en
el tratamiento del TDAH) sobre la
impulsividad dado que estos medicamentos
aceleran el reloj interno.

Eleccion  entre un reforzador pequefio e
inmediato en su presentacion, respecto a uno
mayor pero con demora (15 y 30s).

Sensibilidad ante los reforzadores que son
demorados en su presentacién, paradigma
gue es empleado comunmente para registrar
impulsividad cognitiva, por otro lado, con la
probabilidad de demora se evalio la
sensibilidad de espera ante un reforzador
incierto en su presentacion vy esto refleja la
toma de riesgo y la evaluacién de riesgos.

Inhibicién de una respuesta o la emision de
una respuesta prematura.

Las opciones de respuesta
alternativas pueden modular el
efecto de la conducta impulsiva en
las pruebas temporales.

La supresion de capacidades no-
especificas en la conducta impulsiva
en un paradigma FCN, se asocia con
condiciones que permiten la
expresion de déficits inhibitorios,
permitiendo que los  efectos
benéficos de los psicoestimulantes
observados en la clinica puedan
evidenciarse experimentalmente.

Los sujetos que eligen mas el
reforzador grande pero con demora
en su presentacion son menos
impulsivos que los que seleccionan
el inmediato.

La sensibilidad a la demora y a las
respuestas probabilisticas pueden ser
predictivas de un consumo futuro de

alcohol u otras sustancias en la
predisposicion  genética de los
individuos.

Los autores concluyen que las ratas
criadas para consumos grandes de
cocaina son mas propensas que las
de consumo bajo a adquirir
conductas impulsivas de buasqueda
de drogas (impulsive drug-seeking
behavior).
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Tabla 7. Continuacion.

5-CSRTT

(5-choice
serial reaction

time task)
Robbins, 2002.

Wait-to-go-
signal task/
Delay-
discounting
task
Juérez et al.,
2013.

Reforzamiento
diferencial a
tasas bajas
(DRL).
Ordufia et al.,
20009.

Se utiliza para medir los efectos de tratamientos
con drogas sistémicas y también de
manipulaciones  centrales como  lesiones
neuroquimicas, en aspectos de control atencional,
incluyendo atencion sostenida y dividida, ademas
de los sistemas de atencion involucrados en
patologias como el TDAH y la enfermedad de
Alzheimer.

Consiste en que las ratas crucen por un puente de
transicion tras la presentacion de una sefial y asi
obtengan un reforzador (impulsividad motora), o
que crucen el puente tras la eleccién entre dos
alternativas de reforzador en una prueba Delay-
discounting task (Impulsividad Cognitiva).

Procesos temporales e inhibicion de respuestas
en dos modelos cuantitativos: andlisis de
desviacion de pico (un valor bajo indica una
disminucién en la tasa de reforzamiento) y un
modelo de regulacion temporal.

En el 5-CSRTT se pueden medir

varios  aspectos de  control
atencional como medidas de
precision, respuestas prematuras,

latencia de respuestas correctas y
latencia para recoger los pellets
obtenidos. Los sistemas
monoaminérgicos Yy colinérgicos
parece que tienen papeles diferentes
en los diferentes aspectos de
rendimiento en el 5-CSRTT, en un
sistema neuronal centrado en la
CPF, Cgl y estriado.

Utilizando animales con una
disfuncion en el sistema
dopaminérgico producida por el
tratamiento prenatal con alcohol, las
ratas alcohol presentan mayores
niveles de impulsividad respecto a
sus controles isocaloricos.

La impulsividad mostrada por las
ratas SHR durante la adquisicién,
ademds de la hiperactividad
(incremento en el namero de
respuestas) apoya el uso de esta
cepa como un modelo animal
adecuado para el estudio de TDAH.
No obstante, la evidencia de un
procesamiento temporal normal (las
ratas SHR no presentan un déficit en
la sensibilidad al tiempo) y el que el
MP empeorara la inhibicion de
respuestas en esta cepa contradice lo
anterior.

55



La razon por la cual nos es de interés evaluar los dos tipos de impulsividad es porque con base a
las evidencias en la literatura es posible que distintos mecanismos estén involucrados en cada
tipo de conducta impulsiva y que estos a su vez presenten diferencias plasticas o procesos de

sensibilizacion distintos.

El uso de modelos animales en el estudio de la impulsividad ha aportado grandes contribuciones
al entendimiento ésta conducta en relacion a trastornos como el TDAH (Bari & Robbins, 2011,
Juarez et al., 2013). Con este proposito en el laboratorio de Farmacologia y Conducta se
desarrollo un paradigma en ratas que permite evaluar tanto la impulsividad de tipo motor como la
cognitiva en un periodo corto de entrenamiento (Juarez et al., 2013). Esta conducta operante
consiste en que las ratas crucen por un puente de transicion tras la presentacion de una sefial y asi
obtengan el reforzador, de esta manera esta prueba se considera una wait-to-go-signal task
(impulsividad motora), o que crucen el puente tras la eleccion entre dos alternativas de reforzador
en una prueba Delay-discounting task (impulsividad cognitiva). Para probar este protocolo se
emplearon animales con una disfuncion en el sistema dopaminérgico producida por el tratamiento
prenatal con alcohol (que ya se ha observado produce inatencion e impulsividad en ratas, Mufioz-
Villegas & Juarez, sin publicar).

En el presente estudio se evalué la impulsividad de tipo cognitivo (IC) y la motora (IM)
utilizando el puente de transicion desarrollado en nuestro laboratorio (Juarez, 2010; Juarez et al.,
2013, (ver anexo 2). Esta conducta se registré en edad prepuber con un tratamiento postnatal
cronico de MP ip (3 mg/Kg BW) y nuevamente en edad adulta (sin tratamiento postnatal), esto
para evaluar si la conducta persiste en ratas que recibieron un tratamiento postnatal con MP y
para comparar los efectos del tratamiento con el psicoestimulante, esto con base en las estructuras

asociadas a cada conducta en la literatura.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado que la exposicion a alcohol prenatal (dias 8 a 20) produce una afectacion del
sistema dopaminérgico (DA) caracterizada por un decremento en la actividad espontanea de las
neuronas DA del area tegmental ventral (ATV), la cual puede ser normalizada tras la
administracion de metilfenidato (MP), un farmaco psicoestimulante que incrementa tanto los
niveles de DA como los de noradrenalina (NA) extracelular. Ambos neurotransmisores juegan
un papel importante en funciones cognitivas. Se sabe que el sistema DA esta implicado en
aspectos motivacionales de la conducta asi como en los mecanismos que regulan el
reforzamiento. Asimismo, la alteracion del sistema dopaminérgico se ha asociado en clinica a
diversos trastornos conductuales como el Trastorno de deficit de atencidn con/sin hiperactividad
(TDAH), una patologia en la que la que es comin que esté asociada la conducta de tipo
impulsiva.

Existen diversos tratamientos farmacologicos que se han usado tanto en clinica como
experimentalmente para mejorar este tipo de trastornos de conducta, siendo los psicoestimulantes
los mas indicados tales como las anfetaminas y el MP, éste Ultimo actia bloqueando la recaptura
de DAy NA en la terminal presinaptica incrementando, por este mecanismo, la disponibilidad de
estos neurotransmisores. EI mecanismo por el cual el MP mejora las alteraciones conductuales no
estd claramente establecido, ademés de que no existe evidencia concluyente en la actualidad de
cdmo estos efectos estan relacionados con su accion en el sistema nervioso central. Es sabido que
la corteza prefrontal medial (CPFm) juega un papel importante en la regulacion de diversas
funciones cognitivas y sus conexiones con el estriado estan implicadas, en la conducta impulsiva,
la atencion, la toma de decisiones, entre otras. Asi mismo, la DA presente en el nicleo
accumbens (NAc) v el estriado dorsal (SD) se relaciona con diferentes aspectos conductuales,
siendo el NAc un componente clave que regula los procesos neurales de la impulsividad. Datos
previos de nuestro laboratorio han mostrado que los animales con tratamiento prenatal con
alcohol muestran hiperactividad, mayor impulsividad y alteraciones en la atencion, ademas de un
incremento en los niveles de DA en NAc y CPFm, respecto a sus controles.

Hay muy pocos estudios que han explorado las alteraciones conductuales producidas por el
tratamiento prenatal con alcohol y todos ellos, con excepcion del nuestro, evalian la conducta

Gnicamente en edad adulta. Asi, hasta donde sabemos, existen muy pocos datos relacionados con
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las alteraciones de conducta antes de la pubertad y no hay antecedentes de su persistencia en la
etapa adulta en sujetos expuestos prenatalmente al alcohol.

En la conducta impulsiva existe una disfuncion del control inhibitorio, entre otros aspectos que
son mediados por diferentes procesos neurales que afectan la conducta a diferente nivel y con
base en las evidencias encontradas en la literatura es posible que distintos mecanismos estén
involucrados en cada tipo de conducta impulsiva y que estos a su vez presenten diferencias
plasticas o procesos de sensibilizacidn diferentes cuando son expuestos a farmacos.

Con estas bases, el presente estudio analizé el efecto del MP sobre la impulsividad motora y
cognitiva en ratas tratadas prenatalmente con alcohol, asi como la respuesta dopaminérgica y
noradrenérgica en nlcleo accumbens y corteza prefrontal medial en ratas macho prepuberes y

adultas.

58



OBJETIVO

Analizar el efecto del metilfenidato en la conducta impulsiva de tipo motora y cognitiva en ratas
prepUberes tratadas prenatalmente con alcohol y su prevalencia en la edad adulta, asi como, el
efecto de este tratamiento en los niveles de catecolaminas en el nucleo accumbens y corteza

prefrontal medial en ratas prepuberes y adultas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Examinar si existen diferencias entre los tipos de impulsividad (motora y cognitiva) en

ratas que fueron expuestas prenatalmente a alcohol en etapa prepuber y en edad adulta.

2. Evaluar el efecto del tratamiento con MP sobre los diferentes tipos de impulsividad

(motora y cognitiva) en ratas prepuberes que fueron expuestas prenatalmente a alcohol.

3. Analizar la prevalencia de la impulsividad (motora y cognitiva) en ratas adultas que
fueron expuestas prenatalmente a alcohol y tratadas con metilfenidato en la

preadolescencia.

4. Analizar el efecto del tratamiento con metilfenidato sobre los niveles de DA y NA en

NAc y CPFm en ratas prepuberes.

5. Analizar los niveles de DAy NA en NAc y CPFm, en ratas adultas que fueron expuestas

a MP antes de la pubertad y que fueron expuestas prenatalmente a alcohol.
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HIPOTESIS

Existiran diferencias entre los tipos de impulsividad (motora y cognitiva) en los sujetos tratados
prenatalmente con alcohol, ademés esta diferencia en la conducta impulsiva prevalecera en la
edad adulta. El tratamiento con metilfenidato disminuira ambos tipos de impulsividad en ratas
preplberes y se minimizara esta conducta en la edad adulta respecto a las que no recibieron
tratamiento con el psicoestimulante. Adicionalmente los niveles de DA y NA en NAc y CPFm
seran mayores en las ratas tratadas con MP respecto a sus controles en la etapa prepuber, pero no
habré diferencias en los niveles de catecolaminas entre los animales de diferente tratamiento

postnatal en la edad adulta.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

1. Existiran diferencias entre los niveles de impulsividad (motora y cognitiva), en sujetos
tratados prenatalmente con alcohol en etapa prepuber y adulta debido al sustrato

neurofisiolégico que regula cada conducta.

2. El MP disminuira los niveles de impulsividad (motora y cognitiva), pero la magnitud del

efecto serd mas evidente en la impulsividad de tipo motor o reactivo en ratas prepuberes.

3. El tratamiento con MP en etapa prepuber reducira los niveles de ambos tipos de

impulsividad en ratas adultas respecto a sus controles.

4. El MP incrementaré los niveles de DA y NA en NAc y CPFm en ratas en etapa prepuber

respecto a sus controles.

5. No habré diferencias en los niveles de DA y NA en la edad adulta entre las ratas que

recibieron MP antes de la pubertad y sus controles.
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METODOLOGIA

Se utilizaron ratas Wistar (WIS), del bioterio del Instituto de Neurociencias, Universidad de
Guadalajara, las cuales permanecieron en condiciones estandar de bioterio, en un ciclo de 12
horas luz-oscuridad (08:00/20:00), con libre acceso a comida para las hembras gestantes y agua,

ad libitum.

1. Tratamiento prenatal

Se utilizaron 16 ratas hembras WIS con un peso corporal de entre 200 y 250 g antes del
apareamiento y siendo su primera gesta.

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

Durante el tiempo de tratamiento se peso a las ratas diariamente para cerciorarse de que siempre

recibieran la misma dosis de alcohol.

2. Tratamiento de las crias

Las crias macho producto de las hembras tratadas con alcohol durante la gestacion se destetaron
a los 21 dias de nacidos (EPN) y se dividieron en 2 grupos (n=40); uno integrado por aquellos
sujetos a los que se les evalu6 la impulsividad cognitiva (IC) y otro al que se le registrd la
impulsividad motora (IM). Hasta antes de comenzar el protocolo de impulsividad los animales
permanecieron en condiciones estandar de bioterio con agua y comida ad libitum.

A partir del dia 34 y hasta el 39 (EPN) a la mitad de las ratas de los grupos (IC e IM) se les
administr6 MP ip en una dosis de 3 mg/Kg BW y a la mitad restante de cada grupo se les
administrd solucion salina fisiologica (SS) ip estéril(ver anexo 2). Transcurridos 40 minutos
después de la administracion de MP ip o SS ip se evalu6 la conducta impulsiva correspondiente
(cognitiva 0 motora).

3. Impulsividad

Se evalud el control inhibitorio de tipo motor o reactivo (IM) y el control inhibitorio de tipo

cognitivo o de eleccidn (IC) utilizando “el puente de transicion” (Juarez et al., 2013). De a cuerdo
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a los parametros establecidos y descritos a continuacion para cada tipo de impulsividad. Esta
conducta se registré en edad prepUber a la par del tratamiento con MP (34 a 39 EPN) y en edad
adulta sin tratamiento farmacolégico (84 a 89 EPN).

Control Inhibitorio de Tipo Motor o Reactivo

El control inhibitorio motor o reactivo se puede definir como la falta de inhibicion ante una
conducta preponderante. En este estudio se evalué por medio de una prueba de inhibicién de una
conducta ante estimulos auditivos (wait-to-go-signal task) en el puente de transicion (Juarez et
al., 2013). La descripcién detallada del aparato se describe en el anexo 3.

PRIVACION DE ALIMENTO PREVIO A LA PRUEBA: El periodo de privacion de
alimento comenzo a las 20:00 hrs del dia 23 EPN hasta las 10:00 hrs. del dia siguiente (24 EPN)
cuando los sujetos fueron abastecidos con pellas de 45 mg cada una para hacer un total de 900
mg/sujeto (20 pellas/sujeto). Una vez consumido se les abastecido con alimento estandar 4
g/sujeto, transcurridas 2 horas. Al dia siguiente se inicio la fase de moldeamiento sin interrumpir
el protocolo de privacion de alimento el cual se mantuvo hasta la conclusion de la prueba.

MOLDEAMIENTO: La rata, privada de alimento, fue colocada en alguna de las plataformas (A
0 C) y se entren0 hasta que aprendié que podia obtener alimento en el otro extremo del puente
(25 y 26 EPN). Posteriormente se coloco en la plataforma A, pero sin poder cruzar por el puente
hasta después de haber escuchado un sonido con una demora de un segundo (350 ms, 4 kHz, 40
dB). Se realizaron 60 ensayos por dos dias consecutivos, reforzando al animal cuando
abandonaba la plataforma dentro de los 200 cs (centésimas de segundo) posteriores a la
presentacion del estimulo. Al tercer dia la demora del estimulo fue de 2s para la obtencion del
reforzador (29 y 30 EPN) y se considerd que el sujeto adquirio el criterio de aprendizaje de

prueba cuando realiz6 32 aciertos en una sesion de 60 ensayos.

PRUEBA CONDUCTUAL.: Los 6 dias sucesivos al moldeamiento fueron los dias de prueba (34
a 39 EPN), en etapa prepuber se administr6 MP ip (3 mg/Kg BW) o SS 40 minutos antes de
realizarse la prueba. La rata cruzo el puente de transicién bajo las condiciones anteriormente
descritas y cada sesion constd de 60 ensayos, registrandose 3 dias a una demora de 2s y los 3
siguientes ante una demora de 2 y 3s aleatorios en la presentacion del estimulo. EI namero de

cruces antes de presentarse el sonido (comisiones) fue considerado un signo de mayor
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impulsividad. Como puede apreciarse, esta prueba también tiene un componente de atencion
importante, ya que el sujeto tiene que detectar la presencia de la serie de estimulos auditivos.
En esta prueba se consideraron las siguientes medidas:
a. Acierto: cuando la rata abandoné la plataforma después de la emision del sonido en un
tiempo no mayor a 200 cs (centésimas de segundo).
b. Omision: cuando la rata no abandono la plataforma después de haber transcurrido 200 cs
posteriores a la conclusion del sonido (inatencion).
c. Comision: cuando la rata abandoné la plataforma antes de la presencia del estimulo
auditivo (impulsividad).

d. Tiempo de reaccion.

Transcurridas 24 horas de la ultima dosis de MP (40 EPN) la mitad de los sujetos de cada grupo
se sacrificaron por la técnica de dislocacion cervical. Se extrajo el cerebro almacenandolo a -80°
C con nitrogeno liquido para su posterior deteccion de DA y NA en NAc y CPFm por HPLC.
La mitad de animales restantes se mantuvieron en condiciones estandar de bioterio con un
restablecimiento del alimento ad libitum hasta la edad adulta (75 EPN), cuando se analiz6 la

impulsividad nuevamente en ellos.

Control Inhibitorio de Tipo Cognitivo o de Eleccion.

El control inhibitorio cognitivo se registrd por medio de la devaluacion del reforzador por demora
en su presentacion, la cual se ha definido anteriormente como la eleccion entre una recompensa
pequefia e inmediata respecto a una mayor pero con un retraso significativo en su presentacion.
Cuando un sujeto elige la recompensan inmediata (pequefia) se considera mas impulsivo que
aquel que selecciona un reforzador mayor con retraso en su acceso, ya que no es capaz de tolerar
la espera del reforzamiento y responde sin hacer la valoracién de las opciones que se le
presentan. La IC se evalud en este experimento por medio del paradigma de delay-discouting
utilizando un puente de transicion (Anexo 3). Este dispositivo fue desarrollado en el laboratorio
de farmacologia y conducta del Instituto de Neurociencias y estad disefiado para medir las
latencias de eleccidon ante dos opciones con distintos tiempos de presentacion del reforzador al

cruzar los puentes, (ver Figura 11). Esta prueba evalua la impulsividad cognitiva con pocos dias
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de entrenamiento lo cual es Gtil para registrar ratas antes de la pubertad (entre el dia 38 y 40
EPN).

PRIVACION DE ALIMENTO PREVIO A LA PRUEBA: El periodo de privacion de
alimento comenzo a las 20:00 hrs del dia 25 EPN hasta las 10:00 hrs. del dia siguiente (26 EPN)
cuando los sujetos fueron abastecidos con pellas de 45 mg cada una para hacer un total de 900
mg/sujeto (20 pellas/sujeto). Una vez consumido se les abastecié con alimento estandar 5
g/sujeto, transcurridas 2 horas. Al dia siguiente se inicio la fase de moldeamiento sin interrumpir
el protocolo de privacion de alimento el cual se mantuvo hasta la conclusién de la prueba
conductual. Se tuvo cuidado en que los animales no pesen menos del 80% de su peso normal

tanto en las ratas prepuberes como en las adultas.

MOLDEAMIENTO: La etapa de moldeamiento consto de dos fases entre los dias 29 y 33 EPN.
Primera fase: Se coloco a la rata en el centro de las plataformas Ay C del puente de transicion
con un puente de 3 cm. Se moldearon los sujetos por aproximaciones sucesivas hasta que el
sujeto aprendi6 que existia un reforzador (1 pella de 45 mg) en cada una de las plataformas meta,
B 60 D, después de cruzar el puente gris o negro respectivamente (ver Figura 11). Se considerd
que el sujeto aprendio la prueba cuando completd 20 cruces sucesivos en dos dias consecutivos
(29 y 30 EPN), sin preferencia por alguno de los puentes (60 a 40 + 5%). Cada dia de
moldeamiento, los sujetos continuaron bajo condiciones de privacion con un abastecimiento de 4
g/sujeto de pellets estandar, los cuales fueron colocados entre 1.5 y 2 horas posteriores a la
finalizacion de la prueba de cada dia, aumentando 1g/sujeto cada tercer dia. Una vez cumplido el
criterio de adquisicion, los sujetos siguieron bajo la condicion de privacion antes descrita.
Segunda fase: Consistio en el inicio de la demora del reforzador (5s) para el puente negro
(izquierdo) con la habituacion a la emisién de sonido de 4Khz y 5000 ms (milisegundos) de
duracion al momento de abastecer 2 pellas de 45 mg al final del puente, en la plataforma B
(derecha), se dio el refuerzo inmediato con el mismo sonido a los 300ms (milisegundos) de que la
rata piso la plataforma. Se realizaron 40 ensayos para cada sujeto. Esta fase del moldeamiento de
la conducta se hizo en dos dias consecutivos correspondientes a 32 y 33 EPN.

PRUEBA CONDUCTUAL.: Esta fase se registré a la par del tratamiento postnatal con MP ip
(3mg/Kg BW) 0 SS ip.
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DEMORA DEL REFORZADOR 7s: Para esta demora en el reforzador se realizaron 40
ensayos en cada sujeto durante 3 dias consecutivos (34, 35 y 36 EPN). La demora en el
reforzador se presentd siempre al final del puente negro (izquierdo) con las mismas
caracteristicas de emision de sonido que en los dias anteriores y con el mismo refuerzo de 2

pellas de 45 mg/sujeto.

DEMORA DEL REFORZADOR 10s: Para esta demora en el reforzador se realizaron 40
ensayos en cada sujeto durante 3 dias consecutivos (37, 38 y 39 EPN). El procedimiento fue igual
que el descrito anteriormente, solo aumentando la demora del reforzador siempre en el puente

negro, (izquierda) a 10s y manteniendo el puente gris (derecho) con el refuerzo inmediato.

4. Crias adultas
La mitad de ratas que se preservaron hasta edad adulta se sometieron nuevamente a las pruebas
para medir impulsividad (78 a 89 EPN), al dia siguiente de la Gltima medicién fueron sacrificados
por dislocacion cervical (90 EPN), extrayéndose su cerebro y congelandolo a -80°C con
nitrégeno liquido hasta el momento de la cuantificacion de DA y NA por HPLC.
El calendario experimental se muestra en la Figura 12 y el diagrama de flujo del disefio

experimental en la Figura 13.

5. Andlisis de catecolaminas
Tras la extraccion del cerebro y su congelacion hasta -80° C con nitrogeno liquido, los cerebros
permanecieron a esta temperatura hasta el momento de la cuantificacién de neurotransmisores
por HPLC utilizando una fase movil de acido heptasulfénico (KH2P0O4) 0.025 M en agua (pH=3)
+ acetonitrilo 0.3 mM y una columna para la deteccion de catecolaminas (4.6 x 75 mm Zorbax
SB-C18, 3.5 um).
La técnica para la preparacion de los homogénados asi como las coordenadas de las diferentes

estructuras se describe en el Anexo 4.
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Calendario de Pruebas Conductuales
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Figura 12. Calendario de pruebas; IM: Impulsividad motora, IC: Impulsividad cognitiva, EPN: Edad
postnatal, s: Segundos. El tratamiento prenatal de alcohol se dio del dia 8 a 20 de gestacidn, el tratamiento
postnatal con metilfenidato (3 mg/Kg BW) se administré entre los dias 34 a 39. El sacrificio en edad
prepuber fue el dia 40 y para adultas el 90 (EPN).

Tratamiento Prenatal con Etanol
(Hembras WIS 250-300g, 8-20 gestacion)

| Destete de crias 21 EPN |

Impulsividad Motora Impulsividad Cognitiva
(n=40) (n=40)
/\ /\
SS ip Postnatal MP ip Postnatal SS ip Postnatal MP ip Postnatal Figura 13. Diagrama de ﬂujO experi mental .
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

\/ WIS: Wistar; EPN: Edad Postnatal;, MP:
- - Metilfenidato; SS: Solucién salina; ip:
Sacrificio de la mitad de los sujetos de cada

grupo, extraccién de cerebros Intraperitoneal; HPLC: High-performance

(40 Ele) liquid chromatography.

Registroen Edad Adulta
(75-89 EPN)

/\

Impulsividad Motora Impulsividad Cognitiva
(n=20) (n=20)
\ /
Sacrificio Edad Adulta, extraccion de

cerebros
(90 EPN)

Determinaciéonde DA & NA por HPLC en NAcy CPFm l

66



VARIABLES

INDEPENDIENTES

1. Tratamiento prenatal con alcohol con y sin tratamiento de MP en la pre-pubertad

2. Edad post-natal (prepuberes y adultos).
DEPENDIENTES
1. Control inhibitorio motor y cognitivo.

2. Concentracion de dopamina en nucleo accumbens y corteza prefrontal medial.

3. Concentracion de noradrenalina en nucleo accumbens y corteza prefrontal medial.

ANALISIS ESTADISTICOS

Para el control inhibitorio motor se realiz6 un disefio mixto de parcelas divididas (p.q), para los
parametros conductuales y un analisis de varianza (ANDEVA) para grupos independientes para
analizar el efecto de la edad, para el control inhibitorio cognitivo se realizd un analisis de
varianza (ANDEVA) para grupos independientes. En el caso de los niveles de DAy NA en NAc
y CPFm se realiz6 un ANDEVA de grupos independientes, para el factor edad y tratamiento
postnatal.

Para los andlisis a posteriori se utilizd la prueba de Tukey, tomando en cuenta un nivel de

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

A continuacion se describiran los resultados conductuales de las pruebas de Control Inhibitorio
Reactivo o Motor (IM) para las ratas con tratamiento postnatal de SS y MP (3mg/Kg ip) en
edad prepuber (n=21 & 14) y en edad adulta (n=8 & 9) y de Control Inhibitorio Cognitivo (IC)

con tratamiento postnatal de SS y MP tanto en edad prepuber (n=20) como en la adulta (n=10).

EVALUACION DEL CONTROL INHIBITORIO MOTOR O REACTIVO

Tratamiento Postnatal: Edad Prepuber.

El control inhibitorio de tipo motor o reactivo se puede definir como la falta de inhibicion ante
una conducta preponderante. En este estudio se evalué por medio de una prueba de inhibicién de
una conducta ante estimulos auditivos.

La prueba se realizo del dia 34 al 39 de EPN. El criterio de adquisicion para la prueba de IM fue
de 32 aciertos por sesion (cada sesion constd de 60 ensayos), de esta manera se comenzo a

registrar la conducta a partir de que el sujeto experimental realiz6 32 aciertos en una sesion.

Se utilizo un disefio mixto de dos factores p.q (tratamiento postnatal x parametros conductuales),
para analizar el efecto del MP sobre los aciertos, comisiones y omisiones ante un retraso de 2s 'y

2- 3s (aleatorios) en la presentacion del estimulo auditivo.

El tratamiento postnatal con MP no tuvo efecto significativo durante la edad preplber en ninguna
de las dos condiciones de demora y en ninguno de los pardmetros conductuales; es decir, aciertos,
comisiones & omisiones, mientras que el factor que analiza estos parametros conductuales fue
significativo con la demora de 2s (F(,206=264.7, p<0.0001) y 2-3s (F(2128=463.37, p<0.0001); la
prueba a posteriori indicd que los aciertos fueron mayores a las comisiones y a las omisiones, y
las comisiones fueron mayores a las omisiones para ambas demoras (2 y 2-3s). Las

comparaciones fueron hechas con Tukey al 5% (Figuras 14-a y b).
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Figura 14. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad prepulber (SS, n=14) y con metilfenidato en edad
prepuber (MP, n=21). Aciertos, comisiones & omisiones ante una demora de 2 segundos (a) y de 2-3 segundos
aleatorios (b), en la presentacion del estimulo auditivo. Aciertos>Comisiones & Omisiones;
Comisiones>Omisiones (**), p<.0001 (a & b). Las barras indican la media = E.E.M.

Para analizar el tiempo de reaccion (TR) en los aciertos y comisiones, se realizé un disefio mixto
de dos factores p.q (tratamiento postnatal x parametros conductuales), para evaluar el efecto del
MP, ante una demora de 2s y 2-3s (aleatorios) en la presentacion del estimulo auditivo. Ante una
demora de 2s las ratas tratadas con MP tuvieron tiempos mayores respecto a sus controles
(F,52=6.98,p<0.05) independientemente de si el parametro fue un acierto o comision, y los
tiempos de reaccion ante los aciertos fueron menores respecto a las comisiones
(F,52=26.4,p<0.0001) independientemente del tratamiento. Cuando la presentacion del estimulo
auditivo fue aleatoria (2-3 s), las ratas con MP presentaron tiempos de reaccion menores que sus
controles (F(152=9.06,p<0.005), para el factor b (tipo de respuesta), los tiempos de reaccion en
las comisiones fueron mayores que para los aciertos (Fs2=156.44,p<0.0001), ademas la
interaccion fue significativa entre el tratamiento postnatal y los parametros conductuales
(F(1,52=5.66,p<0.05), la prueba a posteriori indico que el TR fue significativamente menor en el
grupo de MP con respecto al grupo SS s6lo en las comisiones y no para los aciertos. Las

comparaciones fueron hechas con Tukey al 5% (Figuras 15-a y b).
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Figura 15. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad prepuber (SS, n=9) y con metilfenidato en edad
prepuber (MP, n=9). Tiempo de reaccidn para aciertos y comisiones ante una demora de 2 segundos (a) y de 2-
3 segundos aleatorios (b), en la presentacién del estimulo auditivo. MP>SS, p<0.01 & Comisiones > Aciertos,
p<0.0001 (a) y MP < SS, p<0.005 e Interaccion entre tratamiento postnatal y pardmetro conductual, p<0.05 (b).
Las barras indican la media + E.E.M.

Edad Adulta

El dia 40 (1) de EPN termino la privacion alimentaria. Las ratas permanecieron en su caja
habitacion hasta el dia 80 EPN sin manipulacion alguna, tnicamente se pesaron periédicamente.

La IM se evalud nuevamente del dia 84 al 89 de EPN.

Se utiliz6 un disefio mixto de dos factores p.q (tratamiento postnatal x parametros conductuales),
para analizar el efecto del MP sobre los aciertos, comisiones y omisiones ante una demora de 2s y
2- 3s (aleatorios) en la presentacion del estimulo auditivo. EI tratamiento postnatal con MP no
tuvo efecto durante la edad adulta para los aciertos, comisiones u comisiones ante la demora de
2s, los parametros conductuales fueron diferentes (F,98=28.03, p<0.0001), la prueba a posteriori
indico que los aciertos y las omisiones fueron mayores a las comisiones, ademas la interaccion
entre factores fue significativa (F9=3.71, p<0.05), la prueba a posteriori indicé que las
omisiones fueron mayores que las comisiones y los aciertos en el grupo control, los aciertos
fueron mayores que las comisiones para el grupo control y los aciertos fueron mayores que las
omisiones en el grupo MP vy las omisiones fueron mayores que las comisiones para el grupo MP.
Para la demora de 2-3s, los parametros conductuales fueron diferentes (F (2 60y=20.83, p<0.0001),
la prueba a posteriori indico que las omisiones fueron mayores a las comisiones y los aciertos y
los aciertos fueron mayores a las comisiones, también la interaccion entre factores fue

significativa (F(2,60=5.85, p<0.005), la prueba a posteriori indicé que las omisiones fueron
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mayores que las comisiones y los aciertos para el grupo control, los aciertos fue mayores que las

comisiones para el grupo MP. Las comparaciones fueron hechas con Tukey al 5% (Figuras 16-a
yb).

Demora 2s (a)

100 - 100 - Demora 2-3s (b)
%%
% % ass * %k | ass
80 1 mMP 80 1 - P
* % . —|—
60 1 —— i 60 -
< | S
40 -

40 H

20

Aciertos Comisiones Omisiones Aciertos Comisiones Omisiones

Figura 16. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad adulta (SS, n=8) y con metilfenidato en la
prepubertad en edad adulta (MP, n=9). Aciertos, Comisiones & Omisiones ante una demora de 2 segundos (a)
y de 2-3 segundos aleatorios (b), en la presentacion del estimulo auditivo. Omisiones > Comisiones & Aciertos
> Comisiones, p<0.0001 e Interaccion significativa entre el tratamiento postnatal y los pardmetros
conductuales, p<0.05 (a). Omisiones > Aciertos & Comisiones & Aciertos > Comisiones, p<0.0001 e
Interaccidn significativa entre el tratamiento postnatal y los parametros conductuales, p<0.005 (b). Las barras
indican la media + E.E.M.

Para analizar el tiempo de reaccion (TR) en los aciertos y comisiones, se realizé un disefio mixto
de dos factores p.q (tratamiento postnatal x parametros conductuales), para evaluar el efecto del
MP, ante una demora de 2s y 2-3s (aleatorios) en la presentacion del estimulo auditivo. Ante una
demora de 2s las ratas tratadas con MP tuvieron tiempos mayores respecto a sus controles
(F1,465=938.5, p<0.0001) ademas la interaccion fue significativa entre el tratamiento postnatal y
los parametros conductuales (F46=8.56, p<0.05), la prueba a posteriori indico que los TR para
las comisiones fueron mayores que los aciertos para el grupo MP y el TR en comisiones para el
grupo MP fue mayor que el TR en comisiones del grupo control. Cuando la presentacion del
estimulo auditivo fue aleatoria, las ratas con MP presentaron tiempos de reacciébn menores que
sus controles (F1,40=6.27, p<0.005), para los parametros conductuales los tiempos de reaccion en
las comisiones fueron mayores que para los aciertos (F40=19.99, p=0.0001). Las

comparaciones fueron hechas con Tukey al 5% (Figuras 17-ay b).
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Figura 17. Ratas con tratamiento prenatal de etanol Yy postnatal de MP en edad adulta (SS, n=9) y con
metilfenidato en edad adulta (MP, n=9). Tiempo de reaccion para aciertos y comisiones ante una demora de 2
segundos (@) y de 2-3 segundos aleatorios (b), en la presentacion del estimulo auditivo. MP>SS, p<0.0001 e
Interaccién entre el tratamiento postnatal y los pardmetros conductuales, p<0.05 (a), MP<SS, p<0.05 &
comisiones > aciertos, p=0.0001 (b). Las barras indican la media + E.E.M.

Efecto de la Edad.

Se realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA) para grupos independientes de un factor (Grupos),
para analizar el efecto de la edad sobre los aciertos ante una demora de 2s y 2-3s (aleatorios) en la
presentacion del estimulo auditivo. Para la demora de 2s se observaron diferencias entre grupos
(F,152=10.86, p<0.0001), Ila prueba a posteriori indico que las ratas control durante la
prepubertad tuvieron mayor numero de aciertos respecto a su edad adulta y las ratas adultas
tratadas con MP durante la prepUbertad tuvieron un niamero mayor de aciertos respecto a su
control a la misma edad, para el retraso aleatorio se observaron diferencias entre grupos
(Fo7=24.41, p<0.0001), la prueba a posteriori indico que las ratas control durante la
prepubertad tuvieron mayor nimero de aciertos respecto a su edad adulta, las ratas prepuberes
tratadas con MP tuvieron un ndmero mayor de aciertos respecto a su edad adulta y las ratas
adultas tratadas con MP en la prepubertad tuvieron un nimero mayor de aciertos respecto a su

control en la edad adulta. Las comparaciones fueron hechas con Tukey al 5% (Figuras 18-a y b).
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Figura 18. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad prepuber (SS-Inf, n=14) y adulta (SS-Adul, n=8)
con metilfenidato en edad prepuber (MP-Inf, n=21) y adultas (MP-Adul, n=9). Aciertos ante una demora de 2
segundos (a) y de 2-3 segundos aleatorios (b), en la presentacion del estimulo auditivo. SS-Inf>SS-Adul &
MP-Adul>SS-Adul, p<0.0001 (a) & SS-Inf>SS-Adul, MP-Inf>MP-Adul y MP-Adul>SS-Adul, p<0.0001 (b)
para Tukey al 5%. Las barras indican la media + E.E.M.

Para analizar el efecto de la edad sobre el nUmero de comisiones (impulsividad) se realizé un
ANDEVA para grupos independientes de un factor (Grupos), ante una demora de 2s y 2-3s
(aleatorios) en la presentacion del estimulo auditivo. Para el retraso fijo se observaron diferencias
entre grupos (F,152=57.42, p<0.0001), la prueba a posteriori indico que las ratas control durante
la prepubertad tuvieron mayor nimero de comisiones respecto a su edad adulta y las ratas
prepuberes tratadas con MP tuvieron un nidmero mayor de comisiones respecto a su edad adulta,
de igual forma en el retraso aleatorio se observaron diferencias entre grupos (Fzge4=64.814,
p<0.0001), la prueba a posteriori indicé que las ratas control durante la prepubertad tuvieron
mayor numero de comisiones respecto a su edad adulta, las ratas prepuberes tratadas con MP
tuvieron un numero mayor de comisiones respecto a su edad adulta y las ratas adultas tratadas
con MP en la prepubertad tuvieron un nimero mayor de comisiones respecto a su control en la

edad adulta. Las comparaciones fueron hechas con Tukey al 5% (Figuras 19-a y b).
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Figura 19. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad prepuber (SS-Inf, n=14) y adulta (SS-Adul, n=8)
con metilfenidato en edad preptber (MP-Inf, n=21) y adultas (MP-Adul, n=9). Comisiones ante una demora
de 2 segundos (@) y de 2-3 segundos aleatorios (b), en la presentacion del estimulo auditivo. SS-Inf>SS-Adul &
MP-Inf>MP-Adul, p<0.0001 (a), SS-Inf>SS-Adul, MP-Inf>MP-Adul & MP-Adul>SS-Adul, p<0.0001 (b)
para Tukey al 5%. Las barras indican la media + E.E.M.

Para analizar el efecto de la edad sobre el nimero de omisiones, se realiz6 un ANDEVA para
grupos independientes de un factor (Grupos), ante una demora de 2s y 2-3s (aleatorios) en la
presentacion del estimulo auditivo. Para la demora de 2s se observaron diferencias entre grupos
(F,152=39.11, p<0.0001), la prueba a posteriori indico que las ratas control durante la edad
adulta tuvieron mayor nimero de omisiones respecto a su edad prepuber y las ratas adultas
tratadas con MP durante la prepubertad tuvieron un nimero mayor de omisiones respecto a su
edad prepuber, ademas las ratas que no recibieron el MP en la infancia tuvieron un nimero mayor
de omisiones (inatencidn) respecto al grupo MP, en la demora aleatorio se observaron diferencias
entre grupos (F91y=67.56, p<0.0001), la prueba a posteriori indicd que las ratas control durante
la edad adulta tuvieron mayor nimero de omisiones respecto a su edad prepUber, las ratas adultas
tratadas con MP en la prepubertad tuvieron un nidmero mayor de omisiones respecto a su edad
prepuber y las ratas adultas tratadas con MP en la prepubertad tuvieron un niamero menor de
omisiones respecto a su control en la edad adulta. Las comparaciones fueron hechas con Tukey
al 5% (Figuras 20-a y b).
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Figura 20. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad preplber (SS-Inf, n=9) y adulta (SS-Adul, n=8)
con metilfenidato en edad preptber (MP-Inf, n=9) y adultas (MP-Adul, n=9). Comisiones ante una demora de
2 segundos (a) y de 2-3 segundos aleatorios (b), en la presentacion del estimulo auditivo. SS-Adul > SS Inf,
MP-Adul>MP-Inf & SS-Adul>MP-Adul, p<0.0001(a y b), para Tukey al 5%. Las barras indican la media +
E.E.M.

Para analizar el efecto de la edad sobre el tiempo de reaccién (TR) en los aciertos ante una
demora de 2s y 2-3s (aleatorios) en la presentacion del estimulo auditivo se realizdé un ANDEVA
de un factor (grupos). Para la demora de 2s se observaron diferencias entre grupos (F,101)=10.24,
p<0.0001), la prueba a posteriori indico que las ratas control durante la edad adulta tuvieron TR
mayores respecto a su edad prepuber y las ratas adultas tratadas con MP durante la prepubertad
tuvieron TR mayores respecto a su edad prepuber, en la demora de 2-3s se observaron diferencias
entre grupos (Fe5=19.44, p<0.0001), la prueba a posteriori indicod que las ratas control durante
la edad adulta tuvieron TR mayores respecto a su edad prepuber, las ratas adultas tratadas con
MP en la prepubertad tuvieron TR mayores respecto a su edad prepuber y las ratas adultas
tratadas sin tratamiento de MP en la prepubertad tuvieron TR mayores respecto al grupo MP en

la edad adulta. Las comparaciones fueron hechas con Tukey al 5% (Figuras 21-a 'y b).
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Figura 21. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad prepdber (SS-Inf, n=9) y adulta (SS-Adul, n=8) con
metilfenidato en edad preplber (MP-Inf, n=9) y adultas (MP-Adul, n=9). Tiempo de reaccién (centésimas de
segundo) para los aciertos ante una demora de 2 segundos (a) y de 2-3 segundos aleatorios (b), en la presentacion
del estimulo auditivo. SS-Adul > SS-Inf y MP-Adul>MP-Inf, p<0.0001 (a) & SS-Adul > SS-Inf, SS-Adul > MP-
Adul & MP-Adul>MP-Inf, p<0.0001 (b), para Tukey al 5%. Las barras indican la media + E.E.M.

El efecto de la edad sobre el tiempo de reaccion (TR) en comisiones ante un retraso de 2s (fijo) y 2-3s
(aleatorios) en la presentacion del estimulo auditivo se analiz6 por medio de un ANDEVA de un
factor (grupos). Para la demora de 2s se observaron diferencias entre grupos (Fs,9s=14.46, p<0.0001),
la prueba a posteriori indico que las ratas adultas tratadas con MP durante la prepubertad tuvieron TR
mayores respecto a su control a en la edad adulta y las ratas adultas tratadas con MP en la prepubertad
tuvieron TR mayores respecto a su edad prepUber, en la demora aleatoria se observaron diferencias
entre grupos (Fs9=9.09, p<0.0001), la prueba a posteriori indicd que las ratas adultas tratadas sin
tratamiento de MP durante la prepubertad tuvieron TR mayores respecto a su control a esta edad y
las ratas adultas tratadas con MP en la prepubertad tuvieron TR mayores respecto a su edad prepuber.

Las comparaciones fueron hechas con Tukey al 5% (Figuras 22-a y b).
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Figura 22. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad prepaber (SS-Inf, n=9) y adulta (SS-Adul, n=8) con
metilfenidato en edad preplber (MP-Inf, n=9) y adultas (MP-Adul, n=9). Tiempo de reaccion (centésimas de segundo)
para las comisiones ante una demora de 2 segundos fijo (a) y de 2 y 3 segundos aleatorios (b), en la presentacion del
estimulo auditivo. MP-Adul > SS-Adul y MP-Adul>MP-Inf, p<0.0001 (a) y SS-Adul > SS-Inf & MP-Adul > MP-Inf,
p<0.0001(b), para Tukey al 5%. Las barras indican la media + E.E.M.
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EVALUACION DEL CONTROL INHIBITORIO DE TIPO COGNITIVO

El control inhibitorio de tipo cognitivo se registrd por medio de la devaluacion del reforzador por
demora en su presentacion, lo cual se ha definido anteriormente como la eleccion entre una
recompensa pequefia e inmediata a una mayor pero con una demora significativa. Cuando un
sujeto elige la recompensan inmediata (pequefia) se considera mas impulsivo que aquel que
selecciona un reforzador mayor aungue retrasado en su acceso, ya que no es capaz de tolerar la
espera del reforzamiento y responde sin hacer la valoracion de las opciones que se le presentan.

Tratamiento Postnatal: Edad Prepuber.

La prueba se realizé del dia 34 al 39 de EPN. Se realiz6 un ANDEVA de un factor (grupos) para
analizar el efecto del tratamiento postnatal sobre el porcentaje de eleccion del reforzador mayor
pero con demora en su presentacion. No se observaron diferencias en el tratamiento postnatal
(MP) tanto para una demora de 7s como una de 10s en la eleccion del reforzador con demora

(Figuras 23-ay b).
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Figura 23. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad prepuaber (SS, n=20) y con metilfenidato en edad
preplber (MP, n=20). Eleccidn del reforzador mayor ante una demora de 7 segundos (a) y de 10 segundos (b),
en su presentacién. Las barras indican la media £ E.E.M.

El tiempo de Toma de Decision se analiz6 utilizando un ANDEVA de dos factores (tratamiento
postnatal x plataforma), para la plataforma que correspondia al reforzador inmediato en su
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presentacion pero pequefio y el demorado pero mayor. No se observaron diferencias
significativas entre grupos de diferente tratamiento postnatal para ambos retrasos aunque las ratas
con MP presentaron una tendencia a tiempos de toma de decisidn menores ante un retraso de 7s,
para el retraso de 7s, el tiempo de toma de decision fue mayor para la plataforma que
correspondia al reforzador demorado respecto al inmediato (F(1,116=17.09, p=0.0001) y para el
retraso de 10s también resulto significativa esta diferencia (F1,116)=60.32, p<0.0001) (Figuras 24-
ayh).
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Figura 24. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad prepuber (SS, n=10) y con metilfenidato en edad
prepuber (MP, n=10). Tiempo de toma de decision para el reforzador inmediato y al demorado ante unademora de 7
segundos (a) y de 10 segundos (b), en su presentacién. Demorado>Inmediato, p=0.0001 (a) y Demorado>Inmediato,
p<0.0001 (b). Las barras indican la media + E.E.M.

Edad Adulta

Al igual que en la Impulsividad motora (IM), el dia 40 (x1) de EPN termind la privacion
alimentaria. Las ratas permanecieron en su caja habitacion hasta el dia 80 EPN sin manipulacién
alguna, Unicamente pesandolas peridédicamente. La IC se evalué nuevamente del dia 84 al 89 de
EPN.

Se realizd un andlisis de varianza (ANDEVA) de un factor (grupos) para analizar el efecto del
tratamiento postnatal con MP sobre el porcentaje de eleccidén del reforzador mayor pero con
demora en su presentacién. La prueba se realiz6 del dia 84 al 89 de EPN. Para la demora de 7s,
no se observaron diferencias en la eleccion del reforzador demorado en ambos grupos, mientras
que cuando la demora fue de 10s las ratas tratadas con MP en la preplbertad eligieron mas el

reforzador demorado respecto a su control (F1,58=4.98, p<0.05) (Figuras 25-a y b).
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Figura 25. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad adulta (SS, n=10) y con metilfenidato postnatal en edad
adulta (MP, n=10). Eleccidn del reforzador mayor ante una demora de 7 segundos (a) y de 10 segundos (b), en su
presentacion, MP>SS, p<0.05 (b). Las barras indican la media + E.E.M

El tiempo de Toma de Decision se analizo utilizando un ANDEVA de dos factores (tratamiento
postnatalx plataforma), para la plataforma que correspondia al reforzador inmediato en su
presentacion pero pequefio y el demorado pero mayor. Ante la demora de 7s, no se observé
efecto del tratamiento postnatal con MP, resultando significativo el tiempo de toma de decision
para las plataformas, el tiempo para la plataforma que correspondia al reforzador demorado fue
mayor respecto a la del inmediato (F,116=7.02, p<0.05), para la demora de 10s, las ratas tratadas
con MP en la prepubertad tuvieron tiempos mayores respecto a sus controles (F,116=12.92,
p<0.0001) y de igual forma el tiempo para la plataforma que correspondia al reforzador
demorado fue mayor respecto a la del inmediato (F1116=12.92, p<0.001). (Figuras 26-a y b).
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Figura 26. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad adulta (SS, n=10) y con metilfenidato postnatal en edad
adulta (MP, n=10). Tiempo de Toma de decision para el reforzador inmediato y al demorado ante una demora de 7
segundos (a) y de 10 segundos (b), en su presentacion. Demorado>Inmediato, p<0.0001 (a). MP>SS, p<0.05 y
Demorado>Inmediato, p<0.001 (b). Las barras indican la media + E.E.M.

Efecto de la Edad

Se realizé un ANDEVA para grupos independientes de un factor (Grupos), para analizar el efecto
de la edad sobre la eleccion del reforzador con demora en su presentacion para ambos valores (7
& 10s). Para el retraso de 7s se observaron diferencias entre grupos (F,1165=11.58, p<0.0001), la
prueba a posteriori indico que las ratas control en edad adulta eligieron méas el reforzador
demorado respecto a su edad prepuber al igual que las ratas adultas que fueron tratadas
postnatalmente con MP en la prepubertad eligieron mas el reforzador demorado respecto a su
edad prepuber y las ratas adultas tratadas con MP en la prepubertad eligieron mas el reforzador
demorado respecto a su control a esa edad. Cuando la demora fue de 10s, los grupos también
fueron diferentes (F,116=53.42, p<0.0001), la prueba a posteriori indico que las ratas control en
edad adulta eligieron mas el reforzador demorado respecto a su edad prepuber al igual que las
ratas adultas que fueron tratadas postnatalmente con MP en la prepubertad eligieron mas el
reforzador demorado respecto a su edad prepuber. Las comparaciones fueron hechas con Tukey
al 5% (Figuras 27-ay b).
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Figura 27. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad preplber (SS-Inf, n=20) y adulta (SS-Adul, n=10)
con metilfenidato en edad prepdber (MP-Inf, n=20) y adultas (MP-Adul, n=10). Eleccion del reforzador
mayor ante una demora de 7 segundos (a) y de 10 segundos (b) en su presentacion. SS-Adul>SS-Inf y MP-
Adul>MP-Inf, p<0.0001 (a) y SS-Adul>SS-Inf, MP-Adul>MP-Inf y MP-Adul>SS-Adul, p<0.0001 (b), para
Tukey al 5%. Las barras indican la media + E.E.M.

Para el tiempo de toma de decision se realizO un ANDEVA de un factor (grupos), para la
plataforma que correspondia al reforzador mayor pero con demora en su presentacion (7 & 10s),
ante una demora de 7s se observron diferencias significativas entre grupos (F118=7.7,
p=0.0001), la prueba a posteriori indico que las ratas adultas tratadas con MP postnatalmente
tuvieron tiempos mayores respecto a su edad preplUber, para la demora de 10s, también hubo
diferencias entre grupos (F,118=32.97, p=0.0001), la prueba a posteriori indicé las ratas adultas
tratadas con MP postnatalmente tuvieron tiempos mayores respecto a su edad prepuber, al igual
que las ratas adultas control tuvieron tiempos menores que en su edad preplber. Las

comparaciones fueron hechas con Tukey al 5% (Figuras 28-ay b).
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Figura 28. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad preplber (SS-Inf, n=10) y adulta (SS-Adul, n=10)
con metilfenidato en edad preptber (MP-Inf, n=10) y adultas (MP-Adul, n=10). Tiempo de toma de decision
para plataforma que correspondia al reforzador mayor ante una demora de 7 segundos (a) y de 10 segundos
(b), en su presentacion MP-Adul>MP-Inf, p=0.0001 (a) y MP-Adul>MP-Inf & SS-Adul>SS-Inf, p=0.0001 (b),
para Tukey al 5%. Las barras indican la media = E.E.M.

ANALISIS DE CATECOLAMINAS

Los niveles de DA y NA se analizaron por medio de HPLC tanto en cerebros en edad prepUber
como en edad adulta, para las ratas con tratamiento postnatal de SS y MP (3mg/Kg ip, 34-39 *+1
EPN), n=16.

Edad Prepuber.

Para analizar el efecto del tratamiento postnatal con MP (3mg/kg BW ip) en las ratas en edad
prepuber sobre los niveles de dopamina se realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA) para un
factor (Tratamiento Postnatal), tanto para el nicleo accumbens como para la corteza prefrontal
medial, no se observaron diferencias en los niveles de DA entre las ratas tratadas postnatalmente
con MP y su control para ambas estructuras. Para el NAc no se observaron diferencias por el

tratamiento postnatal (Figura 29).
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Figura 29. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad prepuber con tratamiento postnatal de
metilfenidato y solucién salina (n=16). Niveles de dopamina en nucleo accumbens (a) y corteza
prefrontal medial. Las barras indican la media £ E.E.M.

Para el efecto del tratamiento postnatal con MP en las ratas en edad prepuber sobre los niveles de
noradrenalina se realiz6 un ANDEVA para un factor (Tratamiento Postnatal), tanto para el
nucleo accumbens como para la corteza prefrontal medial, en NAc no se observaron diferencias
en los niveles de neurotransmisor entre grupos y para la CPFm las ratas tratadas con MP tuvieron

niveles de NA mayores respecto a su control (F1,30=4.79, p<0.05) Figura 30.
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Figura 30. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad prepaber con tratamiento postnatal de
metilfenidato y solucion salina (n=16). Niveles de noradrenalina en ndcleo accumbens (a) y corteza
prefrontal medial (b), MP>SS, p<0.05 (b). Las barras indican la media + E.E.M.
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Edad Adulta.

Para analizar el efecto del tratamiento postnatal con MP(3mg/kg BW ip) en las ratas en edad
adulta sobre los niveles de dopamina se realiz6 un ANDEVA de un factor (tratamiento postnatal),
no se observaron diferencias entre grupos tanto para el nlcleo accumbens como para la corteza
prefrontal medial, pero en esta Gltima el grupo tratado en la prepubertad con MP tuvo una

tendencia a niveles de DA mayores sin resultar significativa. Figura 31.
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Figura 31. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad adulta con tratamiento postnatal de
metilfenidato y solucion salina (n=16). Niveles de dopamina en nicleo accumbens (a) y corteza
prefrontal medial (b). Las barras indican la media + E.E.M.

Para el efecto del tratamiento postnatal con MP en edad adulta sobre los niveles de noradrenalina
se realiz6 un ANDEVA para un factor (Tratamiento Postnatal), tanto para el nicleo accumbens
como para la corteza prefrontal medial, el tratamiento en la prepubertad con MP no tuvo efecto

sobre los niveles de NA para ambas estructuras en las ratas en edad adulta. Figura 32.
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Figura 32. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad adulta con tratamiento postnatal de metilfenidato
y solucién salina (n=16). Niveles de dopamina en nucleo accumbens (a) y corteza prefrontal medial (b). Las
barras indican la media + E.E.M.

Efecto de la edad.

Se realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA) de dos factores para grupos independientes
(tratamiento postnatal x edad) para analizar el efecto del tratamiento postnatal en los niveles de
DA respecto a la edad, no se observaron diferencias significativas en el NAc para ambos grupos,
mientras que en CPFm fue significativa la interaccion entre el tratamiento postnatal y la edad

(F(1,50)24.03, p<0.05, Figura 33).
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Figura 33. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad preplber y con tratamiento postnatal de
metilfenidato y solucién salina preplberes (n=16) y en edad adulta (n=16). Niveles de dopamina en ndcleo
accumbens (a) y corteza prefrontal medial (b), Interaccidn entre el tratamiento postnatal y la edad, p<0.05 (b).
Las barras indican la media + E.E.M.
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Se realizd un anélisis de varianza (ANDEVA) de dos factores para grupos independientes
(tratamiento postnatal x edad) para analizar el efecto del tratamiento postnatal en los niveles de
NA respecto a la edad, no se observaron diferencias entre grupos para el NAc, en CPFm las ratas
tratadas en la prepubertad tuvieron niveles de NA mayores respecto a su control (F,60=4.15,
p<0.05), ademas resultd significativa la interaccion entre el tratamiento postnatal y la edad

(F1,60)=4.84, p<0.05, Figura 34).
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Figura 34. Ratas con tratamiento prenatal de etanol en edad preplber y con tratamiento postnatal de
metilfenidato y solucién salina prepuberes (n=16) y en edad adulta (n=16). Niveles de dopamina en nicleo
accumbens (a) y corteza prefrontal medial (b), MP>SS y Interaccién entre el tratamiento postnatal y la edad,
p<0.05 (b). Las barras indican la media + E.E.M.
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DISCUSION

En estudios previos de nuestro laboratorio demostramos que el tratamiento con alcohol durante
los dias 8 al 20 de gestacion en la rata, produce crias hiperactivas e impulsivas respecto a sus
controles isocaldricos (Mufioz-Villegas & Juérez, sin publicar). Kim y colaboradores (2012)
mencionan que el tratamiento con alcohol prenatal produce hiperactividad, inatencion,
impulsividad y un incremento del DAT y el NET en CPF y SV. Mientras que Hausknecht y
colaboradores (2005), reportan inatencion y un incremento en respuestas falsas en el Choice
Reaction Time como consecuencia de una inhibicion deficiente. Por otra parte, se sabe que esta
exposicion a alcohol produce una disminucién en la actividad de las neuronas DA del ATV
(Choong & Shen, 2004; Wang et al., 2006; Xu & Shen, 2001) y que esta puede ser revertida con
el tratamiento con psicoestimulantes como el MP (Choong & Shen, 2004; Xu & Shen, 2001).
Ademas, este tipo de afecciones en el sistema DA se observan en clinica en algunos trastornos
como el TDAH, patologia en la cual el uso de MP es uno de los tratamientos de eleccion méas
comunes. EI MP actda incrementando los niveles de DA y NA por medio del blogueo (no
selectivo) de las proteinas de recaptura, de esta forma incrementa los niveles de neurotransmisor
disponibles en estructuras como la CPF y el NAc, estructuras que juegan un papel importante en
diversas funciones ejecutivas, entre ellas, el control inhibitorio. En la conducta impulsiva existe
una disfuncion del control inhibitorio, entre otros aspectos que son mediados por diferentes
procesos neurales que afectan la conducta a diferente nivel (Basar et al., 2010; Dalley et al.,
2008). Asi mismo, se ha propuesto que existen dos tipos de control inhibitorio; uno motor o
reactivo y otro cognitivo o de eleccién (Winstantey et al., 2005; Dalley et al., 2008; Hand et al.,
2009; Basar et al., 2010; Russell, 2011; Juarez et al., 2013). EI primero se refiere a una
disfuncién en la inhibicién de una respuesta, o la emision de una respuesta prematura (Dellu-
Hagedorn, 2006; Eagle et al., 2011; Sesia et al., 2010), y el segundo a la incapacidad para tolerar
la demora en la presentacion de un reforzador, eligiendo un reforzador pequefio pero inmediato
en su presentacion respecto a uno mayor pero con demora (Cardinal & Howes, 2005; Dalley et
al., 2008; Robinson et al., 2009; Winstanley et al., 2005). En este estudio nos planteamos evaluar
el efecto de un tratamiento subcrénico con MP sobre los niveles de impulsividad tanto motora
como cognitiva en crias de ratas que recibieron un tratamiento prenatal con etanol, asi mismo,

analizamos si esta conducta prevalecia en la edad adulta y, puesto que el MP incrementa tanto los
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niveles de DA como los de NA, determinamos la concentracion de estas catecolaminas en NAc y
CPFm, tanto en la edad prepuber (40 +1 EPN) como en la edad adulta (90 £1 EPN).

La razén por la cual consideramos importante el evaluar los dos tipos de impulsividad es porque
con base en las evidencias encontradas en la literatura es posible que distintos mecanismos estén
involucrados en cada tipo de conducta impulsiva y que estos a su vez presenten diferencias
plasticas o procesos de sensibilizacién diferentes.

En la literatura, existen diversas estrategias para medir la conducta de impulsividad en modelos
animales, estos paradigmas estan basados en caracteristicas especificas del control inhibitorio
como: 1) castigo y/o extincion; 2) recompensa-eleccion; y, 3) inhibicion de la respuesta/atencion
(Moeller et al., 2001). En el laboratorio de Farmacologia y Conducta se desarrollé un paradigma
en ratas con el cual se puede evaluar tanto la impulsividad de tipo motor o reactiva como la
cognitiva en un periodo corto de entrenamiento, lo cual permite que ésta se pueda registrar antes
de la pubertad en la rata, pues la mayoria de los paradigmas empleados cominmente en la
literatura requieren de periodos de entrenamiento muy largos (5-CSRTT, DRL, Go/No-Go, DDT,
etc.). Asi, utilizando un puente de transicion registramos estas conductas tanto en la prepubertad
como en la edad adulta (Juarez et al., 2013), ademas se ha postulado que un modelo animal para
TDAH debe de considerar factores genéticos, conductuales y una accion de psicoestimulantes; lo
que se conoce como; validez de confrontacion (componentes conductuales), validez de constructo
(componentes genéticos) y validez de tipo predictiva (accion de psicoestimulantes), en este
altimo componente muy pocos modelos de los disponibles en la literatura cumplen la validez de
tipo predictiva (Van der Kooji & Glennon, 2007, Russell, 2011). Por ejemplo, las ratas SHR son
el modelo mas empleado para TDAH vy en esta cepa el MP no ejerce efecto, ademas en algunos
paradigmas para medir impulsividad o atencion como el 5-CSRTT el MP incrementa los niveles
de impulsividad con base a los pardmetros de esa prueba (Robinson et al., 2009). En nuestro
estudio, utilizamos ratas con tratamiento prenatal de alcohol pues previamente observamos que
ésta manipulacion durante la gestacion produce crias hiperactivas e impulsivas respecto a sus
controles isocaléricos (Mufioz-Villegas & Juarez, sin publicar). De esta forma, el modelo de
alcohol prenatal podria ser adecuado para estudiar patologias en las cuales existen disfunciones
en el control inhibitorio como lo es el TDAH, esquizofrenia, TOC y la adiccion a drogas.

En este estudio la impulsividad motora (IM) se evalué por medio de una prueba de inhibicion de

una conducta ante estimulos auditivos por un paradigma Wait-to-go-signal task. Esto es, la rata
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tenia que responder ante la presentacion de un estimulo auditivo para abandonar la plataforma de
salida y obtener un reforzador al otro extremo, si lo hacia antes de la presentacion del estimulo se
considerd una comision (impulsividad) y si dejaba la plataforma 200 cs después de la sefial se
consider6 una omision (inatencién). Primero, las ratas tenian que responder ante un estimulo
presentado cada dos segundos y a continuacion se incremento la exigencia de la prueba pues el
estimulo auditivo se presentd de manera aleatoria a los 2 0 3 segundos. La conducta se registrd
del dia 34 al 39 + 1 de EPN a la par del tratamiento postnatal con MP. En ambas condiciones de
demora, el tratamiento postnatal con MP (3 mg/Kg BW) no mostré efecto tanto en el porcentaje
de aciertos como en las comisiones u omisiones respecto a su control, no obstante cuando el
estimulo se presentd entre los 2-3 segundos aleatorios, el nimero de comisiones (impulsividad)
fue mayor respecto a cuando la demora fue fija (2s). Ademas, ante una demora de 2s los tiempos
de reaccion (TR) fueron mayores para el grupo tratado con MP (menor impulsividad) a diferencia
de cuando el retraso fue aleatorio. De esta forma, el tratamiento postnatal con MP (3 mg/Kg BW
del dia 34 al 39 + 1 de EPN) no disminuyo0 los niveles de IM en ratas tratadas prenatalmente con
etanol respecto a sus controles durante la edad prepuber. Al registrar la IM en edad adulta (84-90
+1 EPN) las ratas que recibieron el tratamiento postnatal con MP tuvieron un porcentaje de
aciertos mayor respecto a su control, ademas, el numero de omisiones (inatencion) fue
significativamente mayor en las ratas que no recibieron MP en la preadolescencia. Y los TR para
aciertos y comisiones fueron mayores en las ratas con tratamiento postnatal de MP (menos
impulsivas). De esta forma, el tratamiento con MP en la prepubertad disminuyo los niveles de
impulsividad en la edad adulta (incremento de aciertos) ademas de disminuir los niveles de
inatencidn respecto a su grupo control. Cuando se analizé el efecto de la edad en la IM, las ratas
prepuberes tuvieron un porcentaje de aciertos mayor respecto a las adultas para ambos retrasos (2
y 2-3s). Mientras que el nimero de omisiones (inatencidn) fue mayor en la edad adulta. Asi, las
ratas en edad prepuber son mas impulsivas que las adultas y las ratas adultas son mas inatentas
que las prepuberes, no obstante, las ratas que recibieron MP en la preadolescencia tuvieron
menos comisiones que sus controles en edad adulta, ademas el namero de omisiones fue mayor
en las ratas que no recibieron tratamiento postnatal con MP en la edad adulta. Respecto al tiempo
de reaccion, las ratas adultas tuvieron tiempos mayores tanto para los aciertos como para las
comisiones, asi el MP sensibiliza al sistema de tal manera que el incrementa en los niveles de

atencion en la edad adulta.
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El Stop-signal reaction task (SSRT) se utiliza como una medida de rapidez de los procesos de
inhibicion, también se ha descrito que los psicoestimulantes mejoran la inhibicion en modelos
de TDAH donde se emplea el SSRT, asocidndolos con una mejora en el funcionamiento
dopaminérgico, Cardinal & Howes (2005) sugieren que la funcion de los receptores D1IR y D2R
junto con el estriado dorsomedial pueden actuar modulando el control inhibitorio, en una forma
que es independiente de la activacion conductual y que, en este proceso no participa el Core del
NAc como se habia descrito. En nuestro estudio, las ratas que recibieron el psicoestimulante
durante la prepubertad, tuvieron tiempos de reaccién mayores respecto a sus controles cuando el
retraso en la presentacion del estimulo auditivo fue fijo, lo cual es un indicativo de un control
inhibitorio reactivo o motor mayor, sin embargo, cuando el retraso fue aleatorio, lo cual
demandaba una capacidad de inhibicion grande sus tiempos fueron menores. Fenémeno que fue
igual en la edad adulta. Esto concuerda con los resultados observados previamente por Rivalan y
colaboradores (2007), quienes mencionan que algunos paradigmas empleados comunmente en la
literatura para evaluar impulsividad motora requieren de capacidades no-especificas como lo es la
estimacion del tiempo y que ésta puede enmascarar los efectos benéficos sobre la conducta
impulsiva que producen los psicoestimulantes. Asi, a dosis bajas de anfetaminas hay una
disminucion en el nimero de respuestas prematuras para un FCN16cue. Los autores concluyen
que la supresion de capacidades no-especificas en la conducta impulsiva en un paradigma FCN,
permiten observar déficits inhibitorios, lo cual evidencia los efectos benéficos de los
psicoestimulantes observados en la clinica experimentalmente. Por otro lado, Olmstead y
colaboradores (2009) utilizando un paradigma Go/No-Go analizaron el efecto de un tratamiento
de etanol prenatal (4g/Kg BW) en cobayas, los autores reportan un incremento en las respuestas
No-Go (mayor impulsividad), lo cual asocian a una disfuncion en el control inhibitorio
producido por el dafio de la CPF por el alcohol prenatal. Asi, aunque en nuestro estudio no fue
posible observar una diferencia en cuanto al nUmero de aciertos, comisiones u omisiones en etapa
prepuber, no obstante, el efecto plastico del MP sobre la conducta impulsiva se observé en la
edad adulta y fue mas evidente en el nimero de omisiones, pues las ratas control fueron mas
inatentas respecto a las que recibieron el psicoestimulante. Algo importante a resaltar es que el
registro del control inhibitorio en la prepubertad se hizo pasados 40 minutos de la administracion
ip del MP, esto es, durante el pico maximo de psicoestimulante en la rata (efecto agudo), a futuro

consideramos importante esperar un par de horas a partir de la administracion del
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psicoestimulante para registrar conductualmente a los animales. En lo referente al control
inhibitorio cognitivo o de eleccién, las ratas se evaluaron en el puente de transicion en un
paradigma de Delay-discouting donde el sujeto experimental tenian que elegir entre un reforzador
pequefio pero inmediato en su presentacion respecto a uno mayor pero con una demora en su
acceso (5, 7'y 10 segundos). Al igual que en la impulsividad motora, no se observo efecto del MP
en la edad prepuber sobre la eleccion del reforzador demorado (menos impulsivo) respecto a su
grupo control. Pero en lo referente a la toma de decision, las ratas con tratamiento de MP
mostraron una tendencia a menor tiempo (los sujetos fueron mas activos por la activacion del
sistema simpatico). Cuando las ratas se registraron en la adultez, al igual que en la impulsividad
motora, las ratas que recibieron MP en la prepubertad tuvieron niveles menores de impulsividad
respecto a sus controles, eligiendo mayormente el reforzador demorado, ante una demora de 10s
en la presentacion del mismo ademas, en lo referente al tiempo de toma de decision, las ratas que
recibieron el psicoestimulante tuvieron una tendencia a tiempos mayores (sin ser significativa).
En lo referente al efecto de la edad, las ratas adultas fueron menos impulsivas que las prepuber,
ademas de que, las ratas que recibieron MP en la prepubertad fueron menos impulsivas respecto a
sus controles en edad adulta. Y en los tiempos de toma de decision, las ratas adultas tuvieron
tiempos mayores respecto a las prepuber. De esta forma, al igual que en la IM, el tratamiento con
MP durante la prepubertad no disminuy6 los niveles de impulsividad, sin embargo, en la edad
adulta, las ratas que fueron tratadas con el psicoestimulante fueron menos impulsivas respecto a
sus controles. En un estudio previo realizado por Bizot y colaboradores (2007), analizaron el
efecto del MP sobre la impulsividad cognitiva en ratas SHR, WKY y WIS, en etapa juvenil y en
la adultez. Los autores mencionan que en las ratas adultas, la habilidad de espera fue menor para
SHR respecto a sus cepas control (mas impulsivas). La eleccion del reforzador mayor fue
mejorada por el MP (3 y 5 mg/Kg) en las ratas juveniles, pero en las ratas adultas no se observo
este efecto con dosis bajas, contrario a nuestros resultados, donde en edad adulta las ratas que
recibieron MP durante la juventud fueron menos impulsivas y cuando se evaluaron en la
prepubertad a la par del tratamiento farmacoldgico éste efecto no se observd. Por su parte, Hand
y colaboradores (2009) administraron d-anfetamina a ratas SHR y a su cepa control WKY,
empleando un paradigma de Delay discouting encontraron que la d-anfetamina no redujo la
impulsividad en ratas SHR, pero incrementd los niveles de impulsividad en las ratas WKY, las

cuales son poco impulsivas, lo cual resulta contradictorio con el estudio realizado previamente
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por Bizot, pero concuerda con nuestros resultados donde no observamos un efecto del
psicoestimulante.

Respecto al tratamiento postnatal con MP, en un estudio previo de Brandon y colaboradores
(2003), administraron por 7 dias MP (2 mg/Kg ip) a ratas de 4 semanas de EPN y midieron la
actividad electrofisiolégica de las neuronas DA en ATV, la cual se incrementd los 3 dias
posteriores al cese del MP y se disminuy6 al transcurrir 2 semanas. Los autores concluyen que la
exposicion durante etapas tempranas al MP produce cambios neuronales que podrian asociarse
con una mejora en la conducta en etapas posteriores en ratas, en nuestro estudio, no encontramos
algun efecto diferencial sobre la conducta en las ratas en edad prepuber para ambos paradigmas
(motor y cognitivo) sin embargo, al registrar la conducta nuevamente en la adultez, las ratas que
recibieron MP en la prepubertad fueron menos impulsivas y tuvieron mejores niveles de atencion
respecto a sus controles. Mientras que Anushka y colaboradores (2012), mencionan que la
activacion selectiva de los receptores D1/D2 producto de un tratamiento cronico con MP reduce
los niveles altos de impulsividad con base en el 5-CSRTT lo cual no se replica en nuestro estudio.
Y por su parte Berridge y colaboradores (2006) encontraron que en ratas normales a dosis bajas
de MP hay una mejora de las funciones cognitivas que dependen de la CPF (atencion) y que no
dependen de los efectos de la activacion locomotora (estriado), ademas el MP incremento el flujo
de DA y NA en CPF, aunque fuera de esta estructura dosis tan bajas mostraron un impacto
minimo sobre los niveles de estos neurotransmisores, lo cual concuerda también con nuestros
resultados, en el mismo sentido, Ordufia y colaboradores (2009) analizaron el efecto del MP por
medio de DRL en ratas SHR, WKY y WIS, los sujetos se dividieron en dos grupos, el primero se
expuso a 70 sesiones bajo un DRL de 10s. Las ratas SHR mostraron un déficit en procesos de
inhibicion de respuesta. EI segundo grupo de ratas fue expuesto a 30 sesiones de DRL a 10s,
antes de recibir tres dosis de MP (2, 4 y 8 mg/Kg). Observandose que a dosis altas de MP la
ejecucion de las 3 cepas de ratas disminuye. La impulsividad mostrada por las ratas SHR durante
la adquisicion, ademas de la hiperactividad (incremento en el nimero de respuestas) apoya el uso
de esta cepa como un modelo animal adecuado para el estudio de TDAH. No obstante, la
evidencia de un procesamiento temporal normal (las ratas SHR no presentan un déficit en la
sensibilidad al tiempo) y el que el MP empeorara la inhibicidn de respuestas en esta cepa

contradice lo anterior.
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En la literatura existen pocos estudios que analicen tanto la impulsividad motora como la
cognitiva (Basar et al., 2010; Robinson et al., 2009; Wilhelm et al., 2007 & Wiskerke et al.,
2011) y entre éstos existe bastante discrepancia en sus resultados, ademdas el efecto del
tratamiento con psicoestimulantes es diferente, mejorando generalmente el control inhibitorio
cognitivo sin alterar el motor (Wiskerke et al., 2011), mientras que Wilhelm y colaboradores
(2007), mencionan que el consumo de alcohol incrementa los niveles de IM con base en Go/No-
Go sin afectar los niveles de IC medidos con el paradigma Delay-discounting.

Finalmente, se realiz6 el andlisis de DA y NA por HPLC en el NAc y la CPF antes de la pubertad
(39 £1 EPN) y en la adultez (89 +1 EPN) para analizar el efecto del tratamiento con MP sobre
estos neurotransmisores. Tras finalizar el tratamiento postnatal, no se observaron diferencias en
los niveles de DA en ambos grupos en las dos estructuras, no obstante, las ratas con tratamiento
de MP tuvieron una tendencia a niveles menores de neurotransmisor respecto a su control. En el
caso de la NA, el grupo tratado con MP tuvo niveles mayores de neurotransmisor para ambas
estructuras, siendo significativa esta diferencia en CPFm. En la edad adulta, no se observé un
efecto del tratamiento postnatal con MP, aungue se observo una tendencia a niveles mayores de
DA en la CPF para las ratas que recibieron el psicoestimulante en la prepubertad. Al analizar el
efecto de la edad sobre los niveles de DA en NAc y CPF, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos, no obstante, las ratas adultas que recibieron MP en la prepubertad
presentaron niveles mayores de neurotransmisor en ambas estructuras respecto a su edad juvenil.
En el caso de la NA, los niveles de neurotransmisor fueron mayores para el grupo control en edad
adulta respecto a su prepubertad, sin observarse diferencia alguna en las ratas tratadas con MP
para el NAc. En la CPF, se observo la misma tendencia para las ratas control sin embargo, las
ratas tratadas con MP en la prepUbertad tuvieron niveles de NA mayores respecto a su edad
adulta. Van der Kooji & Glennon (2007) mencionan que la DA es considerada uno de los
principales factores en la etiologia del TDAH, con base en: 1) La neurofarmacologia de los
tratamientos con psicoestimulantes; 2) las investigaciones de genética molecular; 3) los estudios
en pacientes con neuroimagen; y, 4) las caracteristicas conductuales y bioquimicas de los
diferentes modelos animales. Asi, las alteraciones del sistema DA se relacionan con algunos
trastornos clinicos como el TDAH, en el cual el uso de psicoestimulantes como el MP es el
tratamiento de eleccion al incrementar tanto los niveles de DA extracelular disponibles como los

de NA, dos neurotransmisores relacionados con esta patologia. En un estudio previo de nuestro
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laboratorio, mostramos que el tratamiento con alcohol prenatal afecta los niveles de DA en NAc
y CPF, razon por la cual nos fue de interés evaluar el efecto de un tratamiento farmacolégico que
actUa sobre éste sistema de neurotransmision. una explicacién plausible de nuestros resultados es
que el MP al producir un incremento en los niveles de DA, se produzca como respuesta una
disminucién de la misma, exacerbada por la actividad de los auto receptores a DA, lo cual
conlleva a una reduccion de los niveles del NT en la prepubertad. Kuczenski & Segal (2002),
mencionan que dosis orales bajas de MP no producen un efecto significativo en los niveles de
DA en NAc ni en otras proyecciones como en la CPF, observandose un incremento Unicamente
en los niveles de NA en hipocampo. No obstante; la actividad eléctrica controla la sintesis y
liberacion de DA y la exposicion prenatal al etanol reduce esta actividad lo que puede contribuir
a una disminucion en la cantidad de DA y sus metabolitos (DOPAC y HVA) disponibles tanto
extracelular como intracelularmente (Shen et al., 1999; Xu & Shen, 2001), esta reduccion en la
actividad espontanea de las neuronas DA del ATV tras la exposicion prenatal a alcohol puede ser
normalizada por el tratamiento agudo y sistémico con metilfenidato. En comparacion con el MP
la Atx no incrementa los niveles de DA en estriado dorsal o NAc, esto sugiere que no influye en
los aspectos motores relacionados al consumo de psicoestimulantes, como el incremento en la
actividad locomotora, asi la Atx incrementa la concentracion de NA en CPF sin alterar la
concentracion de DA o 5-HT en esta estructura (Bymaster et al., 2002), en nuestro disefio
experimental administramos unicamente MP, el cual actua sobre las proteinas de recaptura,
principalmente sobre el DAT, pero también tiene accion en menor grado en el NET. Asi, para las
ratas tratadas con el psicoestimulante tanto en la prepubertad como en su adultez, los niveles de
NA fueron similares en NAc, mientras que en la CPF, las ratas en edad prepuber tuvieron niveles
mayores de NA respecto a su edad adulta. Robinson y colaboradores (2009) mencionan que la
Atx disminuye los niveles impulsividad en rata (incrementa la preferencia a reforzadores grandes
pero con demora y disminuye las respuestas prematuras), a diferencia del efecto de drogas
psicoestimulantes como las anfetaminas y el MP quienes incrementan la impulsividad con base
en los parametros del 5-CSRTT. Por otro lado, como ya se ha venido mencionando, en ratas, el
tratamiento prenatal con etanol produce una disfuncién de las neuronas DA en ATV, la cual se
normaliza tras el tratamiento crénico con MP en dosis bajas (1mg/Kg BW). Este incremento de
los niveles extracelulares de DA no se observa en la NA cuando se administra a la par prazosin

un antagonista selectivo del receptor a-1 (Choong & Shen, 2004). Por su, parte Seu y
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colaboradores (2009) incrementaron los niveles extracelulares de DA y NA como producto de la
inhibicién farmacoldgica de las proteinas de recaptura de las mismas administrando MP,
atomoxetina y la desipramina. Los autores mencionan que los medicamentos que inhiben los
trasportadores de NA como el MP, atomoxetina y la desipramina, mejoran el rendimiento de ratas
y disminuyen el numero de errores perseverantes en pruebas de discriminacion concluyendo que
el incremento en los niveles extracelulares de NA en regiones corticales producto de la inhibicion
de su recaptura promueve multiples aspectos del control inhibitorio.

Respecto a los niveles de neurotransmisor encontrados en NAc y CPF previamente Chong y
colaboradores (2012) empleando microelectrodos en NAc analizaron el efecto cronico y agudo
del MP (2.5 mg/Kg ip) sobre la tasa de disparo de las unidades neuronales en ratas. El MP
incremento la tasa de disparo y decremento un 54% las unidades de NAc en comparacion con su
linea base. Tras 6 administraciones consecutivas de MP se alteré un 85% la tasa de disparo basal.
Los autores sugieren que estas alteraciones en las tasas de disparo pueden ser mecanismos de
induccion celular en los receptores D1 Y D2 a DA, asi como una adaptacion homeostéatica
causada por el tratamiento con MP (Chong, Claussen & Dafny, 2012). Asi, en éste trabajo el
tratamiento postnatal con MP no mostro un efecto sobre los niveles de DA y NA tanto en NAc
como en CPF para las ratas en edad prepuber, mientras que en la edad adulta, las ratas tratadas
con MP tuvieron una tendencia a niveles de DA mayores para ambas estructuras. Esto concuerda
con lo observado previamente en la literatura (Berridge et al., 2006). Estos resultados se pueden
deber en primer lugar al efecto del tratamiento con alcohol prenatal sobre la actividad de las
neuronas DA en ATV (Choong & Shen, 2004; Wang et al., 2006; Xu & Shen, 2001), sobre las
proteinas de recaptura (Kim et al., 2012; Seu et al., 2009) y finalmente sobre los receptores a DA
(Cardinal & Howes, 2005; Chong et al., 2012; Kuczenski & Segal, 2002).

De esta forma, el tratamiento con alcohol prenatal puede ser un modelo animal adecuado para el
estudio de patologias en las cuales, la atencidn, hiperactividad e impulsividad se vean afectadas,
ademas en las cuales los sistemas catecolaminérgicos se encuentren comprometidos.

Por altimo, es necesario que en investigaciones futuras se observe el efecto de tratamientos
farmacoldgicos mas selectivos sobre los sistemas DA y NA, asi como sobre el sistema 5-HT el
cual se sabe también se encuentra involucrado en este tipo de patologias, ademas, es importante
resaltar los paradigmas empleados con el puente de transicién (Wait-to-go-signal task y Delay-

discouting), ya que ésta herramienta permite no solo evaluar la impulsividad antes de la pubertad
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y en la edad adulta de la rata, sino que también se puede registrar la atencion en ambas edades de

una manera rapida y confiable.
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CONCLUSIONES

El tratamiento postnatal con MP no disminuyo los niveles de impulsividad motora o reactiva
en ratas tratadas prenatalmente con etanol respecto a sus controles durante la prepubertad.

El tratamiento con MP en la prepubertad disminuy6 los niveles de impulsividad motora o
reactiva en la edad adulta ademas de disminuir los niveles de inatencién respecto a su grupo
control.

Las ratas tratadas prenatalmente con alcohol en edad prepuber fueron méas impulsivas que las
adultas y las ratas adultas fueron mas inatentas que las prepuberes.

En la impulsividad cognitiva no se observo efecto del MP en la edad prepuber sobre la
eleccion del reforzador demorado respecto al control.

Las ratas adultas fueron menos impulsivas respecto a su etapa prepuber, eligiendo el
reforzador demorado v las ratas adultas que recibieron MP en la prepubertad eligieron mas el
reforzador demorado respecto a su grupo control.

El tratamiento postnatal con MP no mostrd efecto alguno sobre los niveles de DA tanto en
NAc como en CPF para las ratas en edad prepuber, pero los niveles de NA fueron mayores en
CPF en esta edad prepuber.

Se sugiere un fendmeno de sensibilizacion del tono dopaminérgico en las ratas adultas que
fueron tratadas con MP en la preadolescencia.

El MP en la prepubertad no afectd ni la IM ni la IC, posiblemente debido a que la evaluacion
de la conducta se hizo durante el pico maximo para el MP, sin embargo en la edad adulta tuvo
un efecto muy significativo, incrementando los niveles de atencion y haciendo mas efectivos

a los sujetos.
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ANEXOS

1. Tratamiento Prenatal.

El tratamiento prenatal con alcohol intragastrico comienzo el dia 8 de gestacion y termino el dia
20.

Se administré una concentracién de alcohol de 6 g/Kg BW en 2 tomas diarias (3 g/Kg BW cada
una) con una separacion de 5 horas entre si (comenzando a las 10 de la mafiana), excepto los
fines de semana los cuales se administro una sola dosis de alcohol de 4 g/Kg BW. La solucién de
alcohol se preparo al 20% v/v esto es, 20 ml de alcohol etilico desnaturalizado por cada 80 ml de
agua destilada.

Se sujet6 a la rata por el cuello y la cola de forma que quedara inmovilizada, se le introdujo una
sonda de acero inoxidable por el eséfago y se le administré a flujo constante la solucion (Figura
35).

Sonda de acero
inoxidable

Figura 35. Administracion intragéastrica de alcohol durante la gestacion.
2. Tratamiento post-natal.

A partir del dia 34 y hasta el 39 (EPN) a la mitad de las ratas de los grupos de IE e IM se les
administr6 MP ip en una dosis de 3 mg/Kg BW y a la mitad restante de cada grupo se les
administrara solucion salina fisioldgica (SS) ip estéril. Transcurridos 40 minutos después de la
administracion de MP ip o SS ip se evalud la conducta impulsiva correspondiente (motora o
cognitiva).

El Metilfenidato (MP) es un medicamento formado por una mezcla 50/50 de los enantiomeros
dextrdgiro y levégiro. Su nombre quimico es el metil-alfa-fenil-2-piperildinacetato. La formula
quimica del MP es C14H19NO, (ver Figura 36). Su masa molecular es de 233.31 unidades de
masa atémica (UMA). La férmula quimica del MP hidroclorado es C14H19NO,.HCI y tiene una

masa molecular de 269.77 UMA (National toxicology program US, 2005).
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El MP que se administrd fue el hidroclorado (Ritalin) cuyo tiempo de vida media es de 2.4 £ 0.7
horas. Se disolvio cada tableta de 10 mg en 10 ml de SS estéril. Se filtré entre 2 veces y se
inyecto por via ip limpiando primero el lugar de la inyeccion y nunca inyectando un volumen

mayor al 1% del peso relativo del animal.

Figura 36. Estructura quimica del metilfenidato

Cada dia se prepar6 una solucion nueva de MP, desechando siempre los sobrantes. Las ratas
control fueron inyectadas con solucién salina fisioldgica estéril con las mismas especificaciones

que en el MP.
3. Puente de transicion para las pruebas de impulsividad.

Descripcion del Aparato.

Consta de una estructura principal formada por dos pedestales laterales frontales (60 cm de alto),
separados (60 cm), verticales en paralelo (1 y 2). Los pedestales estan conectados por un soporte
transversal (3), colocado horizontalmente para proporcionar una mayor estabilidad. La parte
superior de cada soporte frontal (1 y 2) tiene dos plataformas, cada una dividida en dos secciones
(15 x 15 cm cada una): A, C para el pedestal 1, y B, D para pedestal 2 (Figura 11), las secciones
(A, Cy B, D) se pueden utilizar de forma independiente o como unidad Unica (A-C y B-D,
respectivamente). El paso de una plataforma a otra en cada pedestal puede ser impedido mediante
la insercion de un panel desmontable (4, 5) verticalmente a través de las ranuras hechas para este
propdsito en la seccion media de la plataforma superior y alineada a lo largo del plano horizontal
longitudinal del dispositivo para formar dos plataformas independiente sin posibilidad de
comunicacion entre cada lado del panel: A, C para el pedestal 1 y B, D para pedestal 2. Los

paneles (4, 5) tienen 25 cm de altura para que los animales no puedan pasar por encima de ellos y

108



cruzar al otro lado de la plataforma. EIl movimiento de la plataforma A (pedestal 1) a la
plataforma B (pedestal 2), y desde la plataforma C (pedestal 1) a la plataforma D (pedestal 2) es
logrado por medio de puentes desmontables; 6 y 7, respectivamente. Los puentes se montan
horizontalmente en la parte superior de cada pedestal frontal, es decir, 60 cm por encima del nivel
del piso.

La longitud y la anchura de los puentes pueden variar de acuerdo a los objetivos especificos de
cada experimento. El aparato esta equipado con una bocina (8) colocada a lado de pedestal 1, y
estd programada para emitir sonidos a diferentes frecuencias y tonos, que sirven como sefiales
experimentales indicando al sujeto que se va a llevar a cabo un comportamiento predeterminado,
una interfaz (9) que se inserta en la seccion media de la pared frontal de uno de los pedestales (2)
como un medio de automatizacién de la estimulacién y la medicién del comportamiento del cual
el animal esta siendo entrenado. La informacion detallada de cada el comportamiento del sujeto
es enviada digitalmente a una PC (Juarez et al., 2013). La Figura 11 muestra el puente de

transicion para registrar impulsividad tanto motora como cognitiva.

4 5
7
10 .
\ . =
a B
6
3 ToPC

60 cm

3

9
L 2
60 cm

Figura 11. Puente de Transicion.
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4. Determinacion de catecolaminas por HPLC.

Tras el sacrificio de las ratas, se extrajo rapidamente el cerebro y se congelo a -80°C con
nitrogeno liquido hasta el momento de la determinacion de catecolaminas, este proceso debe de
ser lo méas rapido posible para evitar la degradacién de neurotransmisor con el paso del tiempo.

La cuantificacién de DA y NA se realiza en mg de neurotransmisor/ng de proteina, esto es; en
una cama con hielo seco se realizaron los cortes bilaterales de las estructuras y se formo un
homogénado de tejido el cual se sdnico por vibraciones ultrasonicas, asi en el sobrenadante se

encontraba el neurotransmisor y en el sedimento se determinaron los ng de proteina.

DETERMINACION DE DOPAMINA Y NORADRENALINA POR HPLC

La DA y la NA fueron medidas por HPLC con deteccion electroquimica. Utilizando una fase
movil de &cido heptasulfonico (KH2PO4) 0.025 M en agua (pH=3) + acetonitrilo 0.3 mM y una
columna para la deteccion de catecolaminas (4.6 x 75 mm Zorbax SB-C18, 3.5 um), en NAc y
CPFm de acuerdo a las coordenadas especificadas y utilizando una serie de estandares con
valores conocidos.

Las estructuras fueron diseccionadas con base en el atlas de Paxinos & Watson 6ta edicion,
como sigue; NAc de Bregma 2.76 mm, Interaural 11.76 mm a Bregma 0.96 mm, Interaural 9.96
mm; CPFm de Bregma 4.68 mm, Interaural 13.68 mm a Bregma 2.76 mm, Interaural 11.76 mm.

Las disecciones se hicieron bilateralmente.

PREPARACION DEL TEJIDO PARA EL ANALISIS DE DOPAMINA Y
NORADRENALINA
1. Disecar el tejido del area designada en nitrogeno liquido lo mas rapidamente posible.
2. Depositar el tejido en un tubo Eppendorf y agregar 1 ml de 0.1 N PCA (&cido
perclorico). Sonicar el tejido hasta que este se haya desintegrado totalmente.
3. Centrifugar dos veces por 20 minutos a 10,000 rpm a 4°C.
4. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio y analizar para monoaminas. Almacenar
las muestras a -80°C. Evitar congelar y descongelar el sobrenadante.
5. Remover el exceso de sobrenadante del pellet (dejando secar el tubo destapado a
temperatura ambiente por 1 6 dos dias). Una vez seco adicionar NaOH (hidréxido de

sodio) 0.5M vy refrigerar a 4°C al menos durante una noche. Sonicar este tejido, dejar
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que se desaparezcan las burbujas formadas y posteriormente medir la concentracion

de proteinas.

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD
Calibracion de la albimina

1. Pesar albumina para tener una concentracion final de 0.5 mg/ml

2.

Incubar a 37°C por 30 minutos

3. Leer a Abssg; nm.

4. Hacer stocks de 0.5 ml.

Procedimiento

1.

o &~ wDn

Poner en tubos Eppendorf, BSA 0.5 mg/ml a concentracion ascendente (25, 125, 250,
500,750, 1000, 1500 y 2000 pg/ml).

Completar a 100 uL con NaCl 0.15 M

Adicionar reactivo de Bradford diluido.

Agitar en vortex unos segundos

Leer a Absss, nm despues de 30 minutos de incubacion a 37°C. No dejar pasar méas de
10 minutos por que el colorante precipita lo cual afecta la lectura.

Para generar la curva se hacen lecturas por duplicado.

Muestras se leen por duplicado.
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