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RESUMEN

El Trastorno por Déficit de Atencidén con Hiperactividad (TDAH) es un desorden
psiquidtrico permanente que se diagnostica al comienzo de la nifiez. Se caracteriza por nifios
gue presentan niveles de atencion inapropiados para su estado de desarrollo, hiperactividad
e impulsividad. El principal tratamiento para este desorden es el uso de drogas
psicoestimulantes que actlan aumentando los niveles de dopamina en la cavidad sinaptica.

Si bien las bases de esta condicidn no son del todo conocidas, numerosas evidencias
indican que alteraciones en el funcionamiento de circuitos dopaminérgicos representarian
las bases neurobioldgicas de este trastorno.

La proteina CDK5 es un regulador muy importante de la funcion dopaminérgica,
modulando la sintesis y liberacién de dopaminay la eficiencia de la sefializacion.

Teniendo en cuenta que dopamina es sugerida como uno de los principales
neurotransmisores implicados en la etiologia del TDAH y que CDK5 es un importante
modulador de la funcidn de este neurotransmisor, nos propusimos estudiar la posible
relacion entre CDK5 vy este trastorno mediante la caracterizacién conductual, bioguimica y
farmacoldgica de un ratédn transgénico que carece de la proteina p35, principal activador de
CDKS.

En esta tesis, demostramos que la falta de p35 produce un fenotipo conductual
hiperactivo, reversible mediante el uso de psicoestimulantes y con menor inhibicion
comportamental, lo que recapitula caracteristicas claves de este trastorno. Por otro lado,
demostramos la asociacion de estos comportamientos con alteraciones en la sintesis y
metabolismo de la dopamina. Finalmente, analizamos la participacion de los receptores de
dopamina D1y D2 en el establecimiento de la hiperlocomociéon de estos animales.

Los resultados obtenidos en esta tesis nos permitieron demostrar, por primera vez,
una relacion entre alteraciones en la funcion del complejo CDK5/p35 y el TDAH; indicando

gue el raton p35K0 puede modelar aspectos claves de este desorden.
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SUMMARY

Attention deficit/hiperacivity disorder (ADHD) is a permanent psychiatric condition, which is
diagnosed at the onset of childhood. This disorder is characterized by children displaying
developmentally inappropriate levels of inattention, hyperactivity and impulssivity. The main
treatment for ADHD is the use of psychostimulants drugs, which are believed to enhance
dopamine neurotransmission.

TDAH etiology is not totally understood, but a great number of studies support the
idea that deregulation of dopamine circuits underlies this disorder.

CDKS5 protein is a key regulator of dopaminergic neurotransmisson; in presynaptic neurons,
CDK5 modulates the dopamine synthesis and release; meanwhile, in postsynaptic neurons,
regulates the efficiency of dopamine signaling.

Taking into account the role of dopamine in the pathophysiology of TDAH and the
crucial role of CDK5 in the dopaminergic function, we decided to evaluate the possible
relationship between CDK5 dysfunction and TDAH, through the behavioral, biochemical, and
pharmacological characterization of a transgenic mice lacking the CDK5 activator p35.

In this work, we demonstrated that the absence of p35 produce in mice locomotor
hyperactivity, psychostimulant-induced hypoactivity and deficit in behavioral inhibition,
reminiscent of some aspects of ADHD. Moreover, we found alterations in dopamine synthesis
and release. Finally, we analyzed the role of D1 and D2 dopaminergic receptors in the onset
of hiperactivity in these animals.

The results obtained in this thesis work allowed us to demonstrate, for a first time, a
relationship between dysfunctions of CDK5/p35 complex and ADHD, suggesting that the

p35K0O mice can model the key features of this disorder.
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INTRODUCCION.

EI TRASTORNO POR DEFICIT DE ATENCION CON HIPERACTIVIDAD.

Generalidades

En los ultimos 20 afios, el Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH)
ha recibido gran atencion en la literatura cientifica, experimentando un crecimiento
exponencial del nimero de publicaciones relacionadas con todos lo aspectos de este
desorden (Lopez-Munoz y col., 2008), pasando de aproximadamente 200 articulos al
principio de los afios 1990 a mas de 2.000 en el afio 2012 (segun datos de Pubmed,
Biblioteca Nacional de Medicina, Instituto Nacional de Salud, NLM-NIH, Bethesda, MD,
Estados Unidos). Las personas afectadas por este desorden tienen una menor calidad de
vida, incluyendo serios impedimentos en su funcionamiento académico, laboral, social e
interpersonal (Antshel y col., 2011); ademas de que en casos frecuentes puede presentar
comorbilidad con trastornos del estado de animo, comportamientos disruptivos y problemas
de aprendizaje (Antshel y col., 2011).

El TDAH es un trastorno neurobiologico permanente y debilitante, que se expresa
tipicamente al inicio de la edad escolar (Applegate y col., 1997), representando el trastorno
psiquiatrico mas diagnosticado en nifios. Si bien existe una gran cantidad de trabajos sobre la
incidencia del TDAH, los resultados que estos arrojan han sido poco homogéneos, citando
valores de prevalencia que varian desde el 4% a mas del 12% (Faraone y col., 2003;
Biederman, 2005), sin embargo un meta-analisis reciente sugiere una prevalencia basada en
la bibliografia de aproximadamente el 5,3% (Polanczyk y col., 2007).

Si bien los sintomas comienzan a edades tempranas y el TDAH ha sido considerado
durante muchos afios una patologia propia de la nifiez, en la actualidad y desde hace varios
afios se reconoce ampliamente que este trastorno continua en la adolescencia y en la vida
adulta (Kessler y col., 2006).

Los componentes atencionales suelen manifestarse como distractibilidad, dificultad
para focalizarse en una Unica tarea durante tiempos prolongados y por periodos de “sofiar
despierto”, mientras que la hiperactividad se expresa como personas inquietas que hablan

excesivamente, que no pueden permanecer en un solo lugar, y que agitan piernas o realizan
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permanentemente movimientos repetitivos con sus manos (Biederman, 2005). Estos
sintomas del TDAH predisponen a accidentes, crean tensién en las relaciones interpersonales
y perturban ambientes académicos o laborales mediante interrupciones o comportamientos
inapropiados.

El TDAH se define y diagnostica de acuerdo a los criterios expuestos en la cuarta
version del Manual de Diagnostico y Estadistica de la Asociacion Americana de Psiquiatria
(DSM-IV) (Tabla 1) y en la décima edicion de la Clasificacién Internacional Estadistica de
Enfermedades y Problemas relacionados a la Salud de la Organizacion Mundial de la Salud
(ICD-10); esta ultima designa a este trastorno bajo el nombre de desorden hiperquinético. Si
bien el criterio de diagndstico del ICD-10 es mas riguroso que el expresado en el DSM-IV,

ambas clasificaciones incluyen nifios que presentan niveles de atencion inapropiados para su

Tabla 1: Criterios para el diagnésticos del TDAH® segun el DSM-IV®
A-De102:

1. Seis (0 mas) de de los siguientes sintomas de inatencién durante al menos 6 meses, al grado de ser maladaptativo o inconsistente

con el nivel de desarrollo.
a. A veces falla en prestar atencion a los detalles o comete errores despreocupados en la escuela, trabajo o en otras actividades.
b. A veces tiene dificultades en mantener la atencion en tareas o juegos.
c. Con frecuencia parece no escuchar cuando le hablan directamente
d. A veces no sigue las instrucciones, y falla en finalizar la tarea escolar u otros deberes.
e. A veces tiene dificultades en organizar tareas o actividades
f. Evita o es renuente a comprometerse en tareas que requieren un esfuerzo mental sostenido.
g. A veces pierde objetos necesarios para tareas o actividades
h. Es facilmente distraido por estimulos externos.
i. Es usualmente olvidadizo en las actividades diarias.
2. Seis (0o mas) de los siguientes sintomas de Hiperactividad/impulsividad durante al menos 6 meses, al grado de ser maladaptativo o
inconsistente con el nivel de desarrollo.
a. A veces agita las manos o pies o se retuercen estando sentado.
b. A veces dejan su asiento en clases o en otras situaciones donde se espera permanezca sentado.
c. A veces corre alrededor o trepa objetos en situaciones en que esto es inadecuado.
d. A veces no puede participar en actividades recreativas de forma silenciosa
e. A veces actua como “impulsado por un motor”.
f. A veces habla excesivamente
g. A veces emite respuestas antes de que las preguntas hallan terminado
h. A veces tienen dificultades esperando su turno.
i. A veces interrumpe a otros, en conversaciones, juegos u otras actividades
B. Algunos sintomas hiperactivos/impulsivos o inatensivos, que causan impedimentos deben aparecer antes de los 7 afios de edad.
C. Algunos problemas causados por los sintomas deben presentarse en al menos dos ambitos distintos.
D. Debe existir una clara evidencia de la existencia de impedimentos clinicamente significativos en el funcionamiento social, académico o
laboral.
E. Los sintomas no deben ocurrir solo exclusivamente durante el curso de desorden generalizado del desarrollo, esquizofrenia u otro
desorden psicético y no debe ser mejor explicado por otro desorden mental.
Modificado de Antshel y col., 2011.
@ Trastorno de déficit de atencion e hiperactividad

°: Manual de diagnostico y estadisticas de la Asociacién Americana de Psiquiatria, version IV.
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estado de desarrollo, hiperactividad e impulsividad que provocan impedimentos en el
rendimiento escolar, en funciones intelectuales y en habilidades sociales (Biederman y
Faraone, 2005). El DSM-IV reconoce tres subtipos de TDAH, principalmente inatensivo,
principalmente hiperactivo, o combinado, debido a que este criterio de diagndstico requiere
de la presencia de al menos 6 de 9 marcadores de inatencion o de al menos 6 de 9 sintomas
de hiperactividad-impulsividad, a partir de los cuales se computan los subtipos. A diferencia
del DSM-IV, el ICD-10 no reconoce subcategorias para esta enfermedad y requiere para el
diagnodstico de esta, tanto de la presencia de 6 de 8 sintomas de falta de atencién, 3 de 5
sintomas de hiperactividad y 1 de 4 sintomas de impulsividad. Ademds ambos criterios
requieren que estos sintomas se presenten en al menos dos ambitos diferentes, como el
hogar o la escuela, y que estos impedimentos produzcan problemas significativos en el
rendimiento académico, social o laboral (Castellanos y Tannock, 2002; Lee y col., 2008) . Sin
embargo, aungue se diagnostica como un desorden categorico, el TDAH podria también ser
explicado como los casos extremos de inatencidon o hiperactividad con respecto a la

distribucién normal de estos comportamientos en la poblacion (Levy y col., 1997).

Etiologia
Heredabilidad.

Si bien las causas de este trastorno no son del todo conocidas, numerosas
evidencias indican que dentro de los factores etioldgicos, existen no soélo variaciones o
mutaciones genéticas sino también factores ambientales y la interaccidon entre estos y los
componentes genéticos, lo que dificulta la identificacion y el analisis de su etiologia
(Castellanos y Tannock, 2002).

Estudios familiares muestran que sujetos emparentados con personas con TDAH
tienen una mayor probabilidad de ser también diagnosticados con este desorden. De hecho,
numerosos estudios indican que el TDAH se transmite entre familias con una heredabilidad
estimada muy alta, de alrededor de un 76% (Faraone y col., 2005). Como la influencia
familiar en el desarrollo de los sintomas del TDAH puede ser tanto ambiental como genética,
los estudios de gemelos univitelinos han sido muy Utiles para determinar la contribucién de

estos factores. Los estudios de gemelos muestran una heredabilidad de mas del 70% en
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nifos y adolescentes (Faraone y col., 2005), mientras que en adultos ésta es mucho menor,
de aproximadamente un 30%, probablemente debido a la mayor variacion ambiental en la

vida adulta (Boomsma y col., 2010).

Factores am bientales- Tabla 2: Factores ambientales que pueden predisponer al

. .. . TDAH.
Varias condiciones ambientales se

Complicaciones durante el embarazo.

han relacionado con mayores riesgos de  Estrés matemo

Toxemias

adquirir TDAH (Tabla 2). Durante el Hemorragias
Eclampsia

embara Z0, com pIicaciones como Complicaciones durante el parto
Hipoxias

hemorragias, eclampsia, toxemias, mala .
Bajo peso al nacer

salud y estrés maternal pueden producir un ~ Nacimiento prematuros

Factores ambientales

mayor riesgos de padecer TDAH por parte  Exposicion aplomo o PCB.
Factores sociales y/o psicolégicos.

del nifio (Pineda y col., 2007; Nikolas y Burt, Familias disfuncionales
Criminalidad paterna.

2010; Talge y col., 2007). El consumo de

Ausencia de uno de los padres

. Escolarizacion tardia
tabaco vy alcohol y la exposicién a plomo se

han relacionado con la incidencia del TDAH (Mick y col., 2002; Thapar y col., 2003; Autti-
Ramo, 2000; Nicolescu y col., 2010) . Ademas, la hipoxia durante el nacimiento, el nacimiento
prematuro o el peso muy bajo al nacer constituyen factores de riesgo del TDAH (Bhutta y
col., 2002; Boksa y El-Khodor, 2003; Strang-Karlsson y col., 2008).

Muchos estudios también han relacionado una mayor prevalencia de TDAH en nifios
con situaciones familiares adversas, como familias disfuncionales, familias con conflictos o
peleas permanentes, criminalidad paterna, psicopatologias maternas, bajo nivel educacional
de los padres, educacién por familias sustitutas o escolarizacion tardia (Biederman y col.,
1995; Ellis y Nigg, 2009; Kreppner y col., 2001); sin embargo estos no serian factores de
riesgo especificos de TDAH sino que constituyen predictores universales del funcionamiento
adaptativo y la salud mental de los nifios (Biederman, 2005).

Por otro lado, si bien estos trabajos evidencian una gran incidencia de los factores
ambientales, en estudios de adopcién y en gemelos, indican que la heredabilidad del TDAH
es mucho mayor entre gemelos que entre nifios no relacionados biolégicamente en familias
adoptivas (Sprich y col.,, 2000). Ademas, otros estudios muestran que ciertos factores
ambientales serian solo determinares cuando existe algun nexo bioldgico, por ejemplo, datos

provenientes de embarazos mediante fecundacién in vitro, sefialan que el estrés materno se
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relaciona con mayor incidencia del TDAH en los hijos, solo cuando los nifios provenian de
ovulos de dichas madres y no de donantes (Rice y col., 2010).

Contribuciones genéticas

Los estudios moleculares sugieren que la arquitectura genética del TDAH es
compleja y los resultados encontrados muchas veces son divergentes. Varios equipos han
realizado estudios de ligamiento de genoma completo, una estrategia que examina muchos
marcadores en el dcido desoxiribunucleico (ADN) para determinar si regiones cromosémicas
son compartidas mas de lo esperado en familias con TDAH. Estos estudios muestran
asociacién en algunos loci de distintos cromosomas, sin embargo, estas asociaciones no se
superponen con las encontradas en otros estudios o en distintos grupos étnicos o
geograficos (Mick y Faraone, 2008). Un meta-analisis de los estudios genéticos de amplias
regiones gendmicas solo ha mostrado una pequefia superposicion en el cromosoma
16¢23.1, pero ningun loci presente en esta region se ha relacionado con genes candidatos
para TDAH (Zhou y col., 2008), sugiriendo que genes con relativamente gran efecto,
probablemente, no existan. Debido a que estos métodos solo son Utiles para detectar efectos
génicos fuertes, otros tipos de estudios son mas indicados para analizar contribuciones
genéticas menos potentes.

En contraste al método anterior, el estudio de asociacién de genes candidatos es
mucho mas sensible para detectar efectos génicos pequefios. En estos estudios, los
investigadores eligen a priori los genes a estudiar, en base a estudios neuroldgicos o
consideraciones tedricas que sugieren que el producto de dichos genes podria estar
relacionado con la patofisiologia de la enfermedad a estudiar. Usando esta metodologia,
numerosos meta-analisis sugieren la asociacion de varios genes relacionados con la
neurotransmision dopaminérgica (Faraone y Mick, 2010), entre los cuales se encuentran los
receptores de dopamina (DA) D4 y D5, la enzima dopamina-B-hidroxilasa (Li y col., 2006), el
receptor de serotonina (5-HT)B1 (HTRB1), y el transportador de 5-HT (SERT) (Faraone y col.,
2005). Ademas, se ha encontrado una débil asociacion con este desorden con genes que
codifican para el transportador de DA (DAT) (Li y col., 2006) y para la proteina asociada a
sinaptosomas de 25kDa (SNAP-25), que participa en la fusion de vesiculas sindpticas

(Faraone y col., 2005) (Tabla 3).
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Una de la mayores contribuciones en el
Tabla 3: Genes con polimorfismo relacionados

con TDAH®Y, entendimiento de la genética molecular del TDAH fue
Gen Proteina que codifica
DRD4 Receptor de DA D4

la publicacion de los resultados provenientes del

ORES - REEE e Y Proyecto Internacional de genes multisitio de TDAH
DBH Enzima dopamina-B-hidroinasa
HTR1B  Receptor de 5-HT 1B (IMAGE, por sus siglas en ingles) en el que se

SLC6A4  Transportador de 5-HT
SLC6A3 Transportador de DA
SNAP25 Proteina SNAP-25

analizaron 51 genes de 664 familias con al menos un
miembro diagnosticado “TDAH tipo combinado”. Los
@, (Faraone y Mick, 2010).
®.(Li y col., 2006). genes analizados se eligieron en base a aquellos
°. (Brookes y col., 2006). . , L,
correspondientes a vias de neurotransmision
relacionadas previamente con TDAH, es decir DA, 5-HT y noradrenalina (NA), basados en
polimorfismos en regiones funcionales de dichos genes. Este proyecto detectd 18 genes con
fuerte asociaciéon con el TDAH (Brookes y col., 2006).

A pesar de la gran cantidad de datos provenientes de estudios genéticos, los
resultados siguen siendo dispersos y poco replicados e incluso, a veces, contradictorios. Sin
embargo, meta-analisis recientes apoyan particularmente el aporte de genes que codifican
para D4, D5, DAT, HTR1B y SNAP-25 en la etiologia del TDAH. Probablemente, teniendo en
cuenta que estos resultados apoyan la idea de genes con efectos pequefos, estudios de

fenotipos mas refinados o de endofenotipos serian necesarios para reducir la variabilidad de

los datos y avanzar en la busqueda de nuevos genes candidatos (Tabla 3).

Tratamientos.

Los tratamientos del TDAH se puede encarar mediante estrategias farmacoldgicas e
intervenciones psicoterapéuticas, siendo la correcta combinacién de ambas lo que suele
tener mejores resultados, no solo en los sintomas, sino también en el rendimiento
académico y profesional a largo plazo. En general el tratamiento farmacologico es efectivo en
el mejoramiento de los sintomas principales del TDAH, mientras que para los problemas
asociados, los mejores resultados se obtienen mediante intervenciones psicoldgicas vy

modificaciones ambientales (Pierce, 2011).
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Tratamientos farmacoldgicos.

Para la mayoria de los pacientes con TDAH, el uso de psicoestimulantes es el
abordaje farmacoldgico de primera opcién, debido a su eficacia en reducir los sintomas y a
que los efectos adversos de estos son aceptables; sin embargo muchos pacientes no
responden a este tipo de medicamentos o no pueden tolerar los efectos adversos de éstos,
para los cuales drogas no psicoestimulantes suelen ser una opcion mas adecuada (Antshel y

col., 2011) (Tabla 4).

Tabla 4: Tratamientos farmacolégicos para el TDAH.

Mecanismo de accién
Psicoestimulantes
Metilfenidato Bloguea la recaptacion de DA y mas levemente de NA.
Anfetaminas Bloquea la recaptacion de DA y y mas levemente de NA.
Induce liberacion de DA desde las vesiculas sinapticas.

No psicoestimulantes

Atomoxetina Bloguea la recaptacion de NA
Clonidina Agonista especifico de receptores alfa2-adrenérgicos.
Guanfacina Agonista especifico de receptores alfa2-adrenérgicos.

Modificado de Antshel y col., 2011.

El primer reporte de uso de psicoestimulantes para tratar desdrdenes
comportamentales en nifios data del afio 1937 (Strohl, 2011), sin embargo durante mas de
25 afios estos estudios fueron poco tenidos en cuenta hasta finales de la década del 50,
donde la investigacion en este tipo de tratamientos tomd nuevamente impulso (Lange y col.,
2010). En la actualidad los farmacos mas utilizados son el metilfenidato (MTF), conocido por
el nombre comercial de Ritalina®, y la anfetamina (ANF), la cual puede administrarse solo el
isbmero activo (d-anfetamina) o como mezcla entre el isémero activo y el inactivo (d,I-
anfetamina), siendo los nombres comerciales mas conocidos Dexedrina® y Aderall®,
respectivamente. Ambos tipos de compuestos actian aumentando la concentracion de DAy
NA en el espacio sindptico, aunque lo hacen por mecanismos diferentes. El MTF bloquea a
los transportadores de DA y de NA (NAT), que son los responsables de remover de la cavidad
sindptica la DA y la NA liberada por los potenciales de accién (Goodwin y col., 2009). El
mecanismo de accion de ANF es mas complejo, ésta actla como un inhibidor competitivo de
DAT, ya que funciona como un sustrato de este, el cual la transporta al interior del terminal

sinaptico. Una vez dentro del terminal, ANF es trasportada al interior de las vesiculas
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sindpticas por medio de difusion y a través del transportador vesicular de monoaminas tipo 2
(VMAT-2), donde aumenta el pH de estas y produce que la DA se libere dentro del terminal
sindptico, donde finalmente escapa de la célula mediante un trasporte reverso a través del
DAT (Sulzer y col., 2005; Leviel, 2011) (Figura 1). Si bien sus mecanismos de accién son
diferentes, ambos tipos de compuestos actlan optimizando la neurotransmisién por DAy NA
en corteza prefrontal (CpF) y cuerpo estriado (Str) (Spencer y col., 2004), lo cual produce una
mejora en la atencion, disminuyendo la hiperactividad y mejorando ligeramente las

funciones ejecutivas (la habilidad de planear acciones e inhibir impulsos) (Solanto, 1998).

Condiciones normales Metilfenidato Anfetamina
VMAT-2
ANF PRS
o o, °
o o) ° o)) DAT
bla ol‘ fu" olv fla
A —————= e ———
paT Uf¢ Yo DAT DA e
°o E—m © “——— ° oo 0 € ———
oo 2 DA @ vTF 0% 3° {
ANF

Figura 1: Mecanismo de accion de los psicoestimulantes. DAT: transportador de dopamina. DA:

dopamina. ANF: anfetamina. MTF, metilfenidato. VMAT-2 Transportador de monoaminas 2.

El uso de estas drogas ha sido desde su inicio, motivo de controversia, debido a su
perfil farmacoldgico que las convierte potencialmente en drogas de abuso, a sus efectos
adversos, y a su poco probada eficacia en mejorar el rendimiento escolar a largo plazo
(Advokat, 2010). En primer lugar se ha demostrado que la ANF es una droga de abuso que
puede producir adiccion y dependencia, y el MTF es, en su mecanismo de accion
practicamente idéntico a la cocaina (COC), por lo que su uso en nifios (y también en adultos)
ha sido siempre motivo de grandes discusiones. La literatura con respecto a esta tematica
suele estar dividida entre quienes sostienen que estos tratamientos en la nifiez pueden
predisponer o proteger al abuso de psicofarmacos, sin embargo, los estudios mds recientes y
sélidos apoyan la idea de que utilizados de forma correcta no tendrian efectos indeseados de
abuso y dependencia (Faraone y Wilens, 2007). A diferencia de las sales de anfetaminas

puras, las formulaciones comerciales y las relativamente dosis bajas utilizadas no producen
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estados de euforia (Solanto, 1998), uno de los aspectos claves en los efectos reforzantes de
drogas de abuso. Con respecto al MTF, en la forma de administracién oral utilizadas para este
trastorno (a diferencia de si se administra de forma intravenosa) tampoco produce efectos
euforicos, debido a su a velocidad de absorcion y a su cinética de unién al DAT (Volkow y col.,
1995). Ademads, el uso de nuevas vias de administracién como parches dérmicos, bombas
osmoticas o formulaciones de liberacion prolongada, las cuales producen una curva de
biodisponibilidad de la droga mas lenta y uniforme a lo largo del dia, son aun mas seguras,
sobre todo en adultos (Kollins, 2008). Algunos estudios demuestran que un correcto
tratamiento farmacoldgico es crucial en la forma en la que un individuo se enfrentard a los
piscoestimulantes en el futuro; en este sentido, se ha demostrado que ratas sometidas a 8
meses de tratamiento con MTF, comenzando en la adolescencia, mostraron una disminucién
en la autoadministracién de COC, sin embargo ratas con un tratamiento previo de solo dos
meses con este farmaco presentaron mayores niveles de consumo voluntario de COC
(Thanos y col., 2007). Esto sugiere que son necesarios mas estudios para determinar cual es
la duracién optima de los tratamientos y en que edad deben realizarse, con el fin de
minimizar el posible riesgo de predisponer al consumo de drogas.

Por otro lado, aunque estos medicamentos son generalmente bien tolerados, suelen
tener algunos efectos adversos, sin embargo su efectividad en reducir los sintomas del TDAH
justifica su uso. Entre los efectos adversos mas comunes se encuentran problemas para
dormir, dolores de cabeza y estdmago (Wolraich y col., 2011) y disminucién del apetito, los
gue suelen relacionarse con menor peso y altura para la edad de dichos nifios, aunque estos
efectos suelen ser dosis dependientes y reversibles cuando se finaliza el tratamiento
(Faraone y col., 2008). En familias con historial de movimientos nerviosos estereotipados
(tics), los psicoestimulantes suelen aumentar los riesgos de desarrollar este tipo de
desorden, por lo que su uso no es recomendado en estos pacientes (Bloch y col., 2009).
También se han reportado problemas de hipertensién y cardiacos en personas con
problemas renales o con problemas estructurales en el corazén, para los cuales los
psicoestimulantes no son una opcién de tratamiento.

Los tratamientos con farmacos no estimulantes, suelen ser una opcion cuando por
alguna condicién previa, el paciente no pueda tolerar los efectos adversos de los

psicoestimulantes o no responda a estos. Uno de los principales tratamientos no
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estimulantes es el uso de atomoxetina, un inhibidor selectivo de NAT, lo que produce un
aumento de los niveles de NA y también de DA en la CpF. Este farmaco suele ser bien
tolerado y efectivo en casos en que los pacientes no responden a ANF o MTF, sin embargo su
nivel global de eficacia es menor que el de los psicoestimulantes. Los afectos adversos suelen
incluir dolores estomacales, pérdida del apetito, insomnio, nauseas y decaimiento y en
algunos casos raros, dafio hepatico. Por otro lado, de manera similar a los antidepresivos, la
atomoxetina suele producir un aumento en la ideacién suicida, por lo cual no es
recomendable en casos de TDAH combinados con estados depresivos (Whalen y col., 2010)

Otro tratamiento utilizado para el TDAH es el uso de los agonistas selectivos de los
receptores adrenérgicos a2A, guanfacina y clonidina, pero solo en formulaciones de
liberacion progresiva; ademas estos pueden utilizarse conjuntamente con psicoestimulantes.
El principal efecto secundario suele ser somnolencia leve o moderada, dolores de
estomacales, reduccién de la presion arterial y pérdida del apetito (Pierce, 2011).

Finalmente existen una serie de tratamientos que si bien han mostrado ciertos
niveles de eficacia al reducir los sintomas del TDAH han sido discontinuados en su uso para el
tratamiento de este desorden. El psicoestimulante pemolina fue retirado debido a su alto
riesgo de producir dafio hepatico. Los antidepresivos triciclicos fueron utilizados durante
varios afos para tratar el TDAH, sin embargo se lo relacioné con varios casos de muerte
subita en nifios por lo cual fue discontinuado. El modafinil, un estimulante utilizado para
tratar narcolépsia y apnea del suefio, mostrd en ensayos clinicos mejoras de los sintomas en
TDAH, sin embargo en estas pruebas se produjeron casos graves de lesiones en la piel
incluido el sindrome de Stevens-Johnson, por lo que nunca fue aprobado como tratamiento
para este desorden, ni para su uso en nifios. El fArmaco bupropidn, un antidepresivo atipico,
util en casos de tratamiento de tabaquismo, produce disminucién en los umbrales de
epilepsia y se lo ha asociado con convulsiones por lo que no se aprobd su uso para TDAH en
nifos, sin embargo, es frecuentemente recetado para tratar el tabaquismo en adultos con
TDAH (Brown y col., 2005; Pierce, 2011;Biederman y Faraone, 2005).

Intervenciones psicoterapéuticas.

Diferentes intervenciones psicoldgicas pueden utilizarse solas o combinadas con
farmacoterapia en el tratamiento del TDAH. En nifios las intervenciones mas importantes

consisten en el entrenamiento de los padres en como manejar y mejorar las conductas de
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sus hijos (Pierce, 2011). Para los nifios, las psicoterapias mas efectivas son las denominadas
comportamentales, es decir, aquellas que se centran en modificar una conducta mediante
una recompensa o reforzador; estas solo son efectivas cuando los comportamientos a
mejorar son especificos, sin ambigliedades y responden a objetivos particulares, como por
ejemplo, que el nifio pase una cantidad de tiempo leyendo o dibujando; los objetivos mas
ambiguos como por ejemplo, “ser bueno” o “portarse bien” no sirven como parametros de
modificacion de conducta (Pierce, 2011). Otro tipo de terapias denominadas de
neuroretroalimentacion (o neurofeedback), han mostrado ser efectivas en reducir la
impulsividad y mejorar los problemas atencionales, pero son ineficaces en reducir la
hiperactividad.

Tanto la terapia de modificacion de comportamiento como la de
neuroretroalimentacion se basan en modelos comportamentales, los cuales sostienen que el
desarrollo y mantenimiento de conductas tanto adaptativas como no adaptativas son
explicables a través de los principios basicos del aprendizaje (condicionamiento clasico y
operante); es decir, al menos en nifos, estas terapias sostienen que estos comportamientos
son mantenidos mediante un estimulo y su contingencia (Antshel y col., 2011).

En adultos, a diferencia de los nifios, las terapias cognitivo/comportamentales han
demostrado ser mas eficientes en el tratamiento del TDAH (Pierce, 2011). Las terapias
cognitivas se basan en la premisa de que la forma en la que una persona interpreta un
evento es mas importante que el evento en si, por lo cual el tratamiento se basa mas sobre la
cognicion que sobre el comportamiento, reduciendo los pensamientos disruptivos vy
produciendo un ajuste positivo en las acciones del paciente (Antshel y col., 2011).

Si bien las terapias psicoldgicas han demostrado ser eficientes en mejorar los
sintomas del TDAH, existe un consenso general de que éstas constituyen un complemento de
la farmacoterapia mas que una alternativa, especialmente en niflos y adolescentes (Brown y

col., 2005).
Neuroanatomia.
Si bien gran cantidad de evidencias, tanto genéticas, de neuroimagenes,

farmacoldgicas y derivadas del estudio con modelos animales indican que desregulaciones
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en la neurotransmision dopaminérgica y noradrenérgica estan altamente implicadas en la
patofisiologia del TDAH, los mecanismos neurobioldgicos precisos subyacentes a este
desorden y a su tratamiento son aun escasamente comprendidos.

Numerosos estudios basados en neuroimagenes incluyendo resonancias magnética
(MRI), tomografias por emision de positrones (PET) y resonancias magnéticas funcionales
(fMRI) inundan la biobliografia sobre el TDAH, aun asi, durante los 30 afios en que han
realizado este tipo de trabajos, los resultados son muy variables, poco replicables y en
algunos casos hasta tendenciosos y carentes de imparcialidad. En muchos casos los
resultados son poco comparables debido a la variabilidad de técnicas, de las de las dreas
cerebrales analizadas, o a las diferencias en los criterios de seleccién de los voluntarios; sin
embargo, en los Ultimos afios algunos estudios mejor disefiados y varios meta-analisis sobre
los trabajos previos han permitido obtener algunos datos interesantes.

Teniendo en cuenta que los déficits en funciones ejecutivas sefialan desregulaciones
en areas de la CpF que reciben inervacion dopaminérgica y que otros fendmenos
neuropsicolégicos asociados al TDAH, como problemas motivacionales o de recompensa,
estan relacionados con nucleos que reciben gran cantidad de aferencias dopaminérgicas, los
estudios de neuroimagenes se han centrado en estas areas. Los primeros analisis realizados
mediante MRI parecieron indicar que nifios con TDAH presentaban menor volumen de
ciertas areas cerebrales como CpF y Str comparado con pacientes sanos (Castellanos y col.,
2002), los cuales luego dieron lugar a realizar estudios funcionales. Teniendo en cuenta que
el DAT es el principal blanco de los psicoestimulantes usados en el tratamiento del TDAH, los
primeros estudios de neuroimagenes funcionales se focalizaron en este marcador, los cuales
condujeron a una serie de resultados bien replicados que mostraron que los pacientes con
TDAH presentan una mayor densidad del DAT en Str (Spencer y col., 2005; Del Campo y col.,
2011); incluso el grupo pionero en estos, llegd de forma irresponsable, a patentar este
hallazgo como un método de diagndstico (Del Campo y col., 2011). Sin embargo, estudios
mas recientes mediante PET han sido inconsistentes con estos, al encontrar menor densidad
de DAT y receptores D2/D3 en areas subcorticales (Volkow y col., 2009). Los autores sugieren
gue estas diferencias podrian deberse a discrepancias en el historial de uso de
psicoestimulantes o a polimorfismos del DAT (Del Campo y col., 2011); lo que si es claro es

que el uso de neuroimagenes de DAT como marcador biolégico de TDAH para diagndstico no
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es recomendable, y que los niveles de DAT no siempre proporcionarian informacién real
acerca de la neurobiologia del TDAH, ya que la regulacién de sus niveles requiere de varios
factores, muchos de ellos auin desconocidos.

En CpF se ha encontrado menores niveles de los receptores D2/D3 y un menor
metabolismo de DA en dicha area cerebral en adultos con TDAH comparado con la poblacion
control (Ernst y col., 1998), si embargo, el mismo grupo no puedo replicar este ultimo
resultado en adolescentes mediante el uso de [®F]-fluorodopa, encontrando incluso el
resultado opuesto (Ernst y col., 1999). Por otra parte, estudios recientes indican un menor
metabolismo de DA en Stry nucleos basales en pacientes con TDAH (Forssberg y col., 2006).

Tomados en conjunto, los trabajos basados en neuroimagenes encuentran
diferencias en marcadores relacionados con la DA en pacientes con TDAH, sin embargo los
resultados suelen ser dependientes de la edad y del historial previo de consumo de
psicoestimulantes u otras drogas (Ludolph y col., 2008), los cuales si bien indican que la
regulacion de estos componentes de la maquinaria de neurotransmision dopaminérgica se
encuentra alterada, no permiten obtener informacién relevante de como estas alteraciones
participarian en la patofisiologia de este trastorno.

Por otro lado, si bien existe mucha evidencia acerca de la participacion de NA en el
establecimiento de los sintomas del TDAH, tanto a partir de los efectos de farmacos que
afectan su funcionamiento, como de datos que confirman su rol en procesos atencionales y
de planificacién de acciones, la existencia de estudios de neuroimagenes para este
neurotransmisor son practicamente nulos (Del Campo y col., 2011).

Aunque los estudios de neuroimagenes apuntan claramente a una base
neurobioldgica de este desorden, poco han aportado a entender los mecanismos patolégicos
y fisioldgicos del mismo. Esto ha promovido a que varios grupos hayan propuesto un cambio
en el enfoque de estos estudios, animados por conceptos emergentes de otras patologias
como la esquizofrenia y el autismo (Nigg, 2012). Estos grupos han propuesto cambiar el
paradigma que asume a una patologia como una anormalidad de una region particular del
cerebro, hacia la existencia de una disfuncion en la organizacion y distribuciéon de redes
neuronales entre distintos nucleos o areas. Mientras que la tendencia predominante en el
campo de las neuroimagenes ha sido la de una vision basada en el localizacionismo, que

asume la segregacion funcional del cerebro; la vision actual de la fisiologia de los trastornos
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psiquidtricos es, cada vez mas, interpretada desde una perspectiva sistémica donde la
funcion emerge de la interaccion de diferentes redes (Nigg, 2012). Un trabajo reciente que
cual utiliza imdagenes de resonancia magnética de difusion de tensores, que permite evaluar
la integridad de los haces neuronales en el cerebro, demostro la existencia de alteraciones
en la materia blanca de la corteza orbitofrontal y alteraciones en las fibras en la corteza
orbitofrontotemporal; observaciones que correlacionan con impulsividad y medidas de falta
de atencién (Konrad y col., 2010; Konrad y col., 2012) . Este trabajo demuestra que pacientes
con TDAH presentan alteraciones estructurales entre la conexiéon de distintos circuitos,
apoyando la idea de un trastorno neurobiolégico complejo en el que participan muchos

nucleos y dreas cerebrales diferentes.

Neuropsicologia.

Si bien el numero de articulos cientificos y estudios clinicos sobre TDAH han
aumentado de manera exponencial en los ultimos afios, éstos han contribuido poco en
mejorar los tratamientos, prevenir el surgimiento de los sintomas en poblaciones de riesgo o
comprender los fundamentos basicos de esta enfermedad. Diferentes autores afirman que
estos problemas se deben a que dichos estudios se basan, principalmente, en los sintomas,
los cuales no siempre suelen estar relacionados con los mecanismos basicos del trastorno.
Esta premisa parece evidente por el hecho de que los déficits del TDAH suelen ser
compartidos con otros desérdenes psiquiatricos o que también suelen hallarse (aunque con
menor intensidad) en personas que no cumplen con los criterios de diagndstico del TDAH.
Sin embargo, este es un problema comun en el estudio de varios trastornos psiquiatricos.
Debido a esto, hace algunos afios se propuso el concepto de “endofenotipo” en
enfermedades psiquidtricas; un endofenotipo es una caracteristica heredable, relacionada a
las bases genéticas de un trastorno. Diferenciar un endofenotipo de un sintoma es un paso
crucial en comprender las caracteristicas claves relacionadas con la causa de una
enfermedad. El concepto de endofenotipo implica que este marcador de vulnerabilidad debe
correlacionar con los sintomas, ayudar a identificar fenotipos mas especificos para la
investigacion genética o en otros factores etioldgicos, ser heredados en familias, y estar

presente en parientes no afectados. Algin marcador cognitivo puede aparecer en parientes
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sanos, debido a que, presumiblemente, la combinacién con otros factores ambientales en
otros miembros de una familia causarian el desorden completo. Si estos marcadores no
cumplen con estos parametros probablemente solo representarian sintomas, pero no
procesos causales (Nigg, 2005).

Basado en estos conceptos, varios autores han propuesto diferentes hipotesis o
modelos neuropsicoldgicos acerca del origen causal de este desdérden. Estas hipdtesis se
basan en desérdenes en procesos neurobioldgicos y neuropsicolégicos los cuales estarian
relacionados con las bases neuronales de los comportamientos afectados en el TDAH y como
estas disfunciones se configurarian para producir los sintomas caracteristicos de esta
condicion psiquiatrica. Basicamente, los modelos causales del TDAH pueden ser clasificados
en dos grandes grupos, los relacionadas con problemas cognitivos y déficits ejecutivos y los

basados en problemas motivacionales y de recompensa (Sonuga-Barke, 2005) (Figura 2).

M°d5|°? basado en Modelo motivacional
disfuncion cognitiva

. , Desbalance en Anormalidades en
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_ Déficits Sefalizacion alterada
inhibitorios de recompesas retrasadas

L, en el tiempo
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generalizados
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Figura 2: Modelos neuropsicolégicos del Trastorno por déficit de atencién con hiperactividad. Modificado
de Sonuga-Barke, 2005.

Modelos basados en alteraciones en funciones ejecutivas.

Los modelos de TDAH basados en disfunciones cognitivas han sido considerados,
durante mucho tiempo, las explicaciones mas Utiles (y por ello dominantes) en la

psicopatologia de este desorden. Estos modelos sostienen que los sintomas del TDAH son el
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resultado de una alteracién en las funciones ejecutivas (Nigg y Casey, 2005). Las funciones
ejecutivas representan una serie de procesos cognitivos relacionados con el planeamiento,
ejecucion y mantenimiento de una actividad, ademas de los procesos relacionados con el
cambio y adaptacion de dicha accion a las contingencias del medio o de las necesidades
internas y externas. Estas incluyen atencién, planeamiento, memoria de trabajo, plasticidad
cognitiva e inhibicion comportamental. Las funciones ejecutivas son procesos cognitivos de
alto orden jerarquico, desde arriba hacia abajo, que permiten el mantenimiento y la
flexibilidad necesaria para lograr una meta (Elliott, 2003). Estudios neuropsicolégicos en
niflos con TDAH evidencian problemas en inhibicion de respuestas, en memoria de trabajo y
en flexibilidad de tareas (Willcutt y col., 2005). Segun estos estudios, uno de los déficits que
aparece primero es el problema en la inhibicién de respuestas (Willcutt y col., 2005). La
inhibicion de respuestas se refiere a la habilidad de inhibir una respuesta prepotente o ya
iniciada en favor de una alternativa mas apropiada. Esta capacidad es considerada un pre
requisito para el autocontrol, la regulacion emocional y la flexibilidad cognitiva. Estos
problemas en el control inhibitorio han sido relacionados con impulsividad e hiperactividad
en niflos con TDAH (Nigg, 2001). A nivel neuroanatémico, existen evidencias que indican que
el control inhibitorio, memoria de trabajo y otras funciones ejecutivas son reguladas por
circuitos que involucran a la DA, los que incluyen ganglios talamicos y basales que conectan
de manera reciproca areas corticales, especialmente CpF y corteza dorsolateral con el Str
(Nieoullon y Coquerel, 2003; Sonuga-Barke, 2005)

Las funciones ejecutivas estan también implicadas en procesos de estados de alerta
y activacion, que son requeridos para atender a las cambiantes necesidades de cada
situacién y al repertorio de acciones que se estén desarrollando en dicho momento
(Sergeant, 2000). Estas funciones parecen estar también afectadas en el TDAH, sin embargo
algunos autores no consideran a estos procesos como componentes de funciones ejecutivas
(Nigg, 2005). El estado de alerta y la activacion son mecanismos regulados por conexiones
noradrenérgicas desde el Locus coeruleus (LC) hacia CpF (Posner y Petersen, 1990). El estado
de alerta estd relacionado con las etapas tempranas del procesamiento de la informacion y
con la capacidad de responder a estimulos novedosos (Posner y Petersen, 1990; Nigg, 2005).
Por otro lado, el concepto de activacion hace referencia a la preparacion para una respuesta

y con la capacidad de estar listo para responder; a su vez la activacion esta relacionada al
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concepto de atencién sostenida, pero con énfasis en una preparacién motora sostenida. A su
vez la activacion hace referencia a la capacidad motora de responder a un estimulo nuevo,
pero no a la respuesta en si (Nigg, 2005). Los tiempos de reaccion mas lentos en nifios con
TDAH parecen apoyar los modelo de déficits en activacion, mientras que respuestas
prematuras (relacionadas con impulsividad) estarian relacionadas con estados de alerta
deficitarios. Si bien estos resultados podrian parecer contradictorios el estado de alerta y la
activacién son procesos que se complementan, pero a la vez son independientes.
Finalmente, existen estudios que sugieren que el tiempo de respuesta en test
neuropsicolégicos especificos es menor en niflos con TDAH y también en sus hermanos
bioldgicos que no cumplen con el diagndstico para esta enfermedad, con respecto a la media
poblacional, sugiriendo que este marcador podria representar un verdadero endofenotipo
de este trastorno (Nigg y col., 1997).

Modelos basados en mecanismos motivacionales o de recompensa.

Un segundo grupo de modelos, sostiene que los sintomas del TDAH son causados
por déficits en mecanismos de recompensa (Johansen y col., 2002; Blum y col., 2008) . Los

|Il

mecanismos de recompensa producen su efecto al “reforzar” comportamientos adaptativos
y producir la extincion de acciones no adaptativas (Blum y col., 2008) . Para que este proceso
sea eficiente, el estimulo y la recompensa deben ser cercanos en el tiempo . Sagvolden y col.,
(2005a) sostienen que los nifios con TDAH tienden a presentar una respuesta menor a un
estimulo reforzante, a menos que la recompensa sea presentada casi inmediatamente. Esto
produce un gradiente anormal entre el reforzador y la recompensa, por lo que la
recompensa se vuelve anormalmente débil en predecir un futuro reforzador cuando esta son
distantes en el tiempo . Esto reduce el control ejercido por un recompensa futura sobre un
comportamiento actual (Johansen y col., 2002; Sagvolden y col., 2005a). Los mecanismos de
recompensa son mediados por la DA, especialmente por la via mesocorticolimbica que
proyecta desde el drea tegmental ventral (VTA) hacia el Nucleus accumbens (NAc), CpF vy
corteza orbitofrontal. Este modelo es apoyado por el hecho de que los nifios con TDAH
presentan sensibilidad a las demoras, problemas en tareas que se extienden en el tiempo vy

dificultades para esperar la finalizacién de actividades que resultarian motivacionales para

otros nifios (Tripp y Alsop, 2001; Luman y col., 2005) . Por otro lado, estos nifios tienden a
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elegir recompensas menores inmediatas sobre recompensas mayores retrasadas en el
tiempo (Antrop y col., 2006).

Complementariamente con las modelos motivacionales, otros autores han
propuesto el surgimiento de un fendmeno que denominan “aversion al retraso”, definido por
la incapacidad de obtener recompensas cuando estas son retrasadas en el tiempo, creando
en el niflo un estado emocional negativo durante actividades que se extienden por mucho
tiempo (Solanto y col., 2001), por lo que buscan escapar o evitar este tipo de situaciones, lo
gue produce respuestas impulsivas (Sonuga-Barke, 2003). Ademas, este estado negativo
puede manifestarse como inatencién, sobrereactividad e impulsividad (Sonuga-Barke y col.,
2008).

Sin bien los modelos cognitivos y las basados en mecanismos de recompensa han
sido histéricamente antagonicos, a nivel tedrico y experimental estas no serian mutuamente
excluyentes. Ademas, en la actualidad se acepta que el TDAH es un desorden complejo vy
multifactorial, por lo que los modelos cognitivos y motivacionales pueden ser perfectamente
complementarios en lugar de competitivos.

Por otro lado, las alteraciones en circuitos ejecutivos, modulados por DA
mesocortical y en circuitos de recompensa regulados por DA mesolimbica, constituirian las
bases neurobioldgicas de procesos psicoldgicos disociables, los cuales producirian déficits
ejecutivos vy la aversién al retraso respectivamente (Sonuga-Barke, 2003, 2005). Finalmente,
este modelo dual, también es apoyado por el hecho de que pacientes con TDAH presentan
mas frecuentemente problemas ejecutivos y de aversion al retraso al mismo tiempo que

algunos de estos problemas de manera individual (Sonuga-Barke y col., 2008).

Modelos animales para el estudio del trastorno por Déficit de Atencion e

Hiperactividad.

Los modelos animales representan una metodologia comunmente utilizada en el
estudio de enfermedades humanas. Especificamente, la utilizacién de modelos animales
permite sortear muchos de los factores de confusion que limitan la investigacion en
humanos, como diversidad ambiental y variabilidad genética, ademas se pueden llevar a

cabo intervenciones que no son posibles de realizar en los casos clinicos. Si bien el uso de
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animales puede no siempre reflejar un desorden psiquidtrico, estos pueden proveer una
vision del desorden que no puede ser obtenida a partir de estudios en humanos debido
entre otros factores a las limitaciones de las técnicas disponibles (Robertson y Feng, 2011).

A pesar de que los primates no humanos presentan cerebros mas similares a los de
humanos, el uso de roedores como modelos de TDAH tienen la ventaja de ser genéticamente
mas homogéneos, ser mas econdmicos, se puede disponer de mayor nimero de animales y
el conocimiento sobre su neurobiologia es mucho mas extenso que el de los primates
(Russell, 2011).

Un modelo animal debe recrear de la manera mas fiel posible los sintomas
encontrados en los casos clinicos. Sin embargo, los desérdenes psiquiatricos como el TDAH,
son complejos y variables y no todos los pacientes presentan la misma sintomatologia;
ademas el TDAH puede ser subdividido en los tres subtipos antes mencionados. Teniendo en
cuenta que para el diagndstico clinico no siempre es necesario la presencia de todos los
sintomas sumado a la gran variabilidad encontrada entre los pacientes, es poco realista
esperar que un modelo animal presente o recree todos los sintomas posibles del humano
(Wickens y col.,, 2011). Una aproximaciéon mas realista es modelar un comportamiento
especifico o una mutacion genética, asociados con dicho desorden en un modelo individual.
Estos modelos pueden ser luego usados para disecar la funcién especifica de un gen, via de
sefializacion, subtipo celular o regidn cerebral afectada en un comportamiento particular.

Un modelo animal valido debe reproducir los sintomas clinicos observados en los
pacientes, debe tener una etiologia similar a la del trastorno en humanos y debe responder
de manera similar a los tratamientos farmacoldégicos, siendo esta Ultima caracteristica muy
util para evaluar el uso potencial de nuevas terapias (Robertson y Feng, 2011).

Numerosos modelos animales de TDAH se han desarrollado desde hace mas de 30
afios. Estos modelos han sido generados mediante la induccién de lesiones con
neurotoxinas, mediante la seleccion de animales con comportamientos especificos a partir
de cepas particulares y a través de la generacion de animales transgénicos (Tabla 5).

El primer modelo animal de TDAH y auin uno de los mas utilizados, fue desarrollado
mediante la destruccidon selectiva de neuronas dopaminérgicas mediante la administracion
de la toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) antes del dia post-natal 5 (Shaywitz y col., 1976b;

Shaywitz y col., 1976a). Estos animales lesionados presentan una gran reduccion de los
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Tabla 5: Modelos animales mas utilizados para el tratamiento del TDAH*"

Hiperactividad

Roedor Tipo Impulsividad Inatencion Espontanea En ambiente Reversible mediante
conocido psicoestimulantes
WKY seleccionada por . . . .
i Si Si No Si Si
endocria
NHE seleccionada por . ) .
. No Si Si No Si
endocria
DAT-KO raton transgénico Si*® Si S| No Si
DAT-KD raton transgenico NE Si Si No Si
Coloboma hemizigota
espontaneo para No No Si NE Si
SNAP-25
Lesionado con 60HDA Lesionado
o Si* No No Si Si
quimicamente
Expuesto a PCB expuesto a toxina Si No NO Si Si
Expuesto a Plomo expuestoa a toxina NE Si NE Si
Expuesta a hipoxia lesionado por falta de . . .
i NE Si Si No Si
oxigeno
DAT-CI° Ratén transgénico NE Si Si No Si

Modificado a partir de: @ Sagvolden y col., 2005a, ® Mill, 2007.
°Carpenter y col., 2012, ® Avale y col., 2004b ®Napolitano y col., 2010. *Medida como falta de inhibicién comportamental. NE: no evaluada

niveles de DA en Str, CpF, septum y amigdala, ademas de menores niveles de DAT y mayor
cantidad del receptor de DA D4 y a su vez, mayores niveles de 5-HT y su transportador. Estos
animales presentan hiperactividad a edades juveniles, la cual declina con la edad, problemas
en aprendizaje espacial, menores niveles de ansiedad, pero no exhiben impulsividad (Russell,
2011). Estos animales reducen su actividad locomotora al ser tratados con psicoestimulantes
(Shaywitz y col., 1976b) o con inhibidores de NAT (Russell, 2011). Si bien este modelo no
puede proveer informacion acerca de la neurobiologia de los problemas atencionales, ha
sido ampliamente usado y muy valioso para estudiar los mecanismos que causan
hiperactividad. A su vez, este modelo ha sido muy Util para descubrir nuevos componentes
relacionados con el establecimiento de la hiperactividad en el TDAH, incluyendo el rol de |a
NA, 5-HT y D4 entre otros (van der Kooij y Glennon, 2007; Russell, 2011); (Avale y col.,
2004b; Avale y col., 2004a).

Otros modelos basados en lesiones han sido propuestos, sin embargo estos no han
recibido tanta atencion. Entre estos, la anoxia durante el nacimiento aumenta el riesgo de
padecer TDAH, ademas la carencia de oxigeno produce dafios en diferentes dreas cerebrales.
La falta de oxigeno en ratas de 2, 4 o 10 dias ha sido propuesto como un modelo de TDAH;

estos animales presentan mayores niveles de D1 y de VMAT-2; por otro lado presentan

36



alteraciones en la conectividad entre Substancia nigra (SN) y Str. Si bien este modelo estaria
relacionado con la patologia en humanos, solo exhiben hiperactividad, haciendo limitada su
utilidad (Gramatte y Schmidt, 1986; Sagvolden y col., 2005a; van der Kooij y Glennon, 2007;
Russell, 2011) . Por otro lado, el tratamiento con contaminantes que pueden encontrarse en
el ambiente como plomo o bifeniles policlorados (PCB) han sido utilizados para el estudio de
la etiologia del TDAH. Animales expuestos a plomo presentan ataxia e hiperactividad, la cual
es atenuada mediante el uso de ANF, ademas de presentar alteraciones en nucleos inervados
por DA. Por otro lado la administracion de PCB produce impulsividad e hiperactividad
(Sagvolden y col., 2005b; van der Kooij y Glennon, 2007) .

Otros modelos fueron desarrollados partir de animales endocriados y seleccionados
de acuerdo a fenotipos particulares. Uno de estos modelos lo representa la rata espontanea
hipertensa (Spontaneously Hypertensive Rat, SHR) (Sagvolden y col., 1993b), la cual fue
generada mediante endocria de ratas Wistar-Kyoto (WKY) con alta presion sistdlica (Okamoto
y Aoki, 1963) . Estas ratas presentan hiperactividad en ciertas situaciones comparadas con
ratas Sprague Dawley o WKY, problemas en test de atencion sostenida e impulsividad,
medida tanto como sobrereactividad o pobre control de impulsos (Sagvolden y col., 1992;
Sagvolden y col., 1993b) . Ademads, presentan déficits en paradigmas de aprendizaje operante
cuando las recompensas son espaciadas en el tiempo, pero no cuando estas son presentadas
inmediatamente (Sagvolden y col., 1993a). Por otro lado, estas ratas no disminuyen su
actividad locomotora luego de la administracion de psicoestimulantes, por lo que no serian
utiles para el estudio de nuevos farmacos de este tipo, sin embargo constituyen una
herramienta valiosa para evaluar terapias no basadas en DA (van der Kooij y Glennon, 2007).
Estudios genéticos posteriores demostraron que las ratas SHR contienen una insercion de
160 pares de bases cerca del inicio de transcripcion del DAT, similar a una mutacion
encontrada en humanos. Estas ratas presentan menores niveles de DAT durante el primer
mes de edad y mayores niveles de los receptores D1, D2 y D5. El tratamiento con ANF
produce una mayor liberacién de DA en ratas SHR en relacién a WKY, sin embargo presentan
menor liberacion de DA estimulo-evocada, sugiriendo la existencia de un sistema
dopaminérgico hipofuncional (van der Kooij y Glennon, 2007). Por otra parte, la rata SHR ha
sido de gran utilidad en el estudio del TDAH, sentando las bases de las hipdtesis

motivacionales relacionadas con problemas en el reforzamiento de aprendizajes cuando las
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recompensas no son inmediatas, ademas, los problemas en la liberacion de DA estimulo-
dependientes han sido propuestos como un posible mecanismo molecular en la falta de
reforzamiento de ciertos aprendizajes, especialmente en los retrasados en el tiempo
(Sagvolden y col., 1998; Sagvolden y col., 2005a).

Otro modelo interesante es el de la rata de alta excitabilidad de Napoles (Naples
high-exitability, NHE), creada por endocria a partir de ratas seleccionadas por su elevada
actividad locomotora en el laberinto de Lat (Sadile y col., 1993). Estas ratas presentan
elevados niveles de actividad locomotora, menor memoria de trabajo y problemas en test de
atencién sostenida, pero no impulsividad. Estudios anatémicos indican que estas ratas
presentan mayores niveles de tirosina hidroxilasa (TH), mayores niveles del DAT y menor
densidad de receptores D1 en nucleos que forman el circuito mesocortical, indicando la
presencia de un sistema dopaminérgico hiperfuncional (Viggiano y col., 2002; Sagvolden y
col., 2005b) . Si bien estos animales representan un modelo util, han recibido poca atencién
con respecto a las ratas SHR.

Varios ratones genéticamente modificados han sido propuestos como modelos de
TDAH. Entre estos podemos citar a los ratones carentes del DAT (DAT-KO), los cuales
presentan hiperactividad acompafiada de niveles de DA cinco veces mayores a los normales,
ademas, tienen problemas en pruebas de aprendizaje y para inhibir respuestas (Gainetdinov
y col., 1999; Gainetdinov y Caron, 2001). Los ratones DAT-KO reducen su actividad
locomotora al ser tratados con ANF e inhibidores especificos de SERT, pero no de NAT
(Gainetdinov y col., 1999). A su vez éstos presentan menores niveles de D1y de liberaciéon de
DA dependiente de potenciales de accién, lo cual lleva a una inhibicién en la potenciacion a
largo plazo (long term potentiation. LTP) (Gainetdinov y Caron, 2001), una forma de
plasticidad relacionada con el aprendizaje y que seria necesaria para el reforzamiento de
comportamientos adaptativos. Este modelo tiene la desventaja de no ser Util para probar
drogas que actuan a través del DAT, pero provee informacion sobre las consecuencias de la
disfunciéon de dicho transportador. Ademas, es criticado porque la falta total del DAT nunca
ha sido observado en humanos. Esta Ultima observacion puede se sorteada mediante el uso
de ratones genéticamente modificados que tienen una reduccion del 90% de los niveles de
DAT, pero conservan un 10% totalmente funcional, presentando estos ratones un aumento

de un 70% en los niveles de DA extracelular. Estos ratones exhiben hiperactividad, la cual
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puede ser reducida por el uso de psicoestimulantes y en inhibicion de respuestas (Zhuang y
col., 2001). Sin embargo, estos presentan menor distractibilidad (una medida de inatencion)
y un patréon complejo vy rigido de conductas estereotipadas de higiene, por lo que muchos
autores prefieren sugerirlo como un modelo Util para trastornos obsesivo-compulsivos o
sindrome de Tourette (Pecina y col., 2003; Berridge y col., 2005).

Recientemente, ha sido propuesto como un posible modelo de TDAH un ratdn
genéticamente modificado que presenta tres mutaciones puntuales en el gen que codifica
para el DAT, que lo hace insensible a la COC (Chen y col., 2005; Napolitano y col., 2010) . Estos
ratones presentan hiperactividad, la cual es revertida mediante el uso de psicoestimulantes e
inhibidores especificos de DAT, como nomifensina ademas de ser parcialmente atenuada
mediante inhibidores de NAT. Estos animales presentan menores niveles totales de DA y una
elevada tasa metabdlica de ésta; por otro lado, el tratamiento con psicoestimulantes produce
menores aumentos en los niveles extracelulares de DA con respecto a los controles. De
manera interesante, estos ratones presentan la particularidad de inhibir su actividad
locomotora al ser tratados con agonistas del receptor D1, relacionada con una sefializacion
intracelular aberrante encontrada en este raton (Napolitano y col., 2010). Si bien este podria
ser un modelo Util de TDAH, la impulsividad y los problemas atencionales aun no han sido
estudiados en estos ratones.

Ademas de estos, existen en la literatura un gran numero de otros modelos
(Viggiano y col., 2003a; Sagvolden y col., 2005b; Russell, 2011; Tripp y Wickens, 2012)
(Robertson y Feng, 2011), sin embargo la discusion y descripcidn de estos escapan al alcance
de esta tesis.

En sintesis, los modelos animales mas usados y aceptados para el estudio del TDAH
presentan  alteraciones en circuitos dopaminérgicos. Esto, sumado a la
neuropsicofarmacologia del TDAH, a datos genéticos y a los estudios de neuroimagenes
previamente mencionados, sefialan a la DA como uno de los principales neurotransmisores

implicados en la patofisiologia de este trastorno.
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LA DOPAMINA

Generalidades

El neurotransmisor DA (amino-3.hidroxitriptamina), fue inicialmente identificado
como un precursor de la sintesis de adrenalina y NA a partir de |-tirosina. Sin embargo los
trabajos de Carlson y colaboradores (Carlsson y col., 1957; Carlsson y col., 1958), en la
segunda mitad de la década de 1950 demostraron que DA no era solo un intermediario
metabdlico en la sintesis de las catecolaminas sino que podia funcionar como un
neurotransmisor por si mismo. En la primera década después de su descubrimiento como
neurotransmisor, la DA recibié muy poco interés comparada con otros neurotransmisores
cldsicos como NA, 5-HT vy acetilcolina, sin embargo en el afio 1967, Cotzias y col (1967)
desarrollaron una dosis clinica exitosa de dihidroxifenilalanina (I-DOPA), que es convertida en
DA en el cerebro, para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, la cual se usa hasta la
actualidad (Cotzias y col., 1967). A partir de este hecho, el numero de publicaciones y de
grupos de investigacion dedicados a estudiar a DA se dispard de manera considerable
(Bjorklund y Dunnett, 2007a), representando el neurotransmisor con el mayor nimero de
publicaciones (segun datos de Pubmed, Biblioteca Nacional de Medicina, Instituto Nacional
de Salud, NLM-NIH, Bethesda, MD, Estados Unidos).

La DA es un neurotransmisor altamente conservado, presente en invertebrados
como Drosophila melanogaster o Caenorhabditis elegans, asi como en todos los vertebrados;
ademas, representa el neurotransmisor con mayor nuimero de inervaciones en todo el
sistema nervioso central de mamiferos. No sdlo esta presente en el sistema nervioso central,
sino que también participa en una gran cantidad de funciones periféricas, que incluyen
olfacién, procesos retinales, regulacién hormonal, funciones cardiovasculares, control de la
presion sanguinea, regulacién simpatica, sistema inmune y en funciones renales, entre otras
(Carlsson, 2001; Iversen y lversen, 2007).

A nivel central, la DA participa en una gran gama de fendmenos que incluyen
procesos basicos, como regulacién de la funcidon motora y procesos basados en sistemas de
recompensa como busqueda de alimento, agua y conductas copulatorias (Bjorklund vy
Dunnett, 2007a; Salamone y Correa, 2012). Ademas, participa en varias funciones y procesos

de orden superior como memoria de trabajo, aprendizaje y memoria, atencién, toma de
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decisiones y en estados afectivos (Nieoullon, 2002). Todos estos procesos implican el
funcionamiento de un gran numero de circuitos y nucleos neuronales, y de la participaciéon
de una amplia gama de receptores celulares, vias de sefializacién y del funcionamiento de
multiples moléculas relacionadas con la normal transmision sinaptica. (Los eventos basicos
de la sefializacion sindptica dopaminérgica se ejemplifican en la Figura 3).

Debido a que la DA esta involucrada en una serie de funciones criticas, no es
sorprendente que multiples desordenes en humanos estén relacionados con disfunciones
dopaminérgicas (Marsden, 2006). La perdida de inervacion dopaminérgica en Str, debido a la
muerte selectiva de neuronas de la SN representa la causa de la perdida del control motor en
la enfermedad de Parkinson (Carlsson, 2002). La esquizofrenia se ha relacionado con niveles
reducidos de DA en CpF y con una desinhibicion en la liberacion de ésta en Str, ademas, la
mayoria de los fdrmacos antipsicéticos usados para tratar este trastorno actlan a través de
los receptores de DA D2 o D4 (Seeman, 1987; Laruelle y col., 1999) . Diversos estudios han
relacionado una anormal regulacién en la liberacion y recaptacion de DA en el sindrome de
Tourette (Mink, 2006). En la enfermedad de Huntington, la selectiva vulnerabilidad de
neuronas del Str, donde se concentra la mayor cantidad de inervaciones dopaminérgicas,
sugiere un importante rol de la DA en la patogénesis de este desorden (Jakel y Maragos,
2000). Por otro lado, una anormal plasticidad en mecanismos de recompensa mediados por

DA, han sido fuertemente asociados en procesos de adiccidon y abuso de drogas, ademas, es
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conocido que todas las drogas de abuso aumentan de manera directa o indirecta la
liberacion de DA (Nestler, 2005; Sulzer, 2011) . A su vez, DA se ha relacionado de manera mas
débil o secundaria con trastornos como depresion, desorden bipolar, disquinesias y con
varios desordenes somaticos como hipertensién y problemas en la funcion renal (Nestler y
Carlezon, 2006; Iversen y Iversen, 2007) . Finalmente, como se menciond en el capitulo
anterior, los problemas en la funcién normal dopaminérgica constituiria una de las bases

neurobioldgicas del TDAH.

Neuroanatomia de los circuitos dopaminérgicos.

Caracteristicas de las dreas que producen v liberan dopamina.

Los cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas estan presentes en casi toda
la parte ventral del cerebro, donde se pueden encontrar neuronas aisladas, pero la gran
mayoria se ubican agrupados en unidades anatémicas y funcionales. Originalmente se
identificaron doce grupos de neuronas con la capacidad de producir catecolaminas
denominadas con la letra A y numeradas desde Al a A12 en sentido caudal-rostral, desde la
meédula oblongata hasta el hipocampo; algunos afios después se afiadieron cinco grupos
mas, designados desde A13 hasta Al7, ubicados en el diencéfalo, bulbo olfatorio y retina.
Esta denominacién ha sido muy Util y se sigue utilizando debido a que estos grupos muchas
veces no se encuentran confinados en una Unica y definida estructura anatémica; ademas,
debido a que la localizacién de estos grupos varia considerablemente entre distintas especies
de mamiferos, esta nomenclatura es muy conveniente cuando se comparan datos obtenidos
de distintas especies (Bjorklund y Dunnett, 2007b). Los grupos identificados como neuronas
dopaminérgicas mediante la deteccion de la presencia de la enzima TH corresponden a los
denominados desde A8 a A17 (Haber y col., 1999). Varios de estos grupos, como All a A15
carecen de niveles detectables de DA y de otras proteinas necesarias para la biosintesis y
liberacion de este neurotransmisor (Weihe y col., 2006); incluso algunos de estos como A12
suelen encontrarse practicamente ausente en roedores, sin embargo, estos suelen tener
funciones importantes durante la embriogénesis y etapas tempranas del desarrollo del
cerebro. Las neuronas del grupo A16, ubicadas en el bulbo olfatorio presentan altos niveles

de DA, pero carecen del transportador VMAT-2, necesario para el almacenamiento y
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liberacion a través de vesiculas sindpticas, sin embargo, estas liberan DA al espacio
extracelular, por lo que lo harian a través de un mecanismo no vesicular (Bjorklund vy

Dunnett, 2007b; Cave y Baker, 2009).

Corteza

™ TH/AADCVMAT-2

Figura 4: Ubicacion de areas cerebrales que pueden producir dopamina (DA). a. Nucleos dopaminérgicos
identificados por la presencia de la enzima TH. b. y c. Reconstruccion tridimensional de areas TH positivas, sin
embargo, como se observa en (c). la expresion de AADC Y VMAT-2 necesarias para lo produccion y
almacenamiento de la DA en vesiculas sinapticas se encuentra restringidas a los nucleos A8-A10, que
corresponden al Area retrorubral, Sustancia nigra pars compacta y area tegmental ventral respectivamente.
Modificado de Bjorklund y Dunnett, 2007b. AADC: decarboxilasa de aminoacidos aromaticos. VMAT-2: transportador
vesicular de monoaminas 2.

Los grupos A8—A10 representan las dreas dopaminérgicas mas importantes, tanto
por el nimero de neuronas y por las areas a las que estas proyectan, como por su funcion
bioldgica, siendo estos nucleos los responsables de la modulacidon de casi todos los procesos
en los que DA participa a nivel central (Nicola y col., 2000; Tritsch y Sabatini, 2012) . El grupo
de neuronas A9 corresponde a la Substancia nigra pars compacta (SNc), mientras que A8
corresponde al Area retrorubral, que forma una extension caudal y dorsal de la SNc; el grupo
de neuronas A10 corresponde al VTA (German y Manaye, 1993) (Figura 4).

Las neuronas dopaminérgicas proyectan sus axones hacia Str y dreas corticales y
limbicas. Esto ha dado lugar a una clasificacién de las neuronas dopaminérgica en dos
subtipos, neuronas de la SNc que proyectan hacia el Str a través de la via mesoestriatal (MS)

o nigroestriatal y el grupo de neuronas del VTA, las cuales envian sus aferencias hacia areas
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corticales y limbicas por medio de las via mesocortical (MC) y mesolimbica (ML)
respectivamente (Bjorklund y Dunnett, 2007b). Sin embargo, esto representa una
sobresimplificacién ya que la SNc no solo envia axones hacia Str sino también hacia areas
corticales y limbicas; por otro lado el VTA inerva neuronas tanto corticolimbicas como una
gran parte del Str medial y ventral, especialmente NAc. Las neuronas localizadas en A8
envian axones tanto a dareas estriatales, corticales y limbicas (Bjorklund y Dunnett, 2007b).

(Figura 5).
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Figura 5: Circuitos dopaminérgicos mesoestriatal, mesocortical y mesolimbico. En la imagen de la izquierda
se observan un diagrama de las aferencias de cadas circuito. En el panel de la derecha se observan
imagenes de la ubicacion de los somas dopaminérgicos y las areas hacia donde éstos proyectan sus

axones. Modificado a partir de Bjorklund y Dunnett, 2007b y Lammel y col., 2008.

El nimero de neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo es aproximadamente de
30.000 en ratones y 45.000 en ratas, estando cerca de la mitad de estas ubicadas en la SNc;
este nUmero aumenta desde aproximadamente 200.000 en primates no humanos y hasta
casi 600.000 en humanos, en los cuales mas del 70% de éstas corresponden a neuronas de la
Snc (Nelson y col., 1996). Esto se correlaciona con la expansion de los territorios con
inervacion dopaminérgica, particularmente en la neocorteza que es extensamente mas
inervada en primates que en roedores. En roedores, la inervacion dopaminérgica cortical
esta confinada a areas de la CpF, corteza frontal, cingulada y entorinal, mientras que en
humanos la inervacién dopaminérgica cubre todo el manto cortical. Esta inervacion de la
corteza proviene de los tres nucleos dopaminérgicos mesencefdlicos (A8-A10) (Williams y
Goldman-Rakic, 1998).

Basado en su conectividad y en sus caracteristicas morfoldgicas, las neuronas
dopaminérgicas pueden ser separadas en una capa dorsal y otra ventral. La capa dorsal

incluye células localizadas en la parte dorsal del VTA y la SNc y células del A8, que inervan
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NAc, areas limbicas y corticales y algunos sectores del Str. Estas son células redondas vy
fusiformes y se caracterizan por expresar la proteina calbindina y presentar bajos niveles de
DAT. Por otro lado la capa ventral de neuronas dopaminérgicas esta constituida por neuronas
angulosas, densamente compactadas, ubicadas en la parte ventral del VTA y SNc; estas
contiene altos niveles del DAT y del canal de corrientes rectificantes de entrada de K*
regulado por proteina G tipo 2 (GIRK2), pero son calbindina negativas. Estas neuronas
proyectan casi exclusivamente hacia el Str donde inervan a casi toda la estructura (Bjorklund
y Dunnett, 2007b).

Si bien la localizacién de las neuronas que conforman los circuitos MS, MLy MC no
tienen una delimitacién anatdmica clara y sus células de origen se encuentran mezcladas en
SNc-VTA, estas tres vias se encuentran anatdmica y funcionalmente diferenciadas. Estudios
de marcado retrogrado indican que las neuronas dopaminérgica que proyectan hacia Str rara
vez (entre el 1y 5 %) envian colaterales hacia areas extraestriatales; de la misma manera las
aferencias colaterales provenientes de neuronas ML o MC hacia Str son igualmente escasas
(Loughliny Fallon, 1984; Gauthier y col., 1999).

Todos estos datos indican que la segregacidén anatdmica entre un sistema de
proyeccion nigral y del VTA no es real. Tanto en roedores como en primates las aferencias
gue llegan a Str provienen tanto de SNc, del drea lateral y capa ventral del VTA y A8, por otro
lado las neuronas que proyectan hacia NAc y areas corticales y limbicas, se originan tanto en
VTA como en la capa dorsal de la SNc y del grupo A8 (Bjorklund y Dunnett, 2007b; Lammel y
col., 2008).

Toda esta informacion sefiala que la red neuronal dopaminérgica originada en el
mesencéfalo es altamente compleja y que las separaciones en circuitos discretos no es real,
sin embargo, el uso de los términos MS, MC y ML aun son ampliamente utilizados debido a
gue esta denominacidén y demarcacién de circuitos es Util ya que permite disecarlos para
estudiarlos con una base anatdmica relativamente valida y estandarizada, lo que facilita el
disefio de los experimentos y la comparacidn con otros estudios.

Caracteristicas de los nucleos que reciben inervacion dopaminérgica

Gran cantidad de los mecanismos mediados por DA son llevados a cabo mediante la
modulacion de la funcion del Stry del NAc (Figura 6a). Este ultimo suele considerarse una

extension ventral del primero, debido a la ausencia de una delimitaciéon anatdmica clara y de
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gue comparten algunas funciones. Esencialmente todas las funciones atribuidas a estos
nucleos son adscriptas a la rica inervacion dopaminérgica que reciben, sin embargo, ambos
son blancos de activacion a través de aferencias que liberan glutamato (GLU). EI NAc recibe
inervacion excitatoria de areas limbicas como CpF, hipocampo y amigdala, mientras que el Str
es blanco de terminales excitatorios provenientes de otras areas corticales y taldmicas
(Nicola y col., 2000).

El Str es una estructura anatdmica continua y altamente uniforme, formada en un
90-95 % de neuronas que producen acido-y-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor, las
cuales reciben el nombre de neuronas espinosas medianas (NSM) (Surmeier y col., 2011).
Ademas, presenta tres tipos diferentes de interneuronas que utilizan acetilcolina, GABA u
oxido nitrico/somatostatina como neurotransmisores; estas representan entre un 1-3% del

total neuronal de esta estructura (Figura 6b).
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Figura 6: a. Ubicacion del estriado (Str) y del subdivisiones del Nucleus accumbens (NAc) “core” y “shell”
(NAc... Y NAc.)- b. Reconstruccién tridimensional de los diferentes tipos de neuronas espinosas medianas
(NSM) del Stry el NAc y de interneuronas colinérgicas. Modificado a partir de Lammel y col., 2008 y Surmeier y col.,

2011.

El Str participa principalmente en mecanismos de modulacién de la locomocién
pero también se encuentra relacionado con funciones superiores que incluyen aprendizaje y
memoria (Shepherd, 2013). El Str se ha relacionado con diferentes tipos de aprendizajes,
incluyendo aprendizaje procedimentales y espaciales (Devan y White, 1999; White vy

McDonald, 2002) y en memoria de trabajo y funciones ejecutivas (Voytek y Knight, 2010) .
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En base a su composicién bioquimica y a su conectividad, las neuronas del Str
pueden ser divididas en dos grupos. Las primeras que forman la llamada via directa,
proyectan hacia Substancia nigra pars reticulata (SNr) y hacia el segmento interno del globus
pallidus (GPi). El otro grupo, que conforma la via indirecta, envia sus proyecciones hacia el
segmento externo del globus pallidus (GPe). La via directa puede luego regular la funcién
cortical a través de un circuito que incluye GPi y talamo. Por otro lado, en la via indirecta, el
GPe envia aferencias hacia el nucleo subtaldmico el cual puede inervar al GPiy a la SNr. Por
otro lado, las conexiones reciprocas provenientes de CpF hacia Str comprenden vias directas,
es decir sin la participacion de otros nucleos cerebrales (Bolam y col., 2000; Shepherd, 2013)
(Figura 7).

Las neuronas de la via directa expresan gran cantidad de D1 y de sustancia P; una
proporcidén de éstas expresa también niveles considerables de D3. Las neuronas de la via
indirecta, por otro lado, expresan a D2 y encefalina (Surmeier y col., 1996; Nicola y col., 2000;
Surmeier y col., 2007). Ademds, una subpoblacion de aproximadamente el 25% de las
neuronas estriatales expresan tanto D1 como D2 (Surmeier y col, 1996). Los otros
receptores dopaminérgicos (D4 y D5) se encuentran en muy bajo nivel en esta estructura. En
interneuronas colinérgicas del Str es comun encontrar niveles considerables de D2 y D5
(Nicola y col., 2000).

De manera similar al Str, el Nac, esta compuesto casi en su totalidad de NSM
gabaérgicas (>95 %) y de un pequefio numero de interneuronas colinérgicas (Meredith,

1999). Evidencias anatémicas, neuroquimicas y funcionales justifican la divisién de este en

Figura 7: Conectividad de neuronas del estriado (Str). GPi segmento interno del globus palidus. GPm segmento medial
del globus palidus. SNr, sustancia nigra pars reticulata, SNc sustancia nigra pars compacta. Modificado de Surmeier y col.,

2007.
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una area rostral denominado polo, y dos areas, una dorso-caudal denominado nucleo o
“core” (NAcwr) Yy una ventro-caudal llamada corteza o “shell” (NAcser). No existe una
delimitacion anatémica entre NAcqr Yy Str, formando una estructura continua, mientras que
el limite entre NACore Y NAcsa es facilmente observable a través de tinciones

|ll

inmunohistoquimicas contra sustancia P o encefalina (Floresco, 2007). La regién del “core”
muestra un patron de conexién similar al del Str, proyectando hacia regiones del GPi (que
luego a partir de este circuito pueden arribar hacia dreas corticales del I6bulo frontal) y SNr.
Por otro lado, la region del “shell” presenta un patrén de conexion mas complejo enviando
axones hacia el VTA, hipocampo, GP y amigdala extendida (Shirayama y Chaki, 2006).
La funcién del NAc es regulada, ademads, por aferencias de la corteza y del hipocampo. La
region del NAce. recibe aferencias desde el hipocampo a través del suvbiculum dorsal,
mientras que el NAcg. recibe aferencias de la parte ventral del hipocampo. Esta organizacion
topografica es similar en las aferencias provenientes de amigdala y CpF, donde los axones de
areas ventrales arriban hacia el NAcge, mientras que las mas caudales lo hacen
principalmente con el NAcwe (Zahm, 2000; Floresco, 2007). Ademas, proyecciones
provenientes de la CpF arriban a ambos segmentos del NAc, mientras que axones que se
originan en CpF orbital preferentemente conectan con Nac. (Floresco y col., 2006).

Ademas,el NAc recibe NA desde el LC y 5-HT desde el segmento dorsal del Rafe, lo
gue indica la gran complejidad e importancia de esta estructura (Shirayama y Chaki, 2006).

El NAc participa principalmente en comportamientos y aprendizajes motivados
(Salamone y Correa, 2012), y es crucial en los mecanismos relacionados con los efectos
reforzantes de las drogas de abuso (Everitt y Robbins, 2005). EI NAcs.i se ha relacionado con
la expresion de comportamientos incondicionados como comportamientos maternales (Li y
Fleming, 2003) y busqueda de alimentos (Reynolds y Berridge, 2002), mientras que el NACqre
se encuentra relacionado con la adquisicion de respuestas condicionadas e incondicionadas
(Corbit y col., 2001; Floresco y col., 2008)

Los receptores tanto D1 como D2 se encuentran distribuidos de manera uniforme
en ambas regiones del NAc. La expresion de los receptores D1 suele encontrarse acoplada a
sustancia P y dinorfina, mientras que la de D2 a encefalina (Nicola y col.,, 2000), no
encontrandose neuronas que coexpresen ambos receptores (Nicola y col., 2000;

Groenewegen y Trimble, 2007) . Por otro lado, el NAcq. representa el area cerebral con
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mayor cantidad de expresion del receptor D3, estando este totalmente ausente en NACcre,
representando este receptor, junto con la ausencia del sensor de Ca?" calbindina-D28K
(altamente expresado en el core), una de las mejores distinciones histoquimicas entre esta
las dos secciones de este nucleo (Meredith y col., 1996; Joyce y Gurevich, 1999). Los
receptores dopaminérgicos restantes (D4 y D5), no se encuentran en neuronas del NAc, sin
embargo, D5 suele estar presente en alguna subpoblacion de interneuronas (Nicola y col.,

2000).

Biosintesis de la dopamina.

La DA es sintetizada a partir del aminoacido I-tirosina circulante en el plasma
sanguineo, el cual atraviesa la barrera hematoencefdlica y posteriormente es translocado
desde el fluido extracelular hacia el interior de las neuronas y la glia, a través de
transportadores de aminodcidos de alta y baja afinidad (Elsworth y Roth, 1997). En las células
del sistema nervioso central, mas del 90% de la I-tirosina es utilizada para la sintesis de
proteinas, mientras que la parte restante es empleada para la produccién de DA y NA. Una
vez dentro del citoplasma de las neuronas dopaminérgicas o noradrenérgicas, la |-tirosina es
convertida en [-DOPA en una reaccion catalizada por la enzima TH, siendo este, el paso
limitante en la sintesis de las catecolaminas. Esta reaccion necesita de la presencia del co-
factor tetrahidrobiopterina (BH,), el cual es convertido en dihidribiopterina (BH,) durante la
sintesis de |-DOPA. La BH, es posteriormente reciclada a BH,; por la accion de la enzima
dihidrobiopterina reductasa. A continuacion, I-DOPA es convertida en DA mediante la accién

de una decarboxilasa de |-aminodacidos aromaticos (AADC) en una reaccién muy rapida, por

NH, TH Ho, NH, AADC He, w, DBH H ™
no-@/\%—cm« no-@’\{—m HO "abhm
H | | L]
BH . BH .
I—

BH R

Figura 8: Biosintesis de la dopamina (DA). DA es producida a partir de I-tirosina en el interior de las neuronas
dopaminérgicas; en neuronas noradrenérgicas, esta puede ser convertida en noradrenalina. TH: tirosina
hidroxilasa, BH,: tetrahidrobiopterina. BH,: dihidrobiopterina. BH,R: dihidrobiopterina reductasa. AADC: decarboxilasa de

aminoacidos aromaticos. DBH: dopamina-beta-hidroxilasa. Modificado de Laatikainen y col., 2013.

49



lo que en condiciones normales los niveles de |-DOPA son casi indetectables (Elsworth y
Roth, 1997). En neuronas noradrenérgicas, la DA es posteriormente oxidada a NA por medio
de la enzima dopamina-B-hidroxilasa. (Figura 8) Una vez sintetizada, la DA es transportada al
interior de las vesiculas sinapticas por medio del transportador dependiente de protones

VMAT-2, donde es almacenada hasta que es liberada en la cavidad sindptica.

Regulacion de la enzima Tirosina hidroxilasa

Debido a la gran importancia de los procesos en los que la DA participa, la sintesis
de esta es un mecanismo altamente regulado. El control de la sintesis de DA es realizado a
través de la modulacién de la funcion de la enzima TH por medio de mecanismos que
incluyen, el control de su expresion, de la cinética de reaccion mediante la interaccion o
competencia con sus sustratos o productos, y por la modulacion de su eficiencia a través de
modificaciones postraduccionales.

La actividad puede ser modulada a mediano o largo plazo mediante la regulacion de
la expresion génica, que incluye la estabilidad de la enzima, la regulacién transcripcional, la
estabilidad del acido ribonucleico mensajero (ARNm), el “splicing” alternativo del ARNm vy
regulacion traduccional; o a corto plazo mediante inhibicién por retrolalimentacién,
regulacion alostérica y fosforilacion (Dunkley y col., 2004).

Los niveles de expresion de TH a partir de sintesis de novo son regulados
principalmente mediante la traduccién de ARNm a proteina y no por el nivel de transcripcion
de ADN a ARN. Si bien los niveles de ARNm suelen correlacionar con los niveles de actividad
de TH este no seria un buen indicador de los niveles de ésta, ya que muchos estudios han
demostrado que aumentos en los niveles de ARNm de TH no estan acompafiados en
aumentos en la proteina en la misma proporcién, indicando que la regulacion de los niveles
de esta enzima es controlada a niveles traduccionales o postraduccionales, siendo la
regulacion a nivel génico menos importante (Kumery Vrana, 1996; Pan y col., 2006) .

En el corto o mediano plazo la funcién de TH, es regulada mediante fosforilacion por
una amplia gama de proteinas quinasas. La TH es un homotetramero con el extremo
carboxilo terminal (C-terminal) catalitico y el amino terminal (N-terminal) regulatorio, el cual

contiene cuatro serinas (Ser) 8, 19, 31 y 40 que son fosforiladas in vivo; ademas se han citado
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otras dos, Serl53 y Ser403, pero no se ha demostrado concluyentemente que estas sean
fosforiladas in vivo. En condiciones normales, menos del 5% de la TH se encuentra fosforilada
y estimulos tales como despolarizacion neuronal, aumentan sus niveles a aproximadamente
un 10%. La Ser19 suele encontrarse fosforilada entre un 5y 30% en condiciones de reposo y
puede aumentar en un rango de entre un 20y 70% luego de la despolarizacion, de la misma
forma los niveles de fosforilacion de TH en la Ser31 pueden aumentar del 10% al 20%,
mientras que la Ser8 suele encontrarse fosforilada en un 8% aproximadamente (Dunkley y
col., 2004) (Figura 9).

La TH es fosforilada en la Ser8 in vivo y en cultivo de células PC12 por la quinasa
regulada por sefiales extracelulares (ERK, extracelular signal-regualated kinase), sin embargo
no existen evidencias de que esta fosforilacion afecte la actividad de TH ni la sintesis de
catecolaminas (Dunkley y col., 2004).

La enzima TH es fosforilada en la Ser19, principalmente por la quinasa activada por
calcio (Ca*) y calmodulina 2 (CaMPK-2) en respuesta a estimulos como, despolarizacion,
altos niveles de Ca** o entrada K', siendo esta Ultima, la principal responsable de la
incorporacion de fosfatos en este aminoacido; ademas, se ha sefialado a la proteina quinasa
activada por MAPK-2 (MAPKAPK2) vy a la proteina regulada y activada por p38 (PRAK),
especialmente activas en situaciones de estrés celular, como agentes que fosforilan a la TH
en este residuo (Dunkley y col., 2004).

La enzima TH es fosforilada en la Ser31 por dos quinasas muy importantes, ERK1/2 y

por la quinasa dependiente de ciclina 5 (CDK5) (Dunkley y col., 2004; Moy y Tsai, 2004) .

) PKA
Quinasas PKG
CaMPK-1 PKC

MAPKAPK2 CDK5 CaMPK-2

ERK1/2 prAK  ERK1/2 PRAK

SERg SER19 SER31 SER40

? PP2A PP2A PP2A
PP2C PP2C

Fosfatasas

Figura 9: Quinasas y fosfatasas que pueden regular a tirosina hidroxilasa (TH). Modificado de Dunkley y col., 2004.
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ERK1/2 fosforila a TH en respuesta a una serie de estimulos como despolarizacién por KCl,
aumento de Ca*, aumento de los niveles del segundo mensajero adenosina monofosfato
ciclico (AMPc) y en respuesta al factor de crecimiento nervioso (NGF), estos mecanismos son
mediados a través de la activacion de ERK por la proteina quinasa C (PKC). Ademas, la Ser31
puede ser fosforilada por CDKS5, luego de la llegada de los potenciales de accidn. Si bien
existe una sefializacion cruzada entre ERK y CDKS5, la accidn de estas quinasas sobre TH seria
independiente una de otra (Kansy y col., 2004). Por otro lado, se ha sefialado que los niveles
de fosforilacion de TH en la Ser31 son afectados por la accién de COC o ANF, dependiendo
del tiempo o forma de administracion, donde tratamientos agudos, producen una
disminucion en los niveles de TH fosforilada en la Ser31 (también observado en Ser19 vy 40) y
una menor produccién de |-DOPA (Jedynak y col., 2002); sin embargo, los tratamientos
cronicos o los paradigmas donde ratas o ratones pueden autoadministrarse COC o ANF
libremente, producen un aumento en los niveles de incorporacion de fosfatos en la Ser31
(Kansy y col., 2004). En el primer caso, la disminucion de los niveles de fosforilacion en la
Ser31 seria una consecuencia aguda de la alteracion en la homeostasis dopaminérgica,
mientras que el aumento observado luego de tratamientos crénicos con psicoestimulantes
seria el resultado de que éstos producen un aumento permanente en los niveles de actividad
de CDKS5 (Bibb y col., 2001).

Por otra parte, la Ser40 de TH es fosforilada por la proteina quinasa A (PKA),
mediados por aumentos de AMPc en respuesta a la activacion de los receptores D2, y por la
proteina quinasa G en respuesta a 6xido nitrico y por aumentos de guanina monosfosfato
ciclica; también puede ser fosforilada directa o indirectamente por PKC o como consecuencia
de estrés celular a través de MPAPKAK y PRAK. Aparentemente, solo PKA participaria en la
transferencia de grupos fosfatos a la Ser40 en eventos relacionados con despolarizacién
(Dunkley y col., 2004).

Por otro lado, TH es desfosforilada en los sitios anteriormente mencionados,
principalmente por las proteinas fosfatasas 2A y 2C (PP2A y PP2C), las cuales serian las
responsables de mantener los bajos niveles de fosforilacion de esta enzima en condiciones
basales (Dunkley y col., 2004).

Las fosforilacion de TH tiene como consecuencia un aumento en la sintesis de I-

DOPA, sin embargo, ciertos experimentos indican que la fosforilaciéon de TH en las Ser19 y
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Ser31 no incrementarian directamente la funcién de esta enzima, sino que estas
aumentarian la velocidad en la que la TH puede ser fosforilada en la Ser40, evento que seria
responsable del incremento en la actividad de esta enzima (Gordon y col., 2008). Por otro
lado, la fosforilacion de TH en la Ser31 por medio de CDK5, produce una estabilizacion de
esta, aumentando su vida media, lo cual se traduce en una mayor sintesis de |-DOPA al
favorecer una mayor concentracion se esta enzima a lo largo del tiempo (Moy y Tsai, 2004).
Un mecanismo muy importante de regulacién de la actividad enzimatica de TH es a
través de la retroalimentacién negativa que sus propios productos de reaccion, DA y NA,
producen sobre ella. Esto funciona como un sistema de deteccion de la concentraciones de
catecolaminas, fundamental para regular la sintesis de éstas, de acuerdo a las necesidades
de la célula. La enzima TH, puede ser modulada por dos mecanismos de retroalimentacion
negativa por catecolaminas (Fujisawa y Okuno, 2005); en el primero la actividad de TH es
inhibida por la habilidad de la DA y de la NA de competir con el BH, por unirse al sitio
catalitico de la enzima, evitando la interaccién de ésta con el cofactor. Este es un mecanismo
cinético clasico, rapidamente reversible, que actla como un sensor local de los niveles de
catecolaminas. El segundo mecanismo consiste en la unidon de DA directamente a la TH
(Daubner y col., 2011). Las catecolaminas pueden unirse a la TH en dos sitios diferentes, uno
de baja afinidad y rdpidamente reversible y uno de alta afinidad, casi irreversible el cual es el
responsable de, que en condiciones de reposo, la mayoria de las moléculas de TH se
encuentren en la forma inactiva (Gordon y col., 2008). El sitio de baja afinidad de TH por DA,
al igual que el mecanismo de competencia de ésta por BH, representarian mecanismos
rapidos de regulacién de la sintesis de DA, principalmente en funcién a las concentraciones
locales de ésta y serian independientes de otros mecanismos de regulacién mediados por
sefiales intra o extracelulares. Estos mecanismos serian muy importantes luego de la
liberacion de DA, ya que cuando esto ocurre, el llenado de las vesiculas sinaptica produce
una disminucion de los niveles citosdlicos locales de este neurotransmisor. Esto resulta en la
disociacién de las catecolaminas del sitio de baja afinidad (Gordon y col., 2008) y el
desplazamiento de la competencia entre estas y BH, en favor de esta Ultima (Fujisawa vy
Okuno, 2005), provocando un aumento en la actividad de TH. Sin embargo, en condiciones
de alta liberacion de DA, la actividad de TH debe aumentar varias veces; bajo estas

situaciones, los altos niveles de despolarizacién, junto con otras sefiales intracelulares,
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producen la fosforilacién de esta enzima. La fosforilacion en la Ser40 produce la disociacién
de la DA del sitio de alta afinidad de TH, lo que permite que esta adopte una conformacién
activa, incrementando su actividad para proveer altos niveles se sintesis de DA (Gordon y

col., 2008).

Liberacion de dopamina.

El principal mecanismo de liberacion de DA es a través de exocitosis, por medio de
la fusiéon de las vesiculas sinapticas con la membrana plasmatica. Esta fusion es dependiente
de los aumentos de los niveles de Ca®*, producto de la llegada de los diferentes potenciales
post sindpticos excitarorios (PPSE). La principal fuente de Ca?* proviene del espacio
extracelular a través de canales de Ca* regulados por voltaje del tipo N o P/Q. La DA
proveniente de los nucleos A8-A10 es liberada en Str, NAc y areas corticales por medio de
estructuras especializadas en los axones llamadas “varicosidades”, que son ensanchamientos
en el didmetro del axén donde convergen multiples dendritas provenientes de otras
neuronas. Ademas de la liberacion axonal clasica, la DA puede ser liberada desde el soma y/o
las dendritas en la SNc y en el VTA representando un mecanismo de autoregulaciéon de estas
estructuras; incluso neuronas de la SNc envian dendritas hacia SNr que liberan DA (Rice y
col., 2011). En un principio, se propuso que la liberacion de DA somatodendritica utilizaba un
mecanismo diferente al axonal, sin embargo no existe evidencia fuerte que pueda
contradecir el modelo original que sostiene que la DA somatodendritica es liberada mediante
exocitosis de vesiculas. Gran cantidad de datos indican que ambos procesos serian similares
ya que se ha demostrado que ambos comparten los mismos mecanismos y que son inhibidos
si se bloquea la entrada de Ca?, Na* o se inhibe a VMAT-2, depletando las vesiculas sindpticas
de DA (Rice y col., 2011).

Las neuronas dopaminérgicas, tanto a nivel axonal como somatodendritico, exhiben
dos modos diferentes de liberaciéon de DA, de acuerdo a dos patrones de disparo de sus
potenciales de accidn, los cuales pueden ser aislados o tdnicos, o sostenidos en el tiempo vy
de alta frecuencia o fasicos (Goto y col., 2007).

El disparo ténico representa disparos de potenciales de accidn espontaneos,

espaciados en el tiempo y de neuronas individuales, impulsados por corrientes a través de la
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membrana que funcionan de manera similar a las células marcapasos. Este tipo de actividad
sinaptica produce un “pool” de DA presente en el espacio extracelular, el cual cambia de una
manera muy lenta (de segundos a minutos), debido a la frecuencia de los disparo y a que
esta DA escapa hacia areas extrasinapticas (Grace y Bunney, 1984b). Este nivel extracelular
de DA (10-20 nM) es mantenido por el nimero de neuronas espontaneamente activas en la
SNc o VTA (Floresco y col., 2001). El numero de neuronas activas es regulado negativamente
por aferencias gabaérgicas que llegan hacia estos nucleos (Floresco y col., 2001; Floresco,
2007) .

El segundo modo de liberacion de DA es mediado por un disparo explosivo y de alta
frecuencia de las neuronas dopaminérgicas que producen una sefial fasica, de accion rapida
(en el orden de milisegundos) y que produce un gran aumento en los niveles de DA (de entre
UM y mM), aunque espacialmente restringido (Grace y Bunney, 1984a). Diversas evidencias
sugieren que la DA liberada de esta manera afectaria relativamente a pocas neuronas
postsindpticas, debido a que la difusidn hacia areas extrasinapticas seria evitada por una
rapida accion del DAT. Este mecanismo de disparo de las neuronas dopaminérgicas es
mediado por aferencias excitarorias glutamatérgicas, provenientes de dareas corticales e
hipocampo. Esta estimulacién produce un incremento selectivo del disparo fasico de DA sin

afectar el nUmero de neuronas activas (Floresco y col., 2003; Floresco, 2007) .

Remocion de la dopamina del espacio sindptico

Una vez liberada la DA en respuesta a la llegada de los potenciales de accion, ésta es
retirada rapidamente del espacio sindptico nuevamente hacia el interior de la neurona a
través del transportador de alta afinidad DAT, de esta forma, éste regula tanto la duracion,
como la intensidad de la transmision sindptica. DAT se expresa selectivamente en la
membrana plasmatica de axones, dendritas y soma de las neuronas dopaminérgicas,
encontrandose altamente enriquecido en la periferia de las sinapsis, pero ausente dentro de
las areas sinapticas activas (Nirenberg y col., 1996; Nirenberg y col., 1997).

DAT es parte de una familia de transportadores Na*/Cl de la que también forman
parte NAT, SERT y un transportador de GABA, con los cuales comparte homologia vy

mecanismos de regulacién (Torres, 2006). Dada su importancia, la funcion de DAT es
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altamente regulada por una amplia gama de moléculas, que incluyen a PKA, PKC, CAMK-2,
tirosinas quinasas (TK) y a-sinucleina, entre otros. DAT presenta multiples sitios de
fosforilacion y es fosforilado in vivo por numerosas quinasas como PKC o TK, sin embargo no
se conoce la funcion fisioldgica de estas fosforilaciones ya que aparentemente no producen
alteraciones en su funcion (Chang y col., 2001; Torres, 2006) .

El principal mecanismo de regulaciéon de la funcion de DAT es llevado a cabo
mediante la modulacion de sus niveles en la membrana plasmatica, por medio de la
remocién de éste por endocitosis (Melikian y Buckley, 1999). Esta endocitosis, la cual es
realizada en vesiculas cubiertas de clatrina, puede responder tanto a un mecanismo
constitutivo de reciclaje o puede ser regulada por diversas proteinas y sefiales intra o
extracelulares (Melikian, 2004; Sorkina y col., 2005). El mecanismo mas estudiado y
aparentemente mds importante en la regulacion de la funcién de DAT es la endocitosis de
éste por medio de la activacion de PKC en respuesta a estimulos como despolarizacion o
aumentos en los niveles de Ca®* (Loder y Melikian, 2003). Por otro lado, la insulina o el factor
de crecimiento derivado del cerebro (BDNF) producen aumentos en los niveles de insercion
de DAT en la membrana plasmatica a través de receptores TK, los cuales activan vias de
sefializacion que incluyen a la quinasa de fosfoinositol 3 (PI3K) y MAPKs (Hoover y col., 2007).
Los niveles de insercién de DAT en la membrana plasmatica son también regulados por los
niveles de DA en la sinapsis. Estudios mediante microscopia de reflexion total de
fluorescencia interna (TIRFM) realizados en lineas neuronales y de biotinilacién de proteinas
de superficie celular de sinaptosomas de Str, demostraron que la administracién de dosis
fisiolégicas de DA producen un aumento rapido, detectable a los dos minutos post
administracién, de los niveles de DAT en la membrana plasmatica. Ademas, encontraron que
los niveles de éstos comienzan a disminuir hasta niveles basales luego del lavado de la DA
(Furman y col., 2009). Por otro lado, otro trabajo, indicd que dosis mayores de DA producen
una disminucion de los niveles de DAT en la superficie celular y que éste permanecia
disminuido durante al menos 50 minutos (Chiy Reith, 2003; Richards y Zahniser, 2009) . Estos
resultados podrian ser explicados si se tiene en cuenta que inmediatamente después de la
liberacion de DA, seria necesaria una mayor capacidad de recaptacion de DA por lo que se
favoreceria la insercion de DAT en la membrana (Furman y col., 2009). Por otro lado, la

disminucion de DAT luego de periodos prolongados de altas concentraciones de DA podria
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representar un mecanismo de proteccién, dado que la DA citosélica puede ser tdxica para las
neuronas (Ziv y col., 1994). Ademas, ha sido demostrado que moléculas que actlan como
sustrato para DAT, especialmente ANF, producen efectos en el trafico de DAT desde y hacia la
membrana en una manera muy similar a lo observado con DA, es decir un aumento
transitorio a bajas dosis, y una disminucién créonica a mayores dosis y tiempos de
administracion (Kahlig y Galli, 2003; Furman y col., 2009; Richards y Zahniser, 2009)

Contrariamente, farmacos que bloguean a DAT, como COC y MTF, producen aumentos en los
niveles de expresion de este transportador y un aumento en los niveles de recaptacion de DA

luego de la eliminacion de estos (Little y col., 2002; Kahlig y Galli, 2003) .

Degradacion enzimdtica y metabolismo de la dopamina

Una vez liberada, la DA puede ser degradada principalmente por dos mecanismos
diferentes de acuerdo a su ubicacién (Figura 10). En primer lugar, la DA extracelular que
escapa al trasporte por DAT es metilada por la enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT) a

3-metoxitiramina, el cual luego es convertido en acido homovanilico (HVA) por la enzima
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Figura 10: Metabolismo degradativo de la dopamina. DA: dopamina. MAO: monoamino oxidasa. COMT:
Catecol-O-metiltransferasa. 3MT: 3-metoxitiramina. DHPA: dihidroxifenil acetaldehido. AD:
aldehidodeshidrogenasa. MHPA: metoxihixroxifenil acetaldehido. DOPAC: acido dihidroxifenil acético. HVA: acido
homovanilico. Modificado de (Laatikainen y col., 2013)
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monoamino oxidasa (MAO) en el interior de las células gliales (Qi y col., 2008; Best y col.,
2009) . La enzima MAO comprende dos isoformas diferentes MAO A y B; de las cuales, en
roedores, la isoforma A se expresa principalmente en células dopaminérgicas vy
noradrenérgicas, mientras que MAO-B se ubica preferencialmente en la glia (Gesi y col.,
2001).

Por otro lado, el exceso de DA intracelular que no puede ser reciclada dentro de
vesiculas sindpticas es oxidada a acido dihidroxifenil-acético (DOPAC) por medio de la accién
secuencial de MAO y la enzima aldehido deshidrogenasa; posteriormente DOPAC, es
transportado fuera de la neurona dopaminérgica y puede ser luego convertido en HVA por
medio de COMT (Gesi y col., 2001) (Figura 10). EI HVA representa el producto final de la via
de degradacion de la DA, siendo en primates el principal metabolito del catabolismo de esta,
sin embargo, en roedores el metabolito mas abundante es DOPAC. La diferencia en la
abundancia de estos se debe a que en roedores DOPAC es producido principalmente en una
forma que contiene un grupo sulfonato el cual evita que ésta sea luego degradada por
COMT, mientras que en primates DOPAC se encuentra en una forma no sulfonada la cual si

puede ser convertida en HVA (Elsworth y Roth, 1997).

Receptores dopaminérgicos.

Receptores acoplados a e, Estado
. “inactivo
proteina G.
Los receptores de DA son miembros \ Ligando
de una superfamilia de receptores de W
membrana acoplados a una proteina que |
. ;. . Gag
puede unir nucléotidos de guanina, llamada D\
B
proteina G. Estos receptores comprenden una Gog éP
o
. Adenilato™
familia de receptores altamente conservada <§mas:/
-
en la evolucion, y esta formada por receptores T AMPc
que se unen a mas de 200 ligandos conocidos stva)| — Sustratos

y mas de 160 receptores huérfanos, de los

cuales el 90% se encuentra expresado en el Figura 11: Mecanismo de sefalizacién a través de
proteina G. Modificado de Pierce y col., 2002.
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sistema nervioso. Estos receptores estdn formados por una proteina con 7 dominios
transmembrana, con su extremo N-terminal en el espacio extracelular, responsable del
reconocimiento del ligando y el extremo C-terminal hacia el interior de la célula (Pierce y col.,
2002). La principal diferencia entre los distintos tipos de estos receptores reside en el tercer
bucle intracelular, el cual es el responsable de la interaccién del receptor con un tipo
especifico de proteina G. Cada receptor especifico puede acoplarse y activar solo un tipo de
proteina G, cada una relacionada con diferentes mecanismos de sefializacion intracelular
(Luguin-Piudo y Sanz, 2011). Cada proteina G es un heterotrimero formado por tres
subunidades, denominadas, a, B, y y. La subunidad a contiene el sitio de unién a guanina,
mientras que las dos restantes se encuentran fuertemente unidas formando un complejo.
Cuando el receptor se encuentra inactivo, la subunidad a esta unida a guanina difosfato
(GDP) vy al complejo By, formando la proteina trimérica. Cuando el receptor es estimulado
por la unién del ligando, el GDP se libera de la subunidad a y es reemplazado por una
guanina trifosfato (GTP). Esta union a GTP activa a la subunidad a la cual se disocia del
complejo By, pudiendo ambos complejos activar diferentes vias de transduccién de sefiales.
Una vez disociado el ligando del receptor, el GTP es hidrolizado a GDP y la subunidad a se
reasocia con By finalizando la sefializacién y volviendo al estado inactivo (Gainetdinov y col.,
2004) (Figura 11). Si bien ambos complejos tienen capacidad para activar segundos
mensajeros, por lo general la sefializacién mas importante es llevada a cabo por medio de la
subunidad a, por lo que las proteinas G suelen clasificarse de acuerdo al tipo de subunidad a
a la que se encuentran asociadas (Gainetdinov y col., 2004; Beaulieu y Gainetdinov, 2011) .

Tipos de receptores dopaminérgicos.

En funcion del tipo de proteina G a la que se acoplan, a su secuencia y a sus
caracteristicas farmacoldgicas, existen al menos 5 tipos de receptores dopaminérgicos, los
cuales se clasifican en dos subtipos (Tabla 6). El tipo D1, incluye a los receptores D1y D5, los
cuales se encuentran acoplados a una proteina Gas y el tipo D2 las cuales se acoplan con
proteinas Gai. La principal diferencia entre las proteinas Gas y Gai (y entre los receptores
tipo D1 y D2) radica en la capacidad de las primeras en activar la enzima adenilato ciclasa, la
cual cataliza la conversion de adenosina trifosfato (ATP) a AMPc, mientras que las proteinas
Gai inhiben a adenilato ciclasa y consecuentemente reducen los niveles de AMPc (Missale y

col., 1998; Beaulieu y Gainetdinov, 2011) . La principal consecuencia del aumento de los
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Tabla 6: Propiedades de los receptores dopaminérgicos™*

Tipo D1 Tipo D2
Receptor D1 D5 D2 D3 D4
Nombre del gen Drd1a Drd5 Drd2 Drd3 Drd4
Numero de intrones 0 0 6 5 3
Variables por splicing No No Si, D2l y D2s Si Si
alternativo
% homologia con D1 100 82 44 44 42
% homologia con D2s 44 49 100 76 54
Afinidad por DA (U-M) 1,0-5,0 0,2-2,0 0,2-2,0 0,02-0,2 0,01-0,1
Proteina G acoplada [cloMclom Ga,, G, Ga,, G, GO, GQ, Ga, G,
Agonistas tipicos SKF81297, SKF38393 QNP, quinelorane QNP CP266269
Antagonistas tipicos SCH23390 HAL, Sulpiride, Raclopride Clozapina
Localizacion sinaptica Postsinaptica Postsinaptica Post y presinaptica  Post y presinaptica, Postsinaptica
Localizacion anatémica Str, NAc, T. olfatorio, Hipocampo, talamo, Str, NAc, T.olfatorio, NAc, T. olfatorio, islas  Corteza frontal,
hipotalamo, talamo, nucleo mamilar, Str, de Calleja, corteza. cerebro medio,
corteza cerebral. .
corteza frontal, corteza. hipocampo,
amigdala, hipocampo hipotalamo, medula,
retina.

Modificado de @ Tritsch y Sabatini, 2012 ® Marsden, 2006..

DA: dopamina, Str: estriado, NAc: nucleus accumbens. HAL: haloperidol. QNP:Quinpirole,

niveles de AMPc es la activacion de la PKA, la cual mediante fosforilacion puede regular la
sintesis de proteinas citoplasmaticas y nucleares, la funcidon de canales idnicos, el
metabolismo celular y la sensibilizacion de diferentes receptores acoplados a proteina G
(Vallone y col., 2000).

Los receptores de DA pueden regular los niveles de Ca?", mediante la actividad de
los canales de Ca®" y de la movilizacion de este idn desde compartimientos intracelulares a
través de mecanismos dependientes e independientes de PKA. La regulacion de los niveles
de Ca®* es muy importante debido no solo a su papel en la liberacion de vesiculas sindpticas y
modulacion de la excitabilidad neuronal, sino también a que éste participa como segundo
mensajero en mecanismos de transduccion de sefiales, como los llevados a cabo por
Ca®*/calmodulina y CaMPK-2.

A su vez los receptores de DA pueden activar a la enzima fosfolipasa C (PLC), la cual
convierte el fosfatidil-inositol bifosfato (PIP2) en inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG).

El IP3 produce la movilizacion de Ca®* desde compartimientos intracelulares hacia el
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citoplasma mientras que DAG produce la activacién de PKC (Vallone y col., 2000; Pivonello y

col., 2007) (Figura 12).

Receptor D1

D1 es el receptor de DA mas abundante en todo el sistema nervioso central,
encontrandose altamente concentrado en CpF, Str, NAc y bulbo olfatorio y en menor medida
en hipocampo y amigdala. A nivel celular se encuentra distribuido tanto en terminales
axonales y dendriticas, con sus mayores niveles en espinas dendriticas (Pivonello y col,
2007). D1, por medio de la proteina Gas regula la activacién de adenilato ciclasa. Ademas,
por medio de la proteina Gag puede aumentar la hidrdlisis de PIP2 (Beaulieu y Gainetdinov,
2011). Por otro lado la estimulacion de D1 incrementa las corrientes de Ca®* por medio de
canales tipo Ly reduce la mediadas por canales tipo N y P; ademads, puede movilizar Ca** de
compartimientos intracelulares (Surmeier y col.,, 2011). La activacion de D1 inhibiria las
corrientes de salida de K', lo cual combinado con los aumentos en las corrientes de Ca®
favoreceria la excitabilidad de la neurona (Surmeier y col., 2011).

Receptor D5.
El receptor D5 tiene una ubicacion mas dispersa y sus niveles de expresion son

menores que los de D1. Este se encuentra en amigdala, corteza frontal, hipocampo, Str,
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Figura 12: Vias de sefalizacién de los receptores D1 y D2. AC: adenilato ciclasa. AMPc: adenosina monofosfato ciclica.
PKA, proteina quinasa A.DARPP-32: Fosfoproteina regulada por dopamina y AMPc, de peso molecular 32kDa. PP1:
proteina fosfatasa 1. PP2B: proteina fosfatasa 2B. P: grupos fosfato. Modificado de Tritsch y Sabatini, 2012.
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ganglios basales, hipotalamo, tdlamo y cerebelo, y presenta una afinidad por DA 10 veces
mayor que D1. Este se ubica en areas perinucleares y en dendritas proximales, y es el Unico
receptor de DA presente en interneurornas colinérgicas de Str de primates (Wu y col., 2012).
Ademas de su actividad positiva sobre adenilato ciclasa, se ha citado que D5 puede regular la
funcion de neuronas gabaérgicas mediante una interaccion directa con el receptor GABA,
(Liu y col., 2000).
Receptor D2

D2 puede presentar dos isoformas, una denominada larga (long) D2l y una corta
(short) D2s, producidas por un “splicing” alternativo del ARNm a partir de un Unico gen. Los
receptores D2 presentan una amplia distribucion a lo largo del cerebro, con su mayor
concentracion en Str, tubérculo olfatorio, SN, VTA y Nac (Wu y col., 2012). D2 se expresa
tanto en neuronas pre como postsindpticas (Naughton y col., 2012), siendo D2l
principalmente postsinaptico y D2s presinaptico. A nivel subcelular D2 puede ubicarse en
axones, dendritas y espinas dendriticas. D2 inhibe la actividad de adenilato ciclasa por medio
de proteina Gai/o y activa a PLC por medio del complejo By. La regulaciéon de Ca** por medio
de D2 es sumamente compleja, ya que la estimulaciéon de éste inhibe las corrientes de Ca** a
través de canales de Ca®* tipo L, mientras que el complejo By, activa la sintesis de acido
araquidonico, el cual produce liberacién de Ca®* desde reservorios intracelulares hacia el
citosol(Bonci y Hopf, 2005). La regulacion de los aumentos de Ca®*" en las neuronas
presindpticas es muy importante ya que Ca*/calmodulina, a través de CAMPK-2, es uno de
los principales mecanismos de activacién de TH (Dunkley y col., 2004). Ademas el complejo
By en neuronas presinapticas activa al canal de K¥, GIRK2, lo que hiperpolariza a la membrana
y disminuye la probabilidad de disparo de las neuronas dopaminérgicas (Grace, 2000;
Beaulieu y Gainetdinov, 2011).

Receptor D3

El receptor D3 presenta su mayores niveles de expresiéon en areas ML,
especialmente en Nacqi; S€ expresa también en niveles considerables en SNc y en Str, y en
menor medida en Isla de Calleja y bulbo olfatorio (Liu y col., 2000). Puede ubicarse tanto en
neuronas que reciben inervacidon dopaminérgica, como en neuronas presinapticas donde
podria regular la sintesis y liberacién de DA, sin embargo, su papel como autoreceptor no ha

sido del todo confirmado (Shafer y Levant, 1998). El receptor D3 realiza sus funciones a
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través de proteina Gai/o. La mayor funciéon bioldgica de D3-es modular la hidrdélisis de PIP2,
regulando la funcién de canales de K"y de canales de Ca®* tipo P/Q y estimulando la actividad
de MAPK (Kuzhikandathil y Oxford, 1999). Ademas, puede inducir la fosforilacién de diversos
sustratos por medio de PKC por un mecanismo independiente de proteina G (Cussac y col.,
1999).
Receptor D4

El receptor D4 puede encontrarse especialmente en todas las regiones del
hipocampo, corteza frontal y corteza entorinal, Str, tuberculo olfatorio y cerebelo. En el NAc,
D4 se encuentra solo en interneuronas colinérgicas. Este se ubica en la periferia del cuerpo
neuronal y también se ha encontrado en dendritas estriatales que se extienden hacia la SN
(Rivera y col., 2002; Wu y col., 2012). En estas areas su principal rol es mediar en la
neurotransmisién corticoestriatal a través de la regulacién directa de los receptores
ionotrépicos de GLU, mediante la metilacion de fosfolipidos y afectando la cinética de
canales idnicos (Kuznetsova y Deth, 2008). Si bien se encuentra acoplado a proteina Gai, su
rol en la regulaciéon de los niveles de AMPc en neuronas es menos claro (Missale y col., 1998;
Beaulieu y Gainetdinov, 2011).

Colocalizacion entre receptores D1y D2

Sumado a la gran complejidad de los mecanismos de sefializacién intracelulares
resultantes de la activacion de los receptores de DA, cabe destacar que en algunas areas
cerebrales existen poblaciones de neuronas que expresan mas de un tipo de receptores
dopaminérgicos lo que dificulta comprender el funcionamiento de estos. Esto es
fundamentalmente importante en Str, donde el 25% de las NSM coexpresan receptores D1y
D2, en las cuales algunas funciones de éstos son totalmente antagdnicas, como la regulacion
de la via AMPc/PKA, mientras que otros mecanismos podrian funcionar de manera sincrénica
como la sefializacién a través de IP3 y DAG (Beaulieu y Gainetdinov, 2011). La coexpresion de
receptores D1 y D2 puede encontrarse también en ganglios basales y en neuronas
piramidales ubicadas en corteza, en donde ademas se ha encontrado que estos receptores
pueden encontrarse unidos formando heterodimeros que funcionan como unidades de
sefializacion (Beaulieu y Gainetdinov, 2011).

Si bien, como se menciona anteriormente, la sefializacién intracelular por DA es

muy compleja, todos sus receptores tienen un componente en comun, la modulaciéon de PKA

63



a través de los niveles de AMPc. A pesar de que la regulacién de PKA es muy compleja, en
neuronas dopaminérgicas la sefializacion por medio de AMPc/PKA es modulada por la accién
de CDKS5, siendo esta ultima quinasa un regulador muy importante en el funcionamiento de
estas neuronas (Greengard, 2001a). Ademas, CDK5 no solo modula la funcion de estas
células mediante su efecto sobre PKA sino también mediante la fosforilacién directa de
diversos sustratos y mediante la modulacién de quinasas y fosfatasas (Bibb y col., 1999;

Greengard, 2001b).
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LA QUINASA DEPENDIENTE DE CICLINA 5.

Generalidades.

CDKS5 es una proteina muy importante para el funcionamiento del sistema nervioso
central debido a la gran cantidad de funciones y procesos en los que participa. CDK5 forma
parte de la familia de quinasas dependientes de ciclinas (CDK) debido a la homologia de su
secuencia con la de otros miembros de esta familia (Hellmich y col., 1992), sin embargo CDK5

no es regulada por ciclinas ni participa en la modulacion del ciclo celular (Tsai y col., 1993).

Activacion.

De manera similar a otras CDKs, CDK5 en estado monomeérico no presenta actividad
catalitica y requiere de la union de un cofactor regulador para su activacion. Existen dos
activadores especificos de CDK5, p35 y p39, siendo la union de alguno de estos con CDK5
suficiente para que esta quinasa sea completamente activa. Por otro lado, se ha demostrado
que, tanto p35 y p39 pueden ser objeto de un clivaje proteolitico que produce dos
fragmentos, p25 y p29 respectivamente, los cuales también tienen capacidad de activar a
CDKS5, aunque la localizacion subcelular, la cinética de la activacién y otras propiedades de
esta se ven afectadas. Los cambios en la localizacién subcelular o enriquecimiento de CDK5
en dominios celulares particulares pueden deberse a que p35 y p39 contienen sitios de
miristilacion a través de los cuales pueden asociarse a la membrana celular, por lo que CDK5
unido a p35 o p39 puede encontrarse formando un complejo asociado a membrana; sin
embargo el clivaje a p25 0 p29 produce una escision cerca del sitio de unién a membrana por
lo que el complejo puede liberarse al citosol (Patrick y col., 1999), este cambio en la
localizacidn subcelular podria producir una modificacién en los sustratos afectados por CDK5
(Mlewski y col., 2008).

Si bien la union de CDK5 con p25 no produce una holoenzima con mayor actividad
que el formado por CDK5/p35, ésta produce una activacion mas prolongada en el tiempo,
debido a que la vida media de p25 es mayor que la de p35. Una sobreactivacion de CDK5

sostenida en el tiempo se ha relacionado, en varias ocasiones, con enfermedades

65



neurodegenerativas, principalmente Alzheimer y esclerosis lateral amiotréfica (ALS) (Cruz y
col., 2003; Cheung vy Ip, 2012).

El activador p35 es una proteina con una vida media corta, de aproximadamente 25
a 35 minutos, debido a que puede ser objeto de al menos dos mecanismos de degradacion.
En el primero, p35 es clivada en varios puntos y degradada por la via proteosomal, mientras
gue en la segunda, esta es escindida en un sitio especifico por una proteasa de cisteinas
dependiente de Ca” (calpaina) lo que produce el fragmento p25 (Lee y col., 2000; Hisanaga y
Saito, 2003) . La produccion de p25 estaria regulada por aumento de los niveles de Ca®
intracelular, los que activarian a calpaina y ademas producirian un activacion alternativa de
CDK5, la cual fosforila a p35 haciéndola mas susceptible de ser clivada (Kerokoski y col.,
2002).

En un principio, se pensaba que CDK5 solo estaba relacionada con el sistema
nervioso central, pero luego se encontré que esta cumple importantes funciones en otros
sistemas, especialmente durante el desarrollo y diferenciacion, tales como en miocitos,
monocitos durante la hematopoyesis, células de Sertoli, células de Leydig, en tejido
espermatico y en retina, entre otros (Dhavan y Tsai, 2001). Sin embargo, los mayores niveles
de expresion de p35 vy p39 se encuentran en el sistema nervioso central, especialmente en
células post mitoticas.

El patrén de expresion de p35 y p39 difiere en las etapas del desarrollo, donde p39
parece tener su papel mas importante en etapas embrioldgicas tempranas, mientras que en
el animal adulto practicamente toda la funcién es atribuible a p35 (Ko y col., 2001). Animales
genéticamente modificados que no expresan CDK5 (CDK5-KO) suelen ser inviables o
presentar mortalidad perinatal al igual que animales doble KO para p35 y p39. Los animales
que carecen del activador p35 presentan algunas anormalidades anatdmicas, funcionales y
comportamentales, pero son perfectamente viables, indicando que p39 puede activar a
CDK5 en etapas embrionarias y rescatar algunos aspectos de la falta de p35 (Chae y col.,
1997). Por otro lado, los ratones p39KO son practicamente indistinguibles de los animales
tipo salvaje (wild type, WT), sefialando que p35 puede suplir toda la falta de funcion de p39
(Ko y col., 2001). Estos datos indican que p35 es el activador mas importante de CDK5 tanto
en el animal adulto como en etapas tempranas del desarrollo, sin embargo p39 ha sido

mucho menos estudiado, por lo que su funcion e importancia es menos conocida.
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Funciones de CDK5

CDKS5 ejerce su funcién fosforilando una gran serie de sustratos, en este sentido es
un quinasa prolina-dirigida que afiade grupos fosfatos en Ser y treoninas (Tre) precedidas por
prolinas. CDK5 participa en una gran cantidad de procesos celulares necesarios para el
normal desarrollo y funcionamiento de las neuronas (Figura 13). CDK5 es crucial durante la
diferenciacién neuronal, donde participa en procesos de formacién axonal, de neuritas,
trafico de membranas; ademas, participa en migracién neuronal, regulacion de la dindmica
del citoesqueleto y en procesos superiores como aprendizaje, memoria y adiccion a drogas
(Nikolic y col., 1996; Paglini y col., 1998; Paglini y Caceres, 2001; Paglini y col., 2001,
Benavides y Bibb, 2004; Cheung y col., 2006).
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Figura 13: Funciones celulares de CDK5. Modificado de Dhavan y Tsai, 2001.

Adhesidn y migracion celular.

CDK5 participa en procesos de migracion neuronal durante la formacién del
cerebro, donde se ha observado que la carencia de ésta produce un patrén de laminacién
anormal en la corteza cerebral y de agregacién de neuronas en las capas inferiores de esta
(Chae y col., 1997). La migracion neuronal es un mecanismo complejo para el cual se
necesita una perfecta coordinacion entre procesos de adhesion celular, de trafico de
membranas y de la dindmica del citoesqueleto durante la movilidad celular. CDK5 participa

en todos estos procesos.

67



Los mecanismos de adhesidn focal celular pueden ser de dos tipos, entre las células
y la matriz extracelular o entre células con otras células. Las adhesiones con la matriz
extracelular proporcionan los puntos de apoyo requeridos para el crecimiento celular y para
la traccion durante la migracion celular. La adhesiones focales célula-célula son criticas para
el reconocimiento entre ellas, para la agregacion y exclusién de células diferentes,
fendmenos importantes en la organizaciéon de la citoarquitectura de los tejidos. Estos dos
tipos de adhesiones pueden ser transitorias o estables y las células regulan su conversion
entre estos estados para mantenerse fijas, migrar, aumentar su cohesién o separarse. CDK5
juega un rol critico en esta dindmica (Lalioti y col., 2010).

CDK5 participa en la adhesién entre células y la matriz extracelular fosforilando y
regulando tres proteinas, talina (TIn), kindlina (Knd) y paxilina (Pxn) (Lalioti y col., 2010). TIny
Knd participan en la union entre el citoesqueleto de actina y B-integrinas las cuales se unen
con diversos componentes de la matriz extracelular (Moser y col., 2009). Pxn, en cambio,
participa en la transduccion de sefiales entre la matriz extracelular y la célula. Ademas Pxn
participa en la activacion de una familia de proteinas denominadas RhoGTPasas, cruciales en
la dindmica del citoesqueleto de actina y de las adhesiones focales. CDK5 regula a Pxn
modulando su fosforilacion directamente y a través de otras quinasas (Miyamoto y col.,
2007).

El reconocimiento entre células se produce mediante la interaccidén entre proteinas
expresadas en la membrana celular llamadas cadherinas (Cdh), las cuales se unen al
citoesqueleto de actina mediante otras proteinas ubicadas en el lado intracelular
denominadas cateninas (Ctn) (Halbleib y Nelson, 2006). Ademas, una forma de Ctn, B-Ctn,
forma un complejo con dineina (Din), proteina mediante la cual se une a microtubulos,
estabilizando la unién al citoesqueleto y aumentando la cohesion con las células adyacentes
(Ligon y col., 2001). Se ha demostrado que CDK5 puede unirse a Din por medio de p35 vy que
la sobreexpresién de CDK5/p35 produce la desestabilizacion entre Cdh/Ctn, lo que produce
una disminucién en la cohesion celular. Por otro lado la inhibicién de CDK5 aumenta la
cohesion y produce agregacion celular; esto podria explicar los agregados neuronales
encontrados en capas inferiores de la corteza en ratones p35KO (Kwon y col., 2000).

Durante la migracion neuronal, CDK5 es crucial para la integracion de sefiales

quimiotacticas que guian a las células hacia su posiciéon final. Uno de los mecanismos mas
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importante de sefiales para este proceso son los mediados por relina (RIn) y semaforina 3A
(Sem3A), que incluye multiples vias de sefializacion, en las cuales CDK5 juega un papel
importante (Lalioti y col., 2010); en este sentido, ha sido demostrados que la disrupcion de la
via RIn/Sem3A estaria relacionada con la incorrecta laminacion de la corteza encontrada en
ratones que no expresan p35 (Ohshima y col., 2007).

CDKS5 en la dindmica del citoesqueleto

La dindmica del citoesqueleto es un mecanismo crucial en el funcionamiento de las
neuronas tanto durante el desarrollo, migraciéon y diferenciacion, como en neuronas adultas,
donde éste participa en procesos fisioldgicos como transporte y seflalizacion intracelular,
plasticidad sindptica y formacion y remodelacién de espinas dendriticas. Dada la gran
cantidad de eventos en que el citoesqueleto participa, la regulacion de su dindamica es un
proceso altamente complejo. CDK5 participa en la modulacién la dindmica del citoesqueleto,
regulando multiples proteinas que forman parte de los tres componentes del citoesqueleto,
es decir, microtubulos, microfilamentos de actina y filamentos intermedios (Smith, 2003).

Como se sefialo anteriormente, CDK5 participa en la dindmica del citoesqueleto de
actina, principalmente a través de la regulacién de RhoGTPasas, que incluyen a Rac, Rho y
Cdc42 (Lalioti y col, 2010). CDK5 seria especialmente importante durante Ila
desestabilizacién del citoesqueleto de actina promoviendo procesos dindmicos, como la
extension celular y la formacion y remodelacion de espinas dendriticas. Uno de los
mecanismos mas importantes de regulacion de la dindmica de actina por CDK5 es mediante
la inhibicién de la quinasa activada por p21 1 (PAK1) directamente y por medio de Rac; PAK1
puede fosforilar directamente a filamentos de actina (Rashid y col., 2001). Por otro lado,
CDKS5 puede fosforilar e inhibir a la proteina wave, la cual participa en la ramificacion de los
microfilamentos de actina y es importante para la regulacion de la morfologia de espinas
dendriticas (Kim y col., 2006).

Diversas proteinas que participan en la regulacion de la dinamica del citoesqueleto
son sustratos de CDKS5, incluyendo proteinas asociadas a microtubulos (MAPs) como MAP1B
y Tau (una MAP especifica de neuronas). La fosforilacion de MAP1B por CDK5 ha sido
implicada en la extensién de neuritas (Pigino y col., 1997). Por otro lado CDKS5, fosforilaria a

Tau solo en condiciones patoldgicas, especialmente en enfermedad de Alzheimer y ALS,
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donde la hiperfosforilacion de Tau promoveria el desensamblaje de los extremos de los
microtubulos (Ahlijanian y col., 2000).

CDK5 también puede regular la estabilidad y elongacion de microtubulos a través de
p35. Se ha demostrado que p35 puede unirse directamente a a y B-tubulina favoreciendo la
formacién de dendritas. Este proceso es inhibido por la propia CDK5 la cual puede fosforilar a
p35 y promover su degradacion (He y col.,, 2008). A su vez, CDK5 también regula la
estabilidad de los microtubulos ya ensamblados manteniendo la acetilacion de a-tubulina
(Pandithage y col., 2008).

Por otra parte, CDK5 regula la funcion de los filamentos intermedios. Una de las
principales funciones de los filamentos intermedios es regular el didametro de los axones,
pero ademas, participan en la modulacién de otros componentes del citoesqueleto. Se ha
demostrado que la fosforilacion de los filamentos intermedios por CDK5 reduce su
interaccion con microtUbulos lo que modifica su funcidon durante la dindamica del
citoesqueleto (Pandithage y col., 2008).

CDKS5 en exocitosis y endocitosis de vesiculas sindpticas.

Los mecanismos de endocitosis y exocitosis son procesos universales que se
producen en casi todo los tipos celulares, sin embargo, en neuronas estos suelen tener
funciones especificas relacionadas con la transmisidn sindptica. Durante este proceso, la
liberacion de los neurotransmisores es regulada a través de un complejo control del ciclo de
las vesiculas sinapticas, en el cual, el aumento de los niveles de Ca®* inducen la exocitosis del
neurotransmisor, lo que es seguido por el reciclaje de la vesicula a través de endocitosis
mediada por clatrina y finalmente por la remocién de la cubierta de clatrina de ésta,
guedando la vesicula lista para ser cargada nuevamente con el neurotransmisor; multiples
evidencias indican que CDK5 participa en todos estos eventos (Cheung y col., 2006).

CDK5 puede regular la liberacién de neurotransmisores mediante al menos tres
mecanismos. En el primero, CDK5 favorece la liberacion sindptica al facilitar la interaccion
entre proteinas SNARE, presentes en la vesicula sindptica (VSNARE) y la membrana
plasmatica (tSNARE), especialmente sintaxina-1A. La interaccion entre las proteinas vSnare y
tSnare es necesaria para la fusion de vesiculas con la membrana sinaptica y la posterior
exocitosis. Durante condiciones de reposo, sintaxina-1A se encuentra unida a Munc-18, lo

gue evita su union con las vSnare, sin embargo, CDK5 fosforila a Munc-18 produciendo que
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esta se disocie de Sintaxina-1A, permitiendo la formacion del complejo Sintaxina-1A/vSNARE
y la consecuente fusién sinaptica (Chengy Ip, 2003).

Otro mecanismo descripto propone que CDK5 puede interferir durante la exocitosis
por medio de la proteina Pictaire, inhibiendo la formacién del complejo VSNARE/tSNARE (Liu
y col., 2006). Por otro lado, ha sido demostrado que CDK5 puede modular negativamente la
liberacion de neurotransmisores, al disminuir la funcion de canales de Ca®* dependientes de
voltaje tipo P/Q, reduciendo la entrada de Ca** e inhibiendo la interaccion de este canal con
otras proteinas del tipo SNARE (SNAP-25 vy sinaptotagmina), necesaria para la fusién de las
vesiculas sinapticas (Tomizawa y col., 2002; Cheng vy Ip, 2003).

En adicion a la regulacion de la exocitosis, se ha demostrado que CDK5 fosforila a las
proteinas dinamina y anfifisina-1, esenciales para la endocitosis mediada por clatrina
(Tomizawa y col., 2002; Tan y col., 2003) . Ademads, CDK5 participa en el reclutamiento de
vesiculas sindpticas desde la membrana, a través de la via del PIP2, en el cual participa la
proteina de adhesion focal TIn (Lee y col., 2005). Finalmente, también se ha demostrado que
la actividad de CDK5 inhibe la funciéon de la proteina sinaptojanina, necesaria para la
remocién de la cubierta de clatrina de las vesiculas recientemente endocitadas, paso previo
para que éstas puedan entrar nuevamente en el ciclo de las vesiculas sinapticas (Lee y col.,
2005).

Conjuntamente, a excepcién de su accidén sobre Munc-18, CDK5 seria un regulador
negativo de la liberacién de neurotransmisores (Cheung y col., 2006). Esta premisa es
también apoyada por el hecho de que la actividad de CDK5 provoca una disminucién en los
niveles de liberacion de DA en el Str (Chergui y col., 2004).

Regulacién de la funcion sindptica.

CDK5 participa también en la integracion de sefiales en las neuronas postsindpticas.
CDK5 tiene un importante papel en la modulacion de las sefiales glutamatérgicas. Se ha
demostrado que CDK5 puede alterar la funcion del receptor N-metil-D-Aspartato (NMDA) de
GLU, modulando la conduccion de iones a través de éste. En el hipocampo, CDK5 puede
fosforilar a la subunidad NR2A del receptor NMDA aumentando las corrientes idnicas a
través de este, estimulando su funcién (Li y col., 2001). Sin embargo, en neuronas del Str,

CDKS5 inhibiria al receptor NMDA regulando indirectamente a la subunidad NR1 (Chergui y
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col., 2004), sefialando que los efectos de CDK5 sobre la transmisién sindptica glutamatérgica
son complejos y difieren de acuerdo al tipo celular y al drea cerebral.

Por otro lado, la accidon de CDK5 reduciria la agregacion de receptores NMDA y de
diversos canales idnicos en estructuras denominadas “clusters” en zonas de las sinapsis
llamadas densidad postsinaptica, a través de la regulacién de la proteina PSD-95. La
formacion de estas estructuras es crucial en plasticidad sinaptica (Morabito y col., 2004).
Ademads, se ha citado que CDK5 participa en la regulacion transcripcional de receptores
colinérgicos y de GABA (Cheung y col., 2006).

CDKS5 en la integracion de la sefializacién dopaminérgica.

Como se comentd anteriormente, CDK5 es un importante regulador de la funcion
dopaminérgica en neuronas presinapticas, donde participa en la liberacién y sintesis de DA
(Chergui y col., 2004; Moy vy Tsai, 2004), pero ademas esta quinasa juega un rol fundamental

en la sefializacion a través de DA vy sus

—
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Figura 14: Participacion de CDKS5 en la regulacién
de la funcién dopaminérgica. TH: tirosina hidroxilasa. ~ PKA en respuesta a la sefializacién a través
DA: dopamina. AC: adenilato ciclasa. AMPc: adenosina
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responsable de desfosforilar a sustratos de PKA (Hemmings y col., 1984). Esta inhibicion
resulta en la estabilizacion de los residuos fosforilados por PKA, aumentando la eficiencia de
la sefializacion a través de D1/AMPc/PKA (Figura 15).

Los niveles de fosforilacion en la Tre34 pueden ser disminuidos por medio de la
activacioén de receptores D2 en neuronas que coexpresan receptores D1y D2, en respuesta a
la inhibicion de los niveles de AMPc/PKA (Nishi y col., 1997; Lindskog y col., 1999) . Ademas,
DARPP-32,7.34 €s desfosforilada por la fosfatasa PP2B, la cual es activada por la entrada de
Ca®* mediada por receptores NMDA (Halpain y col, 1990), indicando que DARPP-32
funcionaria también como un integrador entre sefiales dopaminérgicas y glutamatérgicas.

Por otro lado CDKS5, fosforila a DARPP-32 en la Tre 75 (DARPP-32,m.75), lo que
previene la fosforilacion de esta ultima por PKA. Ademas, esta fosforilacién convierte a
DARPP-32,me7s en un potente inhibidor de PKA (Bibb y col., 1999). Esto produce una
atenuacion de la sefializacion de la via a través de D1, tanto al inhibir PKA como al liberar a
PP1 de su inhibicion, permitiendo a este ultimo desfosforilar a los sustratos de PKA vy
evitando la propagacion de la sefial iniciada por D1 (Nishi y col., 2000). Finalmente PKA activa
a PP2A, la cual desfosforila a DARPP-32 175 (Nishi y col., 2000). Estos datos demuestran que
CDKS5 es un importante regulador de la sefializacion dopaminérgica, regulando la sefializacion
a través de PKA y que ademas existe un equilibrio dindmico y antagdnico entre CDK5 y PKA el

cual es integrado mediante la proteina DARPP-32 (Nishi y col., 2000).

DA DA

|

PKA — PP2A pm e PP2A
/ CDK5/p35 CDKS/pBS
P
Sustratos ustrams
I'."rl34 Irc?s

Tre34 Tra7s . DARPP-32

| |

PP1 PP1

| DARPP-32

Figura 15: Regulacion de la eficiencia de la neurotransmisién dopaminérgica por medio de la proteina DARPP-32.
El grafico sefiala como dopamina regula a DARPP32 y a la vez como DARPP32 puede regular a DA. Se observa
que tanto PKA como CDK5 convergen en DARP32, donde se observa la existencia de un equilibrio dinamico y
antagonico entre CDK5 y PKA. DA: dopamina. PKA: proteina quinasa A. PP1:proteina fosfatasa 1. PP2B: proteina
fosfatasa 2. P: fosfatos. Tre34: treonina 34. Tre75: treonina 75. Modificado de Nishi y col., 2000.
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CDK5 en aprendizaje y memoria.

CDKS5 participa en procesos de aprendizaje y memoria, especialmente modulando
mecanismos de plasticidad sindptica. CDK5 actda en el establecimiento de aprendizajes
asociativos dependientes de hipocampo, medido como condicionamiento de miedo
dependiente del contexto y mediante el aprendizaje de claves contextuales en el laberinto de
Morris, pero no en aprendizajes dependientes de amigdala como el condicionamiento a un
tono (Fischer y col., 2005). Se ha demostrado que la activacidn transitoria de CDK5 mediada
por p25 durante periodos cortos de tiempo, facilita la adquisicion de aprendizajes
condicionados al ambiente; este proceso seria mediado por un aumento de la funcién del
receptor NMDA debido a la activacién de CDK5; lo que coincide con un aumento en la
induccién de LTP, un tipo de plasticidad sinaptica relacionada con la formacién de memorias
(Fischer y col., 2005). Ademas, se ha demostrado que la actividad de CDK5 se encuentra
aumentada durante procesos de aprendizaje contextual. Complementario a esto, ha sido
demostrado que la inhibicion farmacolégica de CDK5 bloquea la induccién de LTP
dependientes de NMDA (Fischer y col., 2002) y que ratones p35KO presentan problemas de
aprendizaje espacial y un umbral aumentado para la generacién de LTP (Cheung y col., 2006).

Ademas, se ha propuesto que CDK5 participaria en la formacion de nuevos
aprendizajes a través de la formacién de nuevas sinapsis, por medio de la regulacién de
componentes del citoesqueleto relacionados con estos procesos (Fischer y col., 2005).

Por otro lado, se ha citado que CDK5 inhibe el proceso de extincién de aprendizaje
de miedo condicionado al ambiente. En situaciones basales, CDK5 inhibiria procesos de
extincion al encontrarse unida a membranas, donde bloguea la funcion de PAK1. La actividad
de PAK1 es crucial en procesos de extincidén al permitir la remodelacion de conexiones
sindpticas previamente formadas. Durante la extincion, con el trascurso del tiempo, la falta
de estimulacion de CDK5 produciria que esta se disocie de la membrana, separandose de
PAK1 y liberando a esta de su tono inhibitorio, permitiendo asi |a iniciacion o facilitacion de la
sefializacion relacionadas con la extincién de aprendizajes (Sananbenesi y col., 2007).

CDKS5 en sensibilizacién v a adiccion a psicoestimulantes.

Se ha demostrado que CDKS5 participa en mecanismos de adiccion y sensibilizacion a
drogas de abuso, especialmente a psicoestimulantes. Es conocido que todas la drogas de

abuso producen aumentos de la liberaciéon de DA en Stry NAc, lo que esta relacionado con
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los procesos que desencadenan en adiccién y sensibilizacion (Benavides y Bibb, 2004).
Algunos autores han propuesto que el abuso de drogas puede ser considerado como un
aprendizaje aberrante a través de mecanismos de plasticidad mediados principalmente por
DA. CDK5 participaria en estos procesos ejerciendo su modulacién de la funcidn
dopaminérgica por medio de la proteina DARPP-32 (Bibb y col., 2001; Nestler, 2001).

Los psicoestimulantes como COC y ANF actuan al inhibir la remocion de DA del
espacio sinaptico, produciendo un incremento de ésta en la cavidad sindptica. Este aumento
de la cantidad de DA estimula la fosforilacion de DARPP-32r.34 por medio de la sefializacion
a través de D1/PKA; la fosforilacion de DARPP-32,r.34 €S necesaria para los efectos a corto y
largo plazo inducidos por este tipo de drogas (Zachariou y col., 2006). Esto produce a la vez
un aumento en la actividad de CDK5, la cual fosforila a DARPP-32,1.75 con el fin de
restablecer el balance en la sefializacién dopaminérgica. Este hecho es apoyado por la
observacion que los inhibidores de CDK5 aumentan la respuesta a COC o ANF (Bibb y col,,
2001).

Por otro lado, administraciones repetidas de psicoestimulantes producen un
aumento de los niveles del factor de trascripcién AFosB que tiene entre otros blancos al gen
de CDKS5, incrementando de forma perdurable los niveles de sintesis de CDK5 y p35 (Bibb y
col., 2001). Esta desregulacion de los niveles de CDK5/p35 producen un aumento crénico de
la actividad de este complejo, produciendo a la vez, mayores niveles de DARPP-32mess
(Takahashi y col., 2005). Esto ultimo se traduce funcionalmente en una menor capacidad de
la DA en activar a PKA, lo cual produce cambios permanentes en el estado de fosforilacién de
los sustratos de esta quinasa. Ademas, se ha citado que exposiciones prolongadas a COC vy
ANF producen aumentos en espinas y ramificaciones dendriticas, lo que estaria relacionado
con cambios adaptativos a largo plazo (Robinson y Kolb, 1999, 2004) .

Por otro lado, se ha demostrado que CDK5 no solo participaria en el establecimiento
de la adiccién sino también en procesos mas rapidos como la sensibilizacién a
psicoestimulantes. Sensibilizacion se refiere al aumento progresivo y persistente del efecto
producido por un psicoestimulantes en respuesta a las sucesivas administraciones
(Vanderschuren y Pierce, 2010). Este es un proceso muy rapido, el cual puede observarse
luego de una Unica dosis de ANF o dos de COC (Vanderschuren y col., 1999; Valjent y col.,

2010). Se ha demostrado que CDKS5 participa activamente en procesos de de sensibilizacion a
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AMF a través de un aumento transitorio de los niveles de p25, acompafiado de un aumento
de los niveles de PAK1, los cuales podrian estar relacionados con los con cambios
estructurales adaptativos responsables del establecimiento de la sensibilizacion (Mlewski y

col., 2008).
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OBIJETIVOS E HIPOTESIS.

OBJETIVO GENERAL.

El conjunto de resultados obtenidos, durante las Ultimas décadas, en relacién a la
patofisiologia del TDAH convergen en sefialar que disfunciones en el sistema dopaminérgico
serian las responsables en el establecimiento de los mecanismos neuronales aberrantes que
producirian este trastorno.

Gran cantidad de evidencias indican que el complejo CDK5/p35 es un componente
clave en la sefializacion dopaminérgica. A través de la regulacion de la neurotransmision
dopaminérgica, CDK5 podria modular funciones complejas como locomocién, atencién,
aprendizaje y memoria; funciones que suelen estar alteradas en el TDAH. Ademads, se ha
demostrado que CDK5 participa en la modulacion de los efectos a corto y largo plazo de la
administracion de psicoestimulantes, el tipo de farmacos mas ampliamente utilizados en el
tratamiento de este trastorno. Estas observaciones nos motivaron a pensar que las
alteraciones en la funcion de CDK5, actuando a través de componentes de la maquinaria
sinaptica dopaminérgica, podrian estar relacionadas con los mecanismos neurobioldgicos
gue producen los comportamientos tipicos encontrados en el TDAH.

Dada la alta prevalencia del TDAH en niflos de edad escolar y adolescentes y
teniendo en cuenta que su etiologia es aun desconocida, consideramos que es de gran
importancia indagar acerca de los eventos y mecanismos celulares y moleculares que
subyacen al desarrollo de este tipo de desorden. Asi, la aproximacién a la reproduccién de
esta neuropatologia, mediante el uso de un modelo animal que implica la alteracion en la
funcion del complejo CDK5/p35 que podria recapitular aspectos clinicos, constituye una
herramienta muy poderosa para el estudio de los mecanismos celulares y moleculares
relacionados a este sindrome.

Con estas consideraciones en mente, el objetivo general de esta tesis fue estudiar la
posible asociacion entre el complejo CDK5/p35 vy el Trastorno por Déficit de Atencion con
Hiperactividad por medio del estudio conductual, bioquimico y farmacolégico de un ratén

genéticamente modificado (knock-out, KO) que carece del activador p35 (raton p35K0).
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HIPOTESIS

La hipdtesis general de este trabajo es que la alteracién de la funcion del complejo
CDK5/p35 provoca un desbalance en la homeostasis de la transmision sinaptica
dopaminérgica, lo que produce en el ratén p35KO el surgimiento de una serie de
comportamientos aberrantes similares a los encontrados en diferentes modelos animales del
Trastorno por Déficit de Atencion con Hiperactividad, recapitulando caracteristicas clinicas,

bioquimicas y farmacoldgicas de este desorden.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

(1) Comparar la actividad locomotora espontanea de ratones tipo salvaje (WT, controles) y
p35KO tanto juveniles como adultos

(2) Estudiar el efecto de la administracién de diferentes dosis de los psicoestimulantes d-
anfetamina y metilfenidato sobre el perfil locomotor de ratones de ambos genotipos.

(3) Evaluar si los ratones p35KO presentan menor inhibicion comportamental y/o ansiedad
(4) Valorar los efectos de la pérdida de funcidon de la proteina p35 en la sintesis y
acumulacion de DA en Str de ratones p35KO juveniles y adultos y su modulacion por
psicoestimulantes.

(5) Estudiar los niveles de DOPAC como un indicador de la utilizacion de DA en los ratones
p35KO juveniles y adultos, tanto en condiciones basales como luego del tratamiento con
psicoestimulantes.

(6) Analizar el efecto de la activacion y de la inhibiciéon farmacoldgica de los receptores
dopaminérgicos D1 en la actividad locomotora de ratones p35KO juveniles.

(7) Determinar las consecuencias de la activacién e inhibicion farmacologia de los

receptores de DA D2 en la actividad locomotora de ratones p35KO juveniles.
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MATERIALES y METODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
Cria y mantenimiento

La cria y el mantenimiento de los animales de experimentacion se realizd en el
Bioterio del Instituto de Investigacion Medica Mercedes y Martin Ferreyra. Los ratones
fueron mantenidos con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con el encendido de las luces a
las 8 horas y el apagado a las 20 horas, con temperatura constante de 222C y acceso libre a
comida y agua. Los animales se alojaron en cajas de plastico o plexiglas las cuales se
cambiaron dos veces a la semana por cajas limpias y viruta fresca. Los animales se
mantuvieron con ambos progenitores hasta el destete, el dia 21 postnatal y se mantuvieron
separados por sexo hasta el dia de experimentacién. En esta tesis solo se utilizaron animales
machos.

Durante la realizacion de los experimentos comprendidos en las secciones 1, 2y 3
de Resultados, los animales fueron mantenidos en cajas estandar de pldstico opaco de
(30x40x25 cm ancho/largo/alto) cerradas por una reja superior, expuestas al ambiente del
bioterio. Sin embargo, debido a construccion de un nuevo bioterio y a las reformas del
bioterio existente, los ratones utilizados para los experimentos comprendidos en la seccion 4
de Resultados, se criaron y mantuvieron hasta el dia del destete en condiciones libres de
patdgenos. Esto se realizé mediante cajas microaisladas cerradas herméticamente (20x32x13
cm ancho/largo/ancho, de plexiglas semitransparente, con un suministro individual por caja
de aire estéril a través de filtros HEPA®. Todos los elementos utilizados en el mantenimiento
de estos animales, incluidos agua, comida, virutas y las cajas de alojamiento, fueron
previamente esterilizados. Ademas, con el fin de asegurar las condiciones sanitarias de los
ratones, todas las manipulaciones de estos se realizaron dentro de una mesa de flujo laminar.

Ratones transgénicos

En esta tesis se utilizo una cepa de raton genéticamente modificado que carece
(knock-out, KO) de la proteina p35 (p35K0). Esta mutacion consiste en una sustitucién
completa de la regién del gen CDK5r1 que codifica para la proteina p35, por un “cassette”

que le confiere resistencia al antibiético neomicina (Figura 16). Esta mutacion produce un
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transcripto trunco, carente de funcién y rdapidamente degradable, que funcionalmente
resulta en la perdida de la proteina p35 (Chae y col., 1997).

Los ratones p35KO fueron un generoso regalo a nuestro laboratorio por parte de la
doctora Li-Hue Tsai. Estos fueron generados en un fondo o “background” genético hibrido
129/Sv-C57BI/6 y fueron posteriormente retrocruzados hasta obtener el bakground puro de
la cepa C57BI/6 (Chae y col., 1997).

Como animales control se utilizaron ratones del tipo salvaje (WT). Tantos los ratones
pP35KO como WT utilizados en esta tesis, provienen de la cepa C57BL/6J, conteniendo un
100% del “background” genético de dicha cepa.

El mantenimiento de la colonia de ratones para experimentacion, se realizé mediante
cruzamientos entre ratones heterozigotas para la mutacion en el gen de p35. A partir de

estos cruzamientos se obtuvieron tanto los animales parentales como de experimentacién.
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Figura 16: Esquema de generacion del ratén p35KO. a. Vector conteniendo el “casette” de neomicina (neo). b. Gen
CDK5r1 enddgeno, que codifica para la proteina p35, mostrando el marco de lectura abierto (ORF). Las lineas
punteadas indican homologia de secuencias entre el vector y el gen endégeno. ¢c. Gen mutado donde el ORF fue

reemplazado por el “casette” de neo. Modificado de Chae y col., 1997.

GENOTIPIFICACION DE LOS RATONES p35KO y WT.
La genotipificacion de los ratones se realizd mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) a partir de ADN gendmico obtenido de una muestra de tejido

de la cola del animal. La toma de la muestra de tejido de los animales usados como
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parentales se llevd a cabo dentro de la primera semana después del destete de los mismos,
mientras que los animales utilizados en los experimentos fueron genotipificados al finalizar
los mismos.

Obtencion de la muestra de tejido

La toma de la muestra de tejido se realizé en animales anestesiados con una dosis
de 90 mg/kg de ketamina y 10 mg/kg de xilazina diluidas en solucién salina estéril (Sal, NaCl
0,9%), inyectada intraperitonealmente (i.p.). El estado de anestesia profunda se comprobd
mediante la ausencia de un reflejo flexor al ejercer una pequefia presiéon en el extremo de la
cola del animal. A continuacién, mediante un bisturi estéril se cortd una muestra de
aproximadamente 2-3 mm del extremo de la cola del ratén, e inmediatamente se cauterizo
dicha zona. Adicionalmente, con el animal aun anestesiado, estos fueron numerados
mediante pequefias incisiones en las orejas para su futura identificacion.

Extraccidn y purificacion del ADN genémico

La extraccién del ADN gendmico a partir de la cola de los ratones se llevé a cabo mediante la
digestion del tejido y la posterior purificacion del ADN. La digestion se realizd mediante la
enzima Proteinasa K (Promega, Oregon, EEUU). Para esto, las muestras de tejido fueron
colocadas en un microtubo estéril tipo Eppendorf, con 500 ul del buffer de digestién (200
mM NaCl, 100 mM Tris pH 8,5, 2% SDS y 5 mM EDTA pH 8) al cual se le agregd 0.2 ug de
Proteinasa K disuelta en 10 mM CaCl y 50 mM Tris (pH 8) y se incubaron a 552C durante toda
la noche.

A continuacién, las muestras fueron centrifugadas a 14.000x g a 49C durante 10
minutos (min), obteniéndose una fase acuosa y un precipitado conteniendo los restos de
tejidos no digeridos. La fase acuosa conteniendo el ADN se transfirid a otro microtubo y se le
agregd un volumen igual de isopropanol frio; seguido de esto, la muestra se agitd
suavemente hasta observar la formacién de un pequefio precipitado. Esta muestra se
centrifugd nuevamente a 14.000x g a 4°C durante un periodo de 10 min y se descarté el
sobrenadante, quedando el precipitado de ADN adherido al fondo del tubo. El precipitado se
lavd con etanol 80% centrifugandolo 5 min a 14.000x g a 42C y eliminando el sobrenadante;
este paso se realizo dos veces, el primero con 500 ul de etanol y el segundo con 200 ul. A

continuacion, se dejo secar el ADN durante 30 min y luego se agregaron 50 ul de H,0 MilliQ®
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autoclavada y se incubd la muestra durante 30 min a 372C, con el fin de facilitar la
resuspension del ADN. La muestra se guardd en un freezer a -202C hasta su utilizacion.
Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Para determinar el genotipo de los animales, por cada muestra se realizaron dos
reacciones diferentes. La primera, revela la presencia del gen de p35 enddgeno, para la cual
se utiliza un primer (o cebador) denominado Up (3'-ACGCAGATCCGCAGGACTAAAC-5") que
hibridiza con los segmentos iniciales del gen de p35 y un segundo primer, designado Down
(3'-CAGAGCATGTAGAGGAAGACC-5"), el cual reconoce una secuencia interna del gen en la
cadena complementaria a la anterior; esta reaccién produce un fragmento de
aproximadamente 750 pares de bases (pb). La segunda reaccién utiliza, también, el primer
UP, va que la regidén inicial del gen no se encuentra delecionada en el ratén p35KO0, sin
embargo, utiliza un primer denominado Neo (3'-GGAGAGGCTATTCGGCTATGACACA-5') el cual

Ill

hibridiza con el “cassette” de neomicina utilizado para reemplazar el gen de p35 en estos
ratones; esto produce la amplificacion de un fragmento de aproximadamente de 1300 pb .
De acuerdo a esto, en los animales WT solo es positiva la reaccion Up/Down, mientras que
en los ratones p35K0 solo amplifica la reaccion Up/Neo. En animales heterozigotas, ambas
reacciones son positivas debido a la presencia del gen enddgeno y del mutado.

Ambas reacciones se desarrollaron simultdneamente vy utilizaron idénticos
parametros de amplificacion. La reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl
conteniendo 2,5 mM MgCl, 0,25 mM dNTPs, 10 pmoles de cada primer (Up/Down o
Up/Neo), 1 unidad de Taq polimerasa y 0,5 ng de ADN. Las reacciones fueron realizadas en
un termociclador estandar de acuerdo al siguiente programa: 1-desnaturalizacion inicial: 2
min a 942C; 2-desnaturalizacién: 1 min a 949C, 3-hibridizacion:1 min a 542C; 4-elongacion: 2
min a 729C y 5-Elongacién final: 7 min a 722C. Las etapas 2 a 4 se repitieron por 35 ciclos.

Los productos de PCR se revelaron mediante electroforesis en un gel de agarosa 0,8% en
Buffer TAE (40 mM Tris, 20 mM 4&cido acético, 1 mM EDTA) conteniendo 0,01% (v/v) de

bromuro de etidio. La presencia de las bandas de los productos de amplificacién fueron

detectadas mediante un transiluminador UV.
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EXPERIMENTOS CONDUCTUALES
Actividad locomotora espontanea

La actividad locomotora espontanea se midié en animales WT y p35KO en dos
edades diferentes: juveniles de 24 dias de edad postnatal y adultos entre 60 y 75 dias de
edad postnatal. Al momento del test los animales juveniles pesaron entre 9-11g, mientras
gue en los animales adultos el peso oscild entre 50-55g.

Este test se realizo en una sala especialmente acondicionada, ubicada fuera del
bioterio, aislada de ruidos exteriores y con condiciones de luz y temperatura idénticas a la de
las salas de alojamiento. Los animales fueron trasladados a la sala de experimentacion 30
min antes de comenzar el experimento, con el fin de permitirles aclimatarse a su nuevo
ambiente. Este experimento fue realizado entre las horas 10:00 a 15:00.

La actividad locomotora fue evaluada en un campo abierto circular de 40 cm de
didmetro construido de plexiglas opaco, registrada mediante una cdmara de video. A
continuacion, las grabaciones fueron analizadas sin conocer previamente el genotipo de los
animales. El campo abierto se dividid en el monitor en el cual se visualizd, en cuatro
cuadrantes idénticos y la actividad se registr6 como el nimero de cruces entre estos
cuadrantes cada 10 min por un periodo total de 70 min. Al final de cada test las cajas de
registro se limpiaron cuidadosamente con una solucion de isopropanol 10% (v/v) con el fin

de eliminar posibles claves olfativas.

Efectos de los psicoestimulantes en la actividad locomotora.

La respuesta a psicoestimulantes se midid de manera similar a la utilizada en el
apartado anterior, utilizando el mismo campo abierto, sala de experimentacion y forma de
evaluar la actividad locomotora. Este experimento, al igual que el anterior fue llevado a cabo
en el horario entre 10:00 a 15:00 horas.

Los animales se colocaron en la caja de registro durante un periodo inicial de 10
min, luego se les administréd el tratamiento farmacoldgico correspondiente y fueron
regresados a dicha caja, por 60 min mas. La actividad locomotora se registrd tanto durante

los 10 min previos a la inyeccion como en los 60 min subsiguientes a ésta.
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Cada raton fuer tratado con una Unica inyeccion de una de 3 dosis diferentes de d-
anfetamina sulfato (ANF; Parafarm, Argentina) o tres dosis diferentes de metilfenidato (MTF;
Ritalina®, Novartis, Argentina), ademas se utilizo Sal como control de inyeccién y vehiculo.
Las dosis elegidas fueron de 0,2; 0,5y 1,0 mg/kg de ANF 0 0,5; 1,0 y 2,0 mg/kg de MTF;
ambas drogas fueron disueltas en Sal y se inyectaron via i.p. en un volumen de 100 pl cada
10 g de peso del animal.

Se dosis se eligieron de acuerdo al criterio de utilizar dosis bajas, las cuales se
encuentren por debajo del umbral de sensibilizacion comportamental en |la bibliografia.

Evaluacion del rol de los receptores D1 y D2 en la actividad locomotora.

Este experimento se realizd de manera similar a las anteriores, sin embargo en esta
ocasion los test fueron realizados en una sala destinada a experimentos conductuales
ubicada dentro del bioterio y fueron realizados entre las horas 14:00 a 19:00. La actividad se
registré en el mismo campo abierto y con la misma metodologia que en los apartados
anteriores.

Con el fin de analizar el rol del receptor de DA D1 se utilizo una dosis de 0,05 mg/kg
del antagonista (R)-(+)-7-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzacepina
hidrocloruro, “SCH23390” (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EEUU) y 5,0 mg/kg del agonista
(#)-6-cloro-2,3,4,5-tetrahidro-1-fenil-1H-3-benzacepina hidrobromuro, “SKF81287” (Tocris
bioscience, Bristol, Reino Unido).

Para estudiar el papel de los receptores D2 dopaminérgicos en la actividad
locomotora, se utilizd una dosis de 0,5 mg/kg del agonista (4aR-trans)-4,4a,5,6,7,8,8a,9-
octahidro-5-propil-1H-pirazolo[3,4-g]quinolina hidrocloruro, “quinpirole” (QNP) (Tocris
bioscience) o dos dosis diferentes de 0,1 mg/kg o 0,03 mg/kg del antagonista 4-[4-(4-
Clorofenil)-4-hidroxi-1-piperindinil]-1-(4-fluorofenil)-1-butanona hidrocloruro, “haloperidol”
(HAL) (Tocris bioscience).

Los cuatro farmacos fueron disueltos en Sal e inyectados a los ratones via i.p., en un
volumen de 100 pl cada 10 g de peso. Se utilizo Sal como control de los efectos de la
inyeccion per se y del vehiculo.

Los animales recibieron los diferentes tratamientos e inmediatamente se colocaron
en el campo abierto y la actividad locomotora fue registrada cada 10 min por un periodo

total de 60 min.
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Laberinto en cruz elevado

El laberinto en cruz elevado (LCE) consiste en un aparato construido de plexiglas
opaco, en forma de cruz elevado a 40 cm del suelo. Este estd compuesto por dos brazos
abiertos y opuestos de 30 cm de largo por 5 cm de ancho cada uno y dos brazo
perpendiculares a estos, de las mismas dimensiones, pero cerrados por paredes de 16 cm de
alto. Los brazos abiertos no contaban con ningun tipo de baranda o borde.

Este test se llevd a cabo en un cuarto aislado del ruido y en condiciones de luz
tenue; los animales fueron llevados a dicha sala 30 min antes de comenzar el test, con el fin
de que se habituaran a su nuevo entorno. Este test fue realizado entre las 10:00 y 15:00
horas.

Al comienzo del test cada ratén fue colocado en el centro del laberinto mirando
hacia uno de los brazos cerrados. El numero de entradas a ambos brazos y el tiempo de
permanencia en estos se registrdo durante un total de 5 minutos, mediante una camara de
video y el posterior andlisis del mismo. Se considerd que el animal entré a un brazo cuando
las dos patas delanteras del mismo se encontraban dentro de dicho brazo. El analisis de las
grabaciones se realizd sin conocer previamente el genotipo de los ratones. Entre cada test, el
laberinto en cruz fue limpiado cuidadosamente con una solucién de isopropanol 10% (v/v)

con el fin de eliminar posibles claves olfativas.

EXPERIMENTOS BIOQUIMICOS
Tincién inmnohistoquimica de la enzima tirosina hidroxilasa

Ratones p35KO y WT fueron anestesiados con una sobredosis de hidrato de cloral
(0,1 ml/100g) y luego de comprobarse que estos se encontraban profundamente
anestesiados mediante la ausencia de reflejos flexores, fueron perfundidos
transcardiacamente con el fin de fijar el tejido cerebral. Para esto, en primer lugar, los
animales fueron perfundidos con una solucién lavadora (0,8% sacarosa, 0,4% NaCl y 0,4%
glucosa) con el fin de remover toda la sangre del sistema. A continuacion los ratones fueron
perfundidos con una solucion fijadora de 4% de paraformaldehido (Riedel-de Haen, Sigma-
Aldrich Lab GmbH, Seelze, Alemania) en buffer borato (10mM Na,B;0;, 150 mM NaCl, pH

7.5). Los cerebros fijados permanecieron dentro del craneo, envueltos en papel aluminio,
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durante toda la noche a 42C y luego fueron removidos y colocados en una solucion de
sacarosa 30%. Seguido de esto, los cerebros fueron cortados coronalmente cada 40 um,
mediante un micrétomo de congelacion (Reicher-Jung Hn40, Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania) y las secciones fueron recolectadas de manera serial y procesadas para
inmunohistoquimica.

Las secciones fueron lavadas tres veces en buffer KPBS (137mM NaCl, 10mM
Na,HPO,, 2.7 mM KClI y 2mM KH,PO,) para remover los restos de fijador. Previo a la
inmunotincién, las secciones fueron colocadas en una soluciéon de 3% de perdxido de
hidrégeno (H,0,) y 10% metanol durante 60 min con el fin de eliminar las peroxidasas
endogenas.

Luego, los cortes, fueron colocadas en un buffer de bloqueo conteniendo 5% de
suero normal equino (NHS) en buffer KPBS. Seguido de esto, las secciones fueron
transferidas directamente a una solucion conteniendo el anticuerpo monoclonal anti-tirosina
hidroxilasa (anti-TH) (clon LNC1, generado en ratén, Chemicon int., Bellerica,MA. EEUU)
diluido 1:1000 en 1% NHS, 0,05% Tritén X 100 en KPBS, en agitacion suave, a 49C, durante 48
hs.

Luego de la incubacion, las secciones fueron lavadas 3 veces con buffer fosfato
salino (PBS, 145 mM NaCl, 90 mM Na,HPO,y 13 mM NaH,P0,) y se colocaron durante 2 hs
en una solucién de 1% NHS en PBS, conteniendo 1:100 de un anticuerpo biotinilado anti-IgG
de raton (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EEUU). A continuacion, las secciones se
lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con un complejo avidina/peroxidasa (Vectastain ABC
Kit, Vector Laboratories) en PBS con 1% NHS por 2 hs. Seguido de esto, las secciones se
lavaron 2 veces en PBS y se sumergieron en una solucién de 0,05% 3,3'diaminobenzidina
tetrahidrocloruro y 0,005% H,0, para visualizar el producto de reaccién. La reaccién se
detuvo con PBS vy las secciones marcadas fueron colocadas sobre cubreobjetos. A
continuacion, las preparaciones fueron deshidratadas en una solucion de xileno y se
montaron mediante el medio de montaje DPX (Fluka, Biochemika, Sigma Aldrich, Chemie
GmbH, Steinheim, Alemania). Las secciones fueron luego examinadas mediante un

microscopio Olympus CX40 (Tokyo, Japdn).
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Andlisis por western blot de los niveles de tirosina hidroxilasa.

Ratones p35K0O y WT fueron sacrificados mediante decapitacion y el cerebro fue
rapidamente removido sobre hielo. Del cerebro de los animales se disecd Stry NAc y éstos se
homogenizaron en buffer RIPA (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Triton X 100, 0,1%
dodecil sulfato de sodio (SDS) y 0,5% deoxicolato de sodio), conteniendo un coéctel de
inhibidores de proteasas y fosfatasas (1 ug/ml aprotinina, 1 ug/ml leupeptina, 1 ug/ml
pepstatina A, 100 ug/ml fenilmetilsulfonilfluoro (PMSF), y 0,2 mM ortovanadato de sodio;
Sigma-Aldrich), en un volumen final de 200 y 400 ul de RIPA frio, para NAc y Str
respectivamente, con un homogeneizador con embolo de vidrio dentro de un recipiente de
hielo.

Las muestras homogeneizadas se centrifugaron durante 15 min a 14.000 x g vy se
recuperd el sobrenadante. A partir de éste, se determino la concentracion de proteinas
totales mediante el método de Lowry, utilizando un kit comercial (DC Protein Assay Kit, Bio-
Rad Laboratory, Hercules, CA, USA) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. A
continuacion, se agregd a las muestras de proteinas una cantidad de Laemmli 4X (8% SDS,
40% glicerol, 20% 2-mercaptoetanol y 0.01% azul de bromofenol) equivalente a 0,25
volimenes de muestra y estas se incubaron durante 5 min a 1009C.

A continuacién, 25 ug de proteina total por muestra fueron separados mediante
electroforesis en geles de 10% de acrilamida/bisacrilamida conteniendo 10% de SDS. La
electroforesis se realizd en un buffer conteniendo 25 mM Tris, 192 mM glicinay 1 % SDS, y el
gel fue corrido electroféreticamente a un voltaje constante de 150V, durante
aproximadamente 90 min, hasta que el frente de corrida del mismo desapareciera. Una vez
finalizada la electroforesis, las muestras fueron transferidas desde el gel a membranas de
Polivinildeno difloruro (PVDF, Amersham Life Science, Buckinghamshire, Reino Unido) en un
buffer igual al usado en el paso anterior, pero conteniendo 20% de metanol. La trasferencia
se llevo a cabo durante 90 minutos a un amperaje constante de 270 mA. Una vez transferidas
las proteinas, las membranas fueron tefiidas con una solucion de 0.2% Ponceau S (Sigma
Aldrich) y 2% de acido acético con el fin de visualizar la correcta transferencia y fueron
posteriormente lavadas con buffer tris salino (TBS, 20 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl) hasta

gue las marcas desaparecieran completamente.
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Seguido de esto, las membranas fueron bloqueadas con 5% de leche descremada en
polvo en TBS con 0,05% Tween 20 (TBS/Tween) durante 1 hs, con el fin de evitar uniones
inespecificas del anticuerpo con la membrana. A continuacién, se incubaron toda la noche a
42 con el anticuerpo anti-TH diluido 1:1000 en 1% de leche en TBS/Tween. Luego de la
incubacion, el anticuerpo fue removido y las membranas recibieron tres lavados de 15
minutos con TBS/Tween.

Seguido de esto, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa anti-IgG de raton (anti-mouse IgG-HRP, Jackson ImmunoResearch
Laboratory, West Grove, PA, EEUU) en un dilucién 1:2000, en 1% leche en TBS/Tween
durante 1 hs a temperatura ambiente y luego se lavaron nuevamente 3 veces con
TBS/Tween. Finalmente, las membranas fueron reveladas mediante quimioluminiscencia
utilizando un kit comercial (ECL, Amersham Life Science). La presencia de las bandas se
detecté mediante autoradiografia utilizando placas radiograficas de uso médico (Agfa X ray
film, Buenos Aires, Argentina).

Una vez concluida la etapa anterior, se procedidé a la remocién de los anticuerpos
primarios de la membrana mediante una incubacién de 5 min en una solucidon de 5N NaOH.
Luego, la membrana se lavé 5 veces con TBS/Tween y se incubd durante una hora, a
temperatura ambiente, con un anticuerpo anti a-tubulina total generado en ratén (clon
DM1A, Sigma-Aldrich), en una diluciéon 1:2000 en TBS/Tween. A continuacion la membrana
fue lavada 3 veces y revelada mediante quimioluminiscencia y autoradiografia de la misma
forma mencionada en el paso anterior.

Las autoradiografias fueron luego digitalizadas por medio de un scanner y el analisis
densitométrico de las bandas se realizé mediante el uso del sofware Scion Image for
Windows (Scion Corporation Frederick, MD, EEUU). Los valores densitométricos de TH se
normalizaron con respecto a los de a-tubulina y dichos valores fueron utilizados para el

posterior analisis estadistico.
Determinacion de los niveles de DA, DOPAC y I-DOPA.

Los niveles de DA y DOPAC se midieron en ratones WT y p35KO juveniles y adultos.

Esta determinacion se realizd tanto en condiciones basales (es decir en animales que no
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recibieron ningun tipo de tratamiento), como asi también en animales tratados con ANF o
MTF.

Para determinar el efecto de los psicoestimulantes en los niveles de DA y DOPAC, los
ratones p35K0O y WT fueron tratados con una dosis via i.p. de 0,5 mg/kg ANF, 0,5 mg/kg MTF
o Sal, 30 min antes de ser sacrificados.

Para determinar los niveles de |-DOPA, esta se midid 30 minutos después de que los
ratones recibieran una dosis del inhibidor 3-hidroxibencilhidracina dihidrocloruro, “NSD-
1015” (Sigma-Aldrich), el cual bloquea la conversion de |-DOPA a DA. Esta determinacion se
llevo a cabo solo en animales juveniles.

La determinacién de DA, DOPAC y I-DOPA se realizé con la misma metodologia. Los
animales fueron sacrificados por decapitacion y el Str fue rapidamente removido en hielo y
pesado en una balanza ultra sensible. El Str fue homogeneizado y desproteinizado en 400 pl
de 0,2 M &cido perclérico (H,PO,.) en un homogenizador con émbolo de vidrio. Las muestras
obtenidas fueron centrifugadas a 14.000x g durante 15 min a 49C y el sobrenadante se filtro
a través de membranas de PVDF de 0,22 um de poro (Millipore, Sao Paulo, SP, Brazil).

Los niveles de DA, DOPAC y I-DOPA fueron analizados mediante cromatografia
liquida de alta presion (HPLC) con deteccion electroquimica. Solo para la deteccidn de DA, se
realizé previamente una extraccion en oxido de aluminio estandarizada para adsorcién
cromatografica(Revol y col., 1994). DA, DOPAC y I-DOPA fueron separados en una columna de
fase reversa (Zorbax Eclipse XDB, C-8, 4.6 x 150 mm, 3,5 um, Agilent Technologies, Inc. Santa
Clara, CA, EEUU) con una fase movil compuesta de 0,03 M 4cido citrico monocloro-acético,
0,1 mM EDTA, 5 mM KCl y 3% acetonitrilo (pH 3,2). La tasa de flujo fue de 0,8 ml/min vy se
detectd mediante un electrodo de 3 mm de vidrio/carbono (HP 1049) a +0,75V. El volumen
de inyeccion fue de 80 pl y el cromatograma resultante fue analizado a través de la interfase

HP 1100 ChemStation (Agilent Tech, inc.)

ANALISIS ESTADISTICO.

Los analisis estadisticos utilizados fueron realizados mediante el sofware Statistica,
version 7.0 (Statsoft inc., Tulsa, OK, EEUU). Los test estadisticos realizados se describen

conjuntamente con los resultados. En todos los casos se utilizaron andlisis de la varianza
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(ANOVA) y el numero de vias de estos dependié del nimero de factores y del disefio de cada
experimento. El test a posteriori de Duncan fue utilizado como prueba post hoc en todos los
casos en las que éstas fueran necesarias. Valores p<0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos. Todos los resultados se expesan como la media de las

mediciones + error estandar de la media.
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RESULTADOS

SECCION 1: CARACTERIZACION CONDUCTUAL DEL RATON p35KO.

1.1 Los ratones p35KO exhiben hiperactividad locomotora a edades juveniles.

Se analizé la actividad locomotora espontanea en ratones p35K0 y WT juveniles, de
24 dias de edad y adultos, de entre 60y 75 dias, en el paradigma de campo abierto durante
70 min. El andlisis de la actividad locomotora a lo largo del test se realizd mediante un
ANOVA de dos vias (genotipo x edad). Este ANOVA reveld un efecto principal del genotipo
(F(1,18)=30,415 p<0,001), de la edad (F(1,18)=49,052, p<0,001) y de la interaccién entre
ambos factores (F(1,18)=21,344 p<0,001). El uso del test a posteriori de Duncan indicd un
aumento estadisticamente significativo en la actividad locomotora de los ratones juveniles
pP35KO con respecto a los animales WT (p<0,001). Ademas, este test demostrd que la
actividad locomotora total de los ratones p35KO juveniles es mayor que la de los ratones
pP35KO adultos (p<0,001). A su vez, no se encontraron diferencias significativas entre los
animales p35KO y WT adultos ni tampoco entre los ratones WT de ambas edades (Figura
17a). En este experimento se utilizaron en total 6 ratones p35KO adultos, 4 WT adultos, 6
pP35KO juveniles y 6 WT juveniles.

Para evaluar si el patron de la actividad locomotora a lo largo del tiempo difiere
entre ratones p35KO y ratones WT, esta se analizé cada 10 min a lo largo de los 70 min del
test, en las dos edades por separado. Estos datos se analizaron mediante un ANOVA dos vias
de medidas repetidas (genotipo x tiempo) y las posibles diferencias en cada tiempo se
determinaron mediante un ANOVA de una via entre ambos genotipos (Figuras 16b y 16c).

En ratones juveniles, se observé un efecto principal de genotipo (F(1,10)=37,273
p<0,001), de tiempo (F(6,60)=2,325, p=0,044) y la interaccién entre ambos factores
(F(6,60)=5,383 p<0,001). Con respecto a la variacion de la actividad locomotora en ratones
p35KO a lo largo del test, se observé un aumento en la actividad locomotora entre los
minutos 20 al 40 con respecto al tiempo inicial, como se comprobd mediante el test a

posteriori de Duncan (todos los p<0,022), mientras que en los tiempos restantes (50-70 min)
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Figura 17: Actividad locomotora de ratones p35KO y WT. I Actividad locomotora espontanea total de ratones
p35KO y WT juveniles y adultos durante 70 minutos de evaluacion. Las barras representan la media de la actividad
locomotora de los ratones. Un ANOVA de dos vias (genotipo: F(1,18)=30,415 p<0,001); edad (F(1,18)=49,052,
p<0,001);interaccion (F(1,18)=21,344 p<0,001), seguido por el test a posteriori de Duncan indicé diferencias
significativas entre ratones p35KO y WT juveniles (p<0,001) y entre ratones p35KO juveniles con respecto a los adultos
(p<0,001). I y I Curva temporal de la actividad locomotora de los ratones p35KO y WT juveniles (b.) y adultos (c).
Cada punto representa la media de la actividad en intervalos de 10 minutos. El analisis estadistico indica diferencias
significativas a partir de los 10 min entre ratones juveniles de ambos genotipo (ANOVAS de una via individuales en cada
tiempo, todos los F>13,589 y todos los p<0,05), sin embargo en ratones adultos no se encuentran diferencias en ningin
tiempo. WT: juveniles: WT n=6, p35KO n=6; adultos WT n=4, p35KO n=6. Las barras de error representan el error

estandar de la media *p<0,05;**p<0,01.

no se observaron diferencias significativas con respecto al primer intervalo de tiempo,

indicando que la actividad locomotora de estos ratones se mantiene elevada a lo largo de
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todo el test. Por otro lado, en los animales WT, se observd una disminucion de la actividad
locomotora a medida que progresé el tiempo de la evaluacion, en el cual el test a posteriori
de Duncan indicé diferencias significativas entre el tiempo 10 min y todos los periodos de
tiempo siguientes (todos los p<0,027), pero no encontrandose diferencias entre estos
tiempos, lo cual indica que los ratones WT experimentan una disminucién de su actividad
locomotora de los primeros 10 min test y se mantiene baja durante todo el tiempo restante
(Figura 17b).

Finalmente, se comparo la actividad locomotora entre los ratones p35KO y WT en
cada intervalo temporal, para esto se realizaron ANOVAs de una via (genotipo) individuales
en cada tiempo. Este andlisis indicd que la actividad locomotora de los ratones p35KO es
mavyor a la de los ratones WT durante todo el test, excepto en los 10 min iniciales (todos los
F>13,589 y todos los p<0,05) (Figura 17b), lo cual se complementa con la observacion
anterior, indicando que durante todo el test la actividad locomotora de los ratones p35KO se
mantiene elevada.

En contraste a lo anterior, el analisis de la curva temporal de actividad locomotora
de ratones adultos solo sefiald un efecto del factor tiempo (F(6,48)=15,951 p<0,001, ANOVA
de dos vias, medidas repetidas), pero no asi de genotipo, ni de la interaccién entre ambos
factores. En estos ratones, se observa que la actividad locomotora presenta una tendencia a

disminuir a medida que progresa el tiempo del test en ambos genotipos (Figura 17c).

1.2. Los ratones p35K0 responden de manera paradojal a psicoestimulantes.

Los farmacos que afectan la neurotransmisiéon dopaminérgica como ANF o MTF
producen una disminucién de la actividad locomotora en ratas y ratones utilizados como
modelos de TDAH (Sagvolden y col., 2005b). Teniendo esto en cuenta, decidimos evaluar los
efectos de estos psicoestimulantes en la actividad locomotora de ratones p35KO y WT. Para
esto, tratamos a ratones de ambos genotipos con tres dosis de ANF (0,2; 0,5 y 1,0 mg/kg),
tres dosis de MTF (0,5; 1,0 y 2,0 mg/kg) y Sal como control. En este experimento se utilizaron
en total 48 ratones p35K0 y 38 WT, distribuidos de la siguiente manera: Sal, 6 p35K0, 6 WT;
ANF 0,2: 6 p35KO, 7 WT; ANF 0,5: 6 p35KO, 7 WT; ANF 1,0: 10 p35KO, 6 WT. MTF 0,5: 8
p35KO0, 5 WT; MTF 1,0: 6 p35KO, 5 WT, MTF 2,0: 6 p35K0O, 4 WT.
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En los animales tratados con ANF, un ANOVA de dos vias (genotipo x tratamiento)
evidencié un efecto principal del genotipo (F(1,44)=32,905 p<0,001), del tratamiento
(F(3,44)=3,341 p=0,028) y de la interaccion entre genotipo y el tratamiento (F(3,44)=25,381
p<0.001). El test a posteriori de Duncan reveld que el tratamiento con las tres dosis
diferentes de ANF, produjo un marcado aumento en la actividad locomotora total de los
ratones WT comparados con los administrados con SAL (todos los valores p<0,01), lo cual se
corresponde con el resultado esperado para este tipo de farmacos. Por otro lado, cuando
animales p35KO0 fueron administrados con las tres dosis diferentes de ANF, se observd una
gran inhibicion de la actividad locomotora con respecto a los animales tratados con Sal (test
a posteriori Duncan test, todos los p<0,01) (Figura 18a).

A continuacién, cuando se analizaron los efectos de la administracion de MTF, se
observaron resultados similares a los obtenidos con ANF. A través de un ANOVA de dos vias
se detectd un efecto principal del genotipo (F(1,38)=107,823 p<0,001) y la interaccion entre
genotipo y tratamiento (F(3,38)=62,159 p<0,001), pero no se encontré un efecto principal
para el factor tratamiento. En la figura 18b y como se desprende del andlisis a posteriori de
Duncan, se observa que las 3 dosis de MTF producen un aumento estadisticamente
significativo en la locomocién en ratones WT (p<0,01 en todas las dosis); mientras que estas
mismas dosis indujeron una fuerte disminucion, estadisticamente significativa, de la
actividad locomotora en ratones p35KO con respecto a los tratados con Sal (p<0,01 en todas
las dosis).

Seguido a esto, se analizd la dindmica del efecto de los psicoestimulantes tanto en
ratones p35K0O como WT a lo largo de los 70 min de evaluacién, mediante el registro de la
actividad locomotora cada 10 min. Este analisis se realizo mediante una ANOVA de dos vias
(genotipo x tratamiento) de medidas repetidas (factor tiempo). Al analizar la curvas
temporales de la respuesta a psicoestimulantes, se encontré que el comportamiento de los
ratones de ambos genotipos es bastante homogéneo a lo largo del test. A modo de ejemplo,
en la figura 18c, 18d y 18e se muestran curvas temporales para Sal, ANF 0,2 mg/kg y MTF
1,0mg/kg respectivamente.

En primer lugar se observd que el tratamiento con Sal no produce cambios en los
niveles de actividad locomotora en funcién del tiempo, siendo ésta, como se observa en la

Figura 18c, constante en ambos genotipos durante todo el periodo de evaluacion. El ANOVA
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Figura 18: Efecto del tratamiento con psicoestimulantes en la actividad locomotora de ratones p35KO y WT.
I y I Actividad locomotora de ratones p35KO y WT, tratados con solucion salina (Sal) o tres dosis de (a.)
anfetamina (ANF, 0,2; 0,5 y 1,0 mg/kg) o (b.) o tres dosis de metilfenidato (MTF, 0,5; 1,0 y 2,0 mg/kg). Tanto el
tratamiento con (a.) ANF o (.b) MTF produjeron un aumento significativo de la actividad locomotora en ratones WT,
mientras que en ratones p35KO indujeron una marcada reduccion de la actividad locomotora con respecto a los
tratados con Sal. . I I y I Curva temporal de la actividad locomotora en ratones p35KO y WT tratados con (c.) Sal,
(d) 0,2 mg/kg ANF y (e) 1,0 mg/kg MTF. Se observa que en ratones tratados con Sal, la actividad locomotora de los
ratones p35KO es mayor a la de los ratones WT. a. y b ANOVAs de dos vias (genotipo x tratamiento) seguido por el
test a posteriori de Duncan a. Interaccion F(3,44)=25,381 p<0.001, WT n=24, p35KO n=28, b Interaccion
F(3,38)=61,159 p<0,001, WT n=24, p35KO n=20, c,d y e ANOVAs de una via individuales en cada tiempo. ¢
F(1,10)>14,975, todos los p<0,002, WT n=6, p35KO n=6; d todos los F(1,11)>56,887, todos los p<0,001, WT n=7,
p35KO n=6; e F(1,9)>35,667, todos los p<0,001, WT n=5, p35KO n06. Las barras de error representan el error

estandar de la media. **p<0,01.
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de dos vias de medidas repetidas, indicd la presencia de un efecto del genotipo
(F(1,10)=36,204 p<0,001), y la interaccién entre genotipo y tiempo (F(6,60)=5,5744
p<0,001), pero no efecto del factor tiempo por si mismo. El analisis a posteriori de Duncan no
indico diferencias significativas en la actividad locomotora entre los diferentes tiempos post
inyeccion en ninguno de los genotipos, sin embargo, ambos ratones presentaron diferencias
en su actividad locomotora en todos los tiempos en comparacion con la actividad
locomotora previa al tratamiento con Sal. Por otro lado, ANOVAS de una via (tratamiento)
realizados en cada tiempo, sefialaron que en todos los intervalos post inyeccion la actividad
locomotora de los ratones p35KO es significativamente mayor a la de los WT (todos los
F(1,10)>14,975, todos los p<0,002). Estos resultados encontrados en la actividad locomotora
de ratones de ambos genotipos tratados con Sal se corresponde con lo que se observo
previamente en ratones p35K0 y WT que no recibieron ningun tratamiento (Figura 17b).

Por otro lado, en ratones tratados con 0,2 mg/kg de ANF, un ANOVA de dos vias de
medidas repetidas (genotipo x tiempo) indicd la presencia de un efecto de genotipo
(F(1,11)=70,639 p<0,001) vy la interaccién de éste con el factor tiempo (F(6,66)=15,154
p<0,001), mientras que el efecto del factor tiempo estuvo cerca de la significancia estadistica
(p=0,075). En ratones p35K0, el analisis a posteriori de Duncan sefialé que el tratamiento con
0,2 mg/kg de ANF produce una disminucién estadisticamente significativa de la actividad
locomotora, observable 20 min después de la administracion (tiempo 30 min) de dicho
farmaco, la cual se mantuvo reducida durante todo el tiempo restante de la evaluacién.
Ademas, a partir de dicho tiempo (30 min), no se observaron diferencias entre éste y los
tiempos restantes. Por otro lado, en ratones WT, la administracion de 0,2 mg/kg de ANF
produjo un aumento en la actividad locomotora, la cual fue estadisticamente significativa a
partir de los 10 min post inyeccién y se mantuvo elevada en todos los periodos de tiempo
restantes (test a posteriori de Duncan, todos los p<0,022). Finalmente, al comparar la
actividad locomotora entre ratones p35KO y WT que recibieron 0,2 mg/kg de ANF, se
observd que a partir de los 20 min post inyeccién la actividad locomotora de los ratones
pP35K0 fue menor a la de los WT (ANOVAS de una via, genotipo, todos los F>56,870, todos los
p<0.001); mientras que a los 10 min post inyeccidn la disminucion de la actividad locomotora
en los ratones p35K0O con respecto a la de los WT estuvo cerca de ser estadisticamente

significativa (p=0.09). Estos resultados indican que a esta dosis, ANF es efectiva para producir
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aumentos en la actividad locomotora de ratones WT, observandose sus efectos rapidamente
(@ los 10 min post inyeccion) y ademas produce efectos paradojales en ratones p35KO,
detectables a partir de los 20 min post- administracién. Ademads, se observd en ambos
genotipos que los efectos de estas se mantuvieron al menos durante los 60 min post
inyeccion (Figura 18d).

Finalmente, cuando se analizé el efecto del tratamiento con 1,0 mg/kg de MTF a lo
largo de 60 min en ratones de ambos genotipos, se encontrd un patrén similar al presentado
en los tratados con ANF (Figura 18e). Este efecto se analizd estadisticamente de la manera
antes mencionada. Un ANOVA de dos vias (genotipo x tiempo), con el factor tiempo como
medida repetida, indicd un efecto del genotipo (F(1,9)=111,39, p<0,01) y la interaccién entre
el genotipo y el tiempo (F(6,54)=13,559, p<0,001). En ratones p35KO, a través del test a
posteriori de Duncan, se observd una rdpida disminucion de la actividad locomotora,
estadisticamente significativa, a partir de los 10 min post-inyeccién; ésta se mantuvo
disminuida durante el test en todos los tiempos siguientes (todos los p<0,01) en
comparacion a la actividad locomotora previa a la inyeccién de MTF. Ademds, el test a
posteriori de Duncan no encontré diferencias significativas entre los distintos tiempos
posteriores a la administracion de MTF. En ratones WT, el patrén fue similar pero en el
sentido inverso, a los 10 min post inyeccion, 0,1 mg/kg MTF produjo un aumento significativo
de la actividad locomotora, la cual se mantuvo elevada durante todo el test con respecto a la
actividad pre-inyeccion (Duncan, todos los p<0,001); ademds, ésta no presentd variaciones
luego de los 10 min post-inyeccion. Por otro lado, cuando se compard la actividad
locomotora de los ratones p35KO y WT que recibieron 1,0 mg/kg de MTF, mediante ANOVAs
de una via (genotipo) en cada tiempo, se observd que la actividad locomotora de los ratones
p35K0O fue menor a la de los WT en todos los tiempos posteriores a la administracion de
dicho farmaco (todos los F(1,9)>35,667, todos los p<0,001) (Figura 18e). Estos datos indican
que esta dosis de MTF es efectiva para producir hiperactividad en ratones WT y sedacion en
ratones p35KO y que esta produce su efectos rdpidamente, a partir de diez min,

manteniéndose constante al menos durante los 60 min restantes de la evaluacion.
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1.3 Los ratones p35K0 presentan menores niveles de ansiedad.

Es frecuente que animales con comportamientos similares a TDAH, exhiban
menores niveles de ansiedad y/o de inhibicion comportamental (Mormede y col., 2002).
Debido a esto, evaluamos a los ratones p35KO y WT en el LCE, el cual crea un conflicto entre
la exploracion y la exposicidn a areas expuestas que representan un peligro potencial. El
analisis estadistico (ANOVA de una via) sefiald la presencia de un efecto de genotipo tanto
para el nimero de entradas a los brazos abiertos (F(1,10)=45,79, p<0,001; p35KO n=5, WT
n=7) como para el tiempo de permanencia en estos (F(1,10)=53,67, p<0,001; p35KO n=5,
WT n=7), pero no asi para el nimero total de entradas a ambos brazos. Como se observa en
la Figura 19a y 19b, los ratones WT presentaron una alta evasion a los brazos abiertos del
LCE, evidenciado por el bajo nimero de entradas y tiempo de permanencia en estos; en
contraste, los ratones p35 KO entraron mas frecuentemente (Figura 19a) y pasaron mas
tiempo en los brazos abiertos (Figura 19b) en comparacion a los ratones WT, indicando una
falta de preferencia tanto por los brazos abiertos o cerrados del laberinto en cruz.
Finalmente, el nUmero de entradas totales a ambos brazos del LCE no difirid entre los

genotipos (Figura 19c), indicando que la motivacion por explorar es similar en ambos
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Figura 19: Comportamiento de los ratones p35KO y WT en el laberinto en cruz elevado (LCE). I Numero de
entradas a los brazos abiertos, expresado como porcentaje del total de entradas. I Tiempo de permanencia en los
brazos abiertos expresado como porcentaje del tiempo total de evaluacién. I Numero de entradas a ambos brazos
del LCE. Se observa (a.) un mayor numero de entradas (ANOVA de una via, F(1,10)=45,79, p<0,001; p35KQO) y (b.)
tiempo de permanencia (F(1,10)=53,67, p<0,001) en los brazos abierto en ratones p35KO con respecto a los WT. No
se observan diferencias en el numero total de entradas (c.). **p<0,01. Las barras de error representan el error

estandar de la media. p35KO n=5, WT n=7.
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genotipos y que las diferencias encontradas en este test no se deberian a la hiperactividad

locomotora de los ratones p35KO.

SECCION 2: CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA NEUROTRANSMISION
DOPAMINERGICA DEL RATON p35KO

Gran cantidad de evidencias indican que CDK5 es un importante regulador de la

neurotransmision dopaminérgica (Bibb y col., 1999; Chergui y col., 2004; Moy y Tsai, 2004),
ademas, la DA ha sido altamente relacionada con la patofisiologia del TDAH (Sagvolden y col.,
2005a). Por lo tanto, decidimos estudiar en este modelo de ratdon transgénico el

metabolismo de DA, poniendo énfasis en su sintesis y productos metabdlicos.

2.1 Los ratones juveniles deficientes en p35 presentan elevados niveles de la enzima tirosina
hidroxilasa y mayor sintesis de DA

CDK5 es un importante regulador de la enzima TH (Kansy y col., 2004; Moy vy Tsai,
2004), paso limitante en la sintesis de catecolaminas. La TH en neuronas dopaminérgicas del
VTA vy SNc, cataliza la conversion de I-tirosina a |-DOPA, la cual es luego rdpidamente
convertida a DA por medio de la enzima AADC.

Como se observa en la Figura 20a, las preparaciones inmunohistoquimicas de cortes
coronales al nivel del Stry NAc marcadas con un anticuerpo especifico contra TH presentaron
un nivel de inmunoreactividad mayor en los ratones juveniles p35KO comparados con los WT.
Estas observaciones fueron confirmadas mediante analisis de western blot de preparaciones
provenientes de extractos de Str y NAc (Figura 20b) de ratones p35KO y WT de 24 dias de
edad, en los cuales se encontré un aumento estadisticamente significativo en las dos areas
analizadas provenientes de ratones p35KO en comparacién a los animales WT (ANOVA de
una via, Str: F(1,20)=20,519, p<0,001, n=22, NAc: F(1,12)=6,797, p=0,023, n=14). Los niveles

de TH fueron aproximadamente dos veces mayores en ratones p35KO con respecto a los WT.
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Figura 20: Niveles de tirosina hidroxilasa (TH) y de sintesis de DA en ratones p35KO y WT juveniles. a. Tincién
inmunohistoquimica de TH en cortes coronales de cerebro de ratones p35KO y WT al nivel del estriado (Str) y
Nucleus accumbens (Nac). Se observa una mayor inmunoreactividad en ratones p35KO. (b.) Andlisis de westen
blot mostrando niveles de expresion de TH en Str y NAc de ratones p35KO y WT. ANOVAS de una via indican
niveles significativamente mayores de TH en ratones p35KO en ambas areas, (Str: F(1,20)=20,519, p<0,001, n=22,
NAc: F(1,12)=6,797, p=0,023, n=14). Las barras representan la medida densitométrica de los western blot
expresadas en unidades arbitrarias comparadas con los niveles de los ratones WT. c. Niveles de acumulacion de I-
DOPA en Str de ratones p35KO y WT tratados 30 min antes con el inhibidor NSD1015. Se observa que ratones
p35K0O acumulan mayor cantidad de I-DOPA, (ANOVA de una via F(1,17)=6,679, p=0,019, WT n=7, p35KO n=12).
d. Niveles totales de DA en Str de ratones p35KO y WT. Se observa que ratones p35KO contienen mayores niveles
de DA que los ratones WT (F(1,11)=10,139, p=0,009, p35KO n=6, WT n=7). En c. y d. las barras representan la
media de la determinacién de I-DOPA y DA respectivamente medida mediante cromatografia liquida de alta

presion. Las barras de error representan el error estandar de la media.*p<0,01; **p<0,001.

A continuacién se evaluaron los niveles de sintesis de DA en ratones de ambos
genotipos. Para esto, determinamos los niveles de acumulacién de |-DOPA en ratones pre
tratados con el inhibidor de la enzima AADC, NSD1015, el cual bloguea la conversién de |-
DOPA a DA (Carlsson y col., 1977). Teniendo en cuenta que |-DOPA no es liberada en las
sinapsis ni es susceptible de ser degradada por MAO o por COMT, los niveles de este

metabolito pueden ser utilizados como una medida indirecta de la actividad de TH.
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Mediante HPLC acoplada a deteccion electroquimica se determind que los ratones
p35KO acumulan mas I-DOPA que los ratones WT en Str (ANOVA de una via F(1,17)=6,679,
p=0,019, WT n=7, p35KO n=12) (Figura 20c) luego de ser tratados con NSD1015. Ademas, no
se encontraron niveles detectables de DA en estos animales (no graficado), corroborando
gue a la dosis usada, el inhibidor bloquea completamente la conversion de I-DOPA a DA.

Complementario a este experimento, se determinaron mediante la misma técnica
los niveles totales de DA en muestras de Str provenientes de ratones p35KO y WT (Figura
20d). Los resultados obtenidos, muestran que los ratones deficientes en p35 presentan
mayores niveles de DA en comparacion con los WT, en los cuales un ANOVA de una via indicé
diferencias significativas entre ambos genotipos (F(1,11)=10,139, p=0,009, p35K0 n=6, WT
n=7).

2.2 Los niveles de TH, la sintesis y el metabolismo de DA son normales en ratones

p35K0 adultos.

Considerando que altos niveles de actividad locomotora pueden relacionarse con
niveles elevados de DA en modelos animales de TDAH (Russell y col., 2005) y que en ratones
pP35KO el fenotipo hiperactivo desaparece a edades adultas (Figura 17a), decidimos analizar
los niveles de expresién de la enzima TH y los niveles de DA en Str de ratones p35KO y WT
adultos. A diferencia de lo observado en ratones juveniles, los niveles de TH (n=25) y DA total
(n=16), encontrados en Str de ratones p35KO adultos fueron indistinguibles a los de los
ratones WT (Figura 21ay 21b ). Complementario a esto, medimos los niveles de DOPAC, un
metabolito primario proveniente de la degradacion de DA, cuya concentracién puede
utilizarse como una medida de la utilizacion de DA. Los niveles de DOPAC y el cociente entre

DOPAC/DA no difirié entre ratones de ambos genotipos (n=16) (Figura 21cy 21d).
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Figura 21: Niveles de expresion de tirosina hidroxilasa (TH) y niveles de DA, dcido dihidroxifenilacetico
(DOPAC) y tasa de utilizacion de DA (DOPAC/DA) en ratones p35KO y WT adultos. I Inmunoblot revelado contra
TH de Str de ratones p35KO y WTy la cuantificacién densitométrica de estos, estandarizada contra O-tubulina. Se
observa que ratones p35KO y WT adultos expresan niveles indistinguibles de TH. I y I Niveles de DA y de su
metabolito DOPAC, provenientes de Str de ratones p35KO y WT medidos mediante cromatografia liquida de alta
presion. I Cociente entre DOPAC/DA, indicando la tasa de utilizacion de DA por ratones p35KO y WT adultos. No se
observan diferencias en los niveles de DA, DOPAC y DOPAC/DA entre ratones de ambos genotipos. Las barras de error

representan el error estandar de la media.

SECCION 3: METABOLISMO DE DOPAMIMA EN RATONES p35KO JUVENILES

Teniendo en cuenta que los ratones p35 KO juveniles presentan alteraciones en la

sintesis de DA, analizamos los niveles del metabolito DOPAC. Este metabolito es
principalmente producido a partir de la DA que es recaptada y que no puede ser
transportada rapidamente hacia el interior de las vesiculas sindpticas (Gesi y col., 2001; Best

y col., 2009), por lo que su produccion puede interpretarse como una medida de la
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utilizacion de DA. Ademas, evaluamos si la administracién de psicoestimulantes produce
alteraciones en niveles totales de DAy en la produccién de DOPAC. Finalmente se analizaron
los posibles efectos de la administracion de ANF y MTF en los niveles de expresién de la

enzima TH.

3.1. La administracion de ANF y MTF normaliza los niveles de DA y DOPAC en los ratones

p35KO.

Con el fin de analizar los niveles de DA y DOPAC en Str de de los ratones p35KO vy
WT, en respuesta al uso de psicoestimulantes, ratones de ambos genotipos, de 24 dias edad,
fueron tratados con 0,5 mg/kg de ANF, 0,5 mg/kg de MTF, o con SAL y sacrificados 30 min
después de la administracion.

Como se observa en la Figura 22a, la administracion de 0,5 mg/kg de ANF o 0,5
mg/kg de MTF, produjeron una marcada disminucién de los niveles totales de DA en ratones
pP35K0O con respecto a los que recibieron Sal; sin embargo ambos farmacos no afectaron los
niveles totales de DA en ratones WT, siendo este, indistinguible del de los ratones tratados
con Sal. Esto fue analizado mediante ANOVA de dos vias (genotipo x tratamiento) en el cual
no se observé un efecto del genotipo (F(1,21)=1,134) pero si del tratamiento (F(2,21)=4,567,
p=0,023 y de la interaccién entre ambos factores (F(2,21)=4,281 p=0,028, p35KO n=13, WT
n=15). El andlisis a posteriori de Duncan indicd la presencia de diferencias significativas entre
ratones p35KO que recibieron ANF (p=0,031) o MTF (p<0,001) con respecto a los que fueron
tratados con Sal. De manera interesante, los niveles de DA de ratones p35KO tratados con
ANF o MTF no difirié del de los ratones WT que recibieron el mismo tratamiento.

A continuacion, se analizaron los niveles de DOPAC en ratones p35KO y WT tratados
con Sal, o con psicoestimulantes (Figura 22b). Estos se analizaron mediante un ANOVA de
dos vias (genotipo x tratamiento), en el cual se observd un efecto del genotipo
(F(1,21)=9,665 p=0,005) y del tratamiento (F(2,21)=4,7312, p=0,020), pero no de la
interaccion entre ambos (F(2,21)=1,276, p=0,294) (p35KO n=13, WT n=17).

Al comparar los niveles basales de DOPAC en ratones tratados con Sal, se observo

gue los ratones p35KO presentan un nivel de DOPAC significativamente menor que los
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Figura 22: Efectos de la administracion de ANF y MTF en los

a 1 SAL
[ ANF 0.5 mglkg
5 B MTF 0.5 mglkg niveles de DA, DOPAC y en la utilizacion de DA (DOPAC/DA), en
ratones p35KO y WT juveniles. I Niveles de DA en ratones
40 -
o p35K0O y WT tratados con solucién Sal, con 0,5 mg/kg ANF o con
b=}
@ =
E 2 30 0,5 mg/kg MTF. El tratamiento tanto con ANF o MTF produce una
o
35 disminucién en los niveles de DA de ratones p35KO con respecto
o 20
o
o E a los tratados con Sal. No se observaron diferencias entre los
bk ratones p35KO y WT que recibieron el mismo tratamiento.
0- ANOVA de dos vias, interaccion genotipo x tratamiento
WT p35KO
F(2,21)=4,281 p=0,028, p35KO n=13, WT n=15), seguido por test
g - a posteriori de Duncan. I Niveles de DOPAC en ratones p35KO

y WT tratados con Sal, con ANF o MTF. Se observa que ratones
p35KO0 tratados con Sal presentan menores niveles de DOPAC
(ANOVA de una via (F(1,8)=5,466, p=0,048, p35KO). EI

tratamiento con ANF o MTF produce un aumento en los niveles

DOPAC
(pmol/mg tejido)

de DOPAC en ratones p35KO con respecto a los tratados con Sal

(ANOVA de una via, F(2,10)=5,1598, p=0,029, Sal n=7, ANF n=3,

MTF n=3, seguido por test a posteriori de Duncan). I Tasa de

WT p35KO

recambio de DA (DOPAC/DA). La tasa DOPAC/DA es menor en
0,30 - ratones p35KO0 tratados con Sal con respecto a los WT con igual
o 0.25 - (ANOVA de una F(1,8)=15,458, p=0,043). El tratamiento con ANF
'E 020 4 o MTF produjo un aumento de DOPAC/DA en ratones p35KO con
§ . respecto a los tratados con Sal (ANOVA de una via F(2,10)=
a e 24,085, p=0,043, y test de Duncan) . * Indican comparaciones
é 0107 entre los ratones p35KO tratados con ANF o MTF con respecto a
e 0,05 los que recibieron Sal. # Indica diferencias entre ratones p35KO y

0,00 - WT tratados con sal. #,*p<0,05; **p<0,01.

ratones WT, como fue demostrado mediante un ANOVA de una via (F(1,8)=5,466, p=0,048,
p35K0 n=7, WT n=3).

En ratones WT, el tratamiento con psicoestimulantes no produjo diferencias
significativas en los niveles de DOPAC con respecto a los ratones que recibieron Sal, aunque
el tratamiento con 0,5 mg/kg MTF (n=5) produjo una tendencia a un aumento en los niveles

de DOPAC en comparacion con los tratados con ANF (n=7) o Sal (n=3). Un ANOVA de una via
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(tratamiento), indico la falta de diferencias significativas, aunque esta estuvo cerca de la
significancia estadistica (p=0,064, ) (Figura 22b).

Por otro lado, en ratones p35KO se observd que el tratamiento con ANF o MTF
produjo un aumento en los niveles de DOPAC con respecto a los tratados con Sal. Un ANOVA
de una via, demostré un efecto del tratamiento con psicoestimulantes en ratones p35KO
(F(2,10)=5,1598, p=0,029, Sal n=7, ANF n=3, MTF n=3); y el test a posteriori de Duncan indico
diferencias significativas entre los ratones tratados con ANF y MTF con respecto a los
tratados con Sal (ANF vs Sal: p=0,047; MTF vs Sal, p=0,033). No se observaron diferencias en
los niveles de DOPAC entre ratones tratados con ANF y MTF (Figura 22b).

Con respecto a la tasa de recambio de DA, es decir el cociente entre DA y DOPAC
(DOPAC/DA), un ANOVA de dos vias mostrd un efecto de genotipo (F(1,21)=7,950, p=0,010) vy
del tratamiento (F(2,21)=7,619, p=0,003), pero no la interaccidén entre ambos factores
(Figura 22c).

Un ANOVA de una via (F(1,8)=15,458, p=0,043) demostré que ratones p35KO
tratados con Sal, tienen una tasa DOPAC/DA menor que los WT que recibieron el mismo
tratamiento, es decir, presentan una menor tasa de utilizacion de DA.

En ratones p35K0 el tratamiento con ANF o MTF, produjo un aumento significativo
de la tasa DOPAC/DA en comparacién con los ratones tratados con Sal, como lo demostrd
una ANOVA de una via (tratamiento, F(2,10)= 24,085, p=0,043) y el correspondiente analisis
a posteriori de Duncan (Sal Vs ANF p=0,047; Sal vs. MTF p<0.001). Esto indica, que el
tratamiento con psicoestimulantes, en los ratones p35K0 produce una normalizacién en la
tasa metabdlica de DA (Figura 22c).

Por otro lado, en ratones WT, no se encontraron diferencias significativas en los

niveles de DOPAC/DA entre los ratones que fueron tratados con ANF, MTF o Sal.

3.2 El tratamiento con ANF o MTF produce una disminucion de los niveles de TH en

ratones p35K0.
Teniendo en cuenta que el tratamiento con psicoestimulantes produjo una
disminucion en la concentracion de DA, evaluamos los niveles de TH mediante western blot

en Str de ratones p35KO y WT, 30 min después de haber sido administrados con Sal, o con
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0,5 mg/kg de ANF o con 0,5 mg/kg de MTF. En este experimento se utilizaron 29 ratones WT
(12 sal, 10 ANF, 7 MTF) y 27 p35 KO (11 sal, 7 ANF, 9 MTF).

El andlisis de western blot indicd un disminucidn estadisticamente significativa en
los niveles de expresion de TH en ratones p35KO tratados tanto con ANF o MTF, con respecto
a los tratados con Sal. Por otro lado, el mismo tratamiento farmacoldgico no produjo
modificaciones en los niveles de TH en ratones WT (Figura 23). Este resultado se demostrd
mediante un ANOVA de dos vias (genotipo x tratamiento) el cual detecto la presencia de la
interaccion entre el genotipo y el tratamiento (F(2,50)=4,945, p=0,011). El andlisis a
posteriori de Duncan indico la presencia de diferencias significativas en ratones p35KO

tratados con ANF (p=0,015) y MTF (p=0,0156) con respecto a los que recibieron Sal.
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Figura 23: La administracion de psicoestimulantes restablece los niveles de TH en ratones p35KO. Niveles de
expresion de TH en ratones p35KO tratados con Sal, 0,5 mg/kg de ANF o 0,5 mg/kg de MTF. Inmunoblot revelado
con anticuerpo anti-TH y la correspondiente medicidon densitométrica estandarizada contra O-tubulina. Un ANOVA de
dos vias (interaccién genotipo por tratamiento, F(2,50)=4,945, p=0,011) seguido por el test a posteriori de Duncan
sefialé que el tratamiento con ANF y MTF produce una disminucién en los niveles de TH en ratones p35KO con
respecto a los tratados con Sal. WT: sal n=12, ANF n=10, 7 MTF n=7; p35 KO: sal n=11, ANF n=7, MTF n=9.Los
valores se se expresan en unidades arbitrarias referidas al valor de los ratones WT tratados con Sal. .Las barras de

error indican el error estandar de la media. *p<0,05
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SECCION 4: PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES D1y D2 EN LA HIPERACTIVIDAD DEL
RATON p35KO.

4.1 Funcion de los receptores de DA D1 en el establecimiento del fenotipo hiperactivo
de los ratones p35KO

4.1.1 La funciéon del receptor D1 es necesaria para la expresion de la

hiperactividad locomotora de ratones p35KO.

Altos niveles de actividad locomotora se han relacionado con una sobreactivacién
de receptores de DA D1 (Arnt y col., 1988; Bordi y Meller, 1989). Con el fin de evaluar el
posible rol del receptor D1 en la hiperactividad observada en ratones p35K0O, animales de
ambos genotipos y de 24 dias de edad, fueron tratados con el inhibidor de D1, SCH23390, y
su actividad locomotora se analizé en el paradigma del campo abierto durante 60 min. Para
este experimento se utilizaron 12 ratones p35KO (6 Sal, 6 SCH23390) y 19 WT (12 Sal, 7
SCH23390).

Tanto en animales p35KO como WT, la administracién de 0,05 mg/kg de SCH23390
produjo una disminucion estadisticamente significativa en la actividad locomotora con
respecto a los animales a los que se les administro Sal (Figura 24a). El analisis estadistico de
este resultado se realizd mediante un ANOVA de dos vias (tratamiento x genotipo), en el cual
se detectd un efecto del genotipo (F(1,27)=88,119 p<0,001), del tratamiento (F(1,27)=95,620
p<0.001) y de la interaccién entre ambos factores (F(1,27)=34,027 p<0,001). Las diferencias
entre animales que recibieron los distintos tratamientos se detectd a través del test a
posteriori de Duncan (WT Sal vs WT SCH p=0,013, p35KO Sal vs p35KO SCH p< 0,001).
Ademas, el andlisis a posteriori indicd que la actividad locomotora de los ratones p35KO
tratados con SCH23390 fue mayor a la de los ratones WT con el mismo tratamiento
(p=0.018). Este resultado indicaria que, al menos en parte, la hiperactividad locomotora en
ratones p35K0 estaria mediada por la actividad del receptor D1.

Por otro lado se observd que el efecto producido por el uso del SCH23390, fue
mayor en los ratones p35K0, en los cuales la administracién de esta droga produjo una
disminucion de aproximadamente 3,2 veces en la actividad locomotora, mientras que el

mismo tratamiento produjo una disminucion de solo 2 veces en los ratones WT. De manera
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interesante, la inhibicién farmacoldgica de los receptores D1 en los ratones p35KO produjo
que la actividad locomotora de éstos disminuyera a valores casi idénticos al de los ratones
WT tratados con Sal. Este resultado se comprobd estadisticamente mediante una
comparacion planeada realizada sobre el ANOVA anterior, en la cual se contrastaron los
niveles de actividad locomotora entre ratones p35K0 tratados con SCH23390 y ratones WT
tratados con Sal. Este analisis no mostré diferencias significativas, indicando que la actividad
locomotora de los ratones p35KO tratados con SCH23390 no difirié de la de los ratones WT
tratados con Sal.

Con el fin de estudiar el efecto de la inhibicion de los receptores D1 en la actividad
locomotora de ratones de ambos genotipos, esta se evaludé cada 10 min a lo largo de los 60
min totales que durd el test (Figura 24b).

Para este analisis se utilizaron dos test estadisticos independientes. En primer lugar
se realizd un ANOVA de tres vias (genotipo x tratamiento x tiempo) de medidas repetidas
(tiempo) en el cual se analizoé la totalidad de los datos y se utilizd para analizar los cambios en
la actividad locomotora en funcién del tiempo. En segundo lugar, para estudiar las
diferencias producidas por la administracion del SCH23390 entre genotipos y tratamientos se
realizé un ANOVA individual (dos vias, genotipo x tratamiento) para cada intervalo de tiempo.

El andlisis de las curvas temporales indica que el efecto del SCH23390 en la
actividad locomotora de ratones de ambos genotipos varia en funcion del tiempo a lo largo
de los 60 min que durd el test. El ANOVA de tres vias demostrd la existencia del efecto del
genotipo (F(1,27)=92,525, p<0,001), del tratamiento (F(1,27)=99,279, p<0,001), del tiempo
(F(5,135)=41,102 p<0,01) vy la triple interaccion entre éstos (F(5,135)=6,739 p<0.001).

En ratones p35KO0 tratados con SCH23390 el andlisis de la curva temporal mediante
el test a posteriori de Duncan indicé que la actividad locomotora de estos es
estadisticamente significativa entre los 10 min iniciales y todos los tiempo subsiguientes
(todos los p<0,01); ademas, se observd que a partir de los 30 min la actividad locomotora ya
no presenta diferencias con los tiempos siguientes, y que a partir de dicho tiempo la
actividad locomotora alcanza sus valores minimos.

Con respecto a la actividad locomotora de los ratones p35KO tratados con
SCH23390 comparados con los que recibieron Sal, se observé que el efecto del dicha droga

es muy rapido, ya que a los 10 min de la administracion de ésta, la actividad locomotora de
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Figura 24: Efecto de la inhibicion de los receptores D1 en la actividad locomotora de ratones p35KO y WT. I
Actividad locomotora de ratones p35KO y WT tratados con Sal o con 0,05mg/kg del inhibidor de D1 SCH23390. Las
barras indican la media de la actividad locomotora de los ratones durante 60 min. Se observa que dicho antagonista
produce una disminucion en la actividad locomotora de ratones de ambos genotipos con respecto a los tratados con Sal
(ANOVA de dos vias, interaccion F(1,27)=34,027, seguido de test a posteriori de Duncan). I Curva temporal del
efecto de la actividad locomotora de ratones p35KO y WT tratados con SCH23390. Cada punto representa la actividad
locomotora cada 10 min. Se observa que el tratamiento con dicho inhibidor produce una disminucién de la locomocién
en ratones de ambos genotipos comparados a los que recibieron sal. ANOVAS individuales en cada tiempo. En b. #
Indica diferencias entre ratones Sal p35KO vs. SCH p35KO (todos los F(1,11)>10,023 todos los p<0,01), * entre Sal WT
y SCH WT (10 min F(1,16)=11,412 p=0,004; 20 min F(1,16)=11,328 p=0,003) y + entre SCH WT y SCH p35KO (10 min
F(1,10)=17799, p=0,002; 20 min F(1,10)=7,785 p=0,019). WT: Sal n=12, SCH n=6; p35KO: Sal n=7; SCH n=6. Las

barras de error representan el error estandar de la media. *,#,+p<0,05; ** ##,++p<0,01

los ratones p35KO tratados con dicha droga es menor que la observada en ratones del
mismo genotipo tratados con Sal. Este resultado se analizd mediante una ANOVA de una via
(tratamiento) realizado para la actividad locomotora en dicho tiempo (10 min), este reveld
un efecto del tratamiento (F(1,11)=11,822 p<0,001), indicando la existencia de diferencias
significativas en ratones p35K0O que recibieron SCH23390 o Sal. ANOVAs en los restantes
intervalos de tiempo (20-60min) indicaron una disminucion significativa en la actividad
locomotora de ratones p35KO inducida por SCH23390 con respecto a los animales tratados

con Sal (todos los F(1,11)>10,023 y todos los p<0,01).
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En los ratones WT tratados con SCH23390, el analisis a posteriori sobre la curva
temporal de la actividad locomotora, sefialé que ésta fue significativamente menor entre los
dos ultimos tiempos (50-60 min) comparados con los 10 min iniciales; sin embargo, la
comparacion entre todos los tiempos subsiguientes no mostro diferencias significativas entre
ellos.

Con respecto al efecto del SCH23390 en ratones WT en relacion a los tratados con
Sal, se observé una marcada disminucion de la actividad locomotora a los 10 min post-
inyeccion en los animales que recibieron el inhibidor de D1 con respecto a los controles;
indicando que a este tiempo el SCH23390 ya comenzd a ejercer sus efectos. Un ANOVA de
una via (tratamiento) indico la presencia de diferencias significativas en este tiempo (F(1,16)=
11,412 p=0,004). Por otro lado, ANOVAs realizados en los tiempos subsiguientes solo
demostraron una disminucion en la actividad locomotora de ratones WT tratados con
SCH23390 con respecto a los que recibieron Sal a los 20 min ( F(1,16)=11,328 p=0,003) pero
no se encontraron diferencias en los tiempos siguientes.

Finalmente, al comparar el efecto del SCH23390 en ratones p35KO con respecto a
los WT, se observé que la actividad difirié significativamente sélo en los tiempos 10 y 20 min
(F(1,10)=17,799 p=0,002; F(1,10)=7,785 p=0,019 respectivamente), en los cuales la actividad
en los ratones transgénicos fue mayor que en los animales WT y que a partir del tiempo 30

min la actividad de ambos fue indistinguible.

4.1.2 La funcionalidad del receptor D1 no se encontraria alterada en el ratén

p35KO.

Se ha demostrado que el uso de agonistas del receptor D1, tanto directos como
indirectos producen aumentos en la actividad locomotora de ratas y ratones (Bordi y Meller,
1989). Ademas un grupo de investigadores demostré recientemente que, en un ratéon
hiperactivo genéticamente modificado que expresa una variante de DAT hipofuncional, la
administraciéon tanto de psicoestimulantes como del agonista de D1 SKF81297 produce una
atenuacioén de la actividad locomotora (Napolitano y col., 2010).

Con el fin de evaluar la participacién del receptor D1 en el fenotipo hiperlocomotor
encontrado en ratones p35K0 y que este pueda estar relacionado con los efectos sedativos

producidos por la administracion de psicoestimulantes, se administrd a ratones p35K0 y WT
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con una dosis de 5,0 mg/kg del agonista especifico de D1 SKF81297 y se evalud la actividad
locomotora durante 60 min en el campo abierto. Se utilizaron para este fin se utilizaron en
total 33 animales, 19 WT (12 Sal, 6 SKF81297) y 12 p35KO (6 Sal, 6 SKF81297)

Como se observa en la Figura 25 el tratamiento con SKF81297 produce un aumento
significativo de la actividad locomotora total, tanto de ratones p35KO como WT, con respecto
a los que fueron tratados con Sal. Ademas se encontré que la actividad locomotora de los
ratones p35KO0 tratados con SKF81297 fue mayor que la de los ratones WT que recibieron el
mismo tratamiento. Estos datos se analizaron y fueron confirmados mediante un ANOVA de
dos vias (tratamiento x genotipo), el cual, indicé la presencia de un efecto del tratamiento
(F(1, 26)=74,406, p<0,001), del genotipo (F(1,26)=39,955, p<0,001 ) y de la interaccién entre
ambos factores (F(1,26)=10,42, p=0,033). El test a posteriori de Duncan sefiald diferencias
significativas entre los ratones p35KO que recibieron SKF81297 vy Sal (p<0,01), entre ratones
WT tratados con SKF81297 y Sal (p<0,01) y entre ratones de ambos genotipos tratados con el
inhibidor de D1 (p<0,039).

Por otro lado, se observé que la estimulaciéon en la actividad locomotora producida
por la administracion de SKF81297 fue menor en los ratones p35K0, donde éste produjo un
aumento de aproximadamente 1,4 veces con respecto a los que recibieron Sal, mientras que
en los ratones WT esta estimulacion fue cercana a 3,75 veces.

El analisis estadistico de los efectos del SKF81297 a lo largo de los 60 min de
duracién del test se realizé de la misma forma que la utilizada en el apartado anterior para el
estudio temporal de la accién del antagonista SCH23390. En primer lugar se realizé un
ANOVA de tres vias (genotipo x tratamiento x tiempo) con el factor tiempo como medida
repetida. Este confirmd los efectos del genotipo (F(1,26)=40,765 p<0,001, del tratamiento
(F(1,26)=75,81 p<0,001) y del tiempo (F(5,130)=20,904, p<0,001), ademas de la interaccién
entre los tres factores (F(5,130)=3,7949, p=0,003) (Figura 25b).

En ratones p35K0O, SKF81297 produce un aumento gradual de los niveles de
actividad locomotora con respecto a los 10 min iniciales. El analisis a posteriori de Duncan,
indicd que la actividad locomotora de los ratones p35KO bajo este tratamiento alcanza
niveles significativamente diferentes al tiempo 40 min comparado con los 10 min iniciales
(p=0,015). Ademas, a los min 30 y 50 la actividad locomotora de estos ratones presenta

niveles cercanos a la significancia estadistica (p=0,075 y p=0,068 respectivamente) con
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Figura 25: Efectos de la activacion farmacolégica de los receptores D1 en la actividad locomotora de ratones
p35KO y WT. I Actividad locomotora de ratones p35KO y WT tratados con Sal o con 5,0 mg/kg del activador de D1
SKF81297. Las barras indican la media de la actividad locomotora de los ratones durante 60 min. Se observa que
dicho agonista produce un aumento en la actividad locomotora de ratones de ambos genotipos con respecto a los
tratados con Sal, como lo indic6 un ANOVA de dos vias y el test de Duncan (Interaccién genotipo x tratamiento,
F(1,26)=10,42, p=0,033). I Curva temporal del efecto de la actividad locomotora de ratones p35KO y WT tratados con
SKF81297. Cada punto representa la actividad locomotora cada 10 min. Se observa que el tratamiento con dicho
activador produce una aumento en la locomocién de ratones de ambos genotipos observable durante todo el test.
ANOVAS individuales en cada tiempo. En b. # Indica diferencias entre ratones Sal p35KO vs. SKF p35KO (todos los
F(1,10)>12,642 todos los p<0,005), y * entre Sal WT y SKF WT (todos los F(1,10)>13,889, todos los p<0,018). WT: Sal
n=12, SKF n=6; p35KO: Sal n=7; SKF n=5. Las barras de error representan el error estandar de la media. *,# p<0,05;

** ## p<0,01.

respecto a los 10 min iniciales. A partir del tiempo 40 min, donde la actividad locomotora
presenta su nivel maximo, ésta empieza a mostrar una tendencia negativa, siendo
significativamente diferente al tiempo final (60 min) (p=0.004). Por otro lado, se observé que
la actividad locomotora de los ratones p35KO al min 60 fue indistinguible de la observada a
los 10 min de iniciado el test, sin embargo, ésta fue significativamente menor que a los 30-50
min (p=0,004, p<0,001 y p <0,001 respectivamente), lo cual podria indicar que la duraciéon
del efecto de dicha dosis de SKF81297 seria cercana a 60 min (Figura 25b).

Con respecto al efecto en ratones p35K0O tratados con SKF81297 en comparacion a

los que recibieron Sal, se observd mediante ANOVAs de una via (tratamiento) realizados en
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cada tiempo, que la administracion de dicho agonista produce un aumento de la actividad
locomotora a partir de los 30 min post inyeccidn y ésta se mantiene elevada durante el resto
del test con respecto a la actividad de los ratones p35KO que recibieron Sal (30 min.
F(1,10)=17,341, p<0,001; 40 min. F(1,10)=12,642 p=0,005; 50 min. F(1,10)=15,03 p=0,003;
60 min. (F1,10)=14,250 p<0,001).

En los ratones WT, el analisis de la curva temporal indicé que la actividad
locomotora alcanzoé su nivel maximo a los 40 min comparada con los 10 min iniciales post-
inyeccion, en donde la diferencia es practicamente significativa (p=0,051). Ademas, se
observé que a los 60 min post inyeccién la actividad locomotora experimentd una gran
disminucion siendo estadisticamente diferente de la actividad locomotora en los otros
periodos de tiempo; esto indicaria al igual que en los ratones p35K0O que a la dosis elegida,
los efectos del SKF81297 empezarian a decaer luego de aproximadamente 60 min.

Por otro lado, se observé en ratones WT, que el tratamiento con SKF81297 produjo
un aumento significativamente diferente con respecto a los que recibieron Sal en todos los
intervalos temporales excepto en los 10 min iniciales. Esto fue analizado estadisticamente
mediante ANOVAs de una via (tratamiento) entre ratones WT que recibieron ambos
tratamientos realizados en cada uno de los intervalos de tiempo (todos los valores F>13,889
y todos los valores p<0,018). Esto indicaria que el SKF81297 necesitaria al menos 20 min para
comenzar a ejercer sus efectos en los ratones WT y que si bien a los 60 min sus efectos
comienzan a decaer, estos aun no han desaparecido del todo.

Finalmente, al comparar el efecto del SKF81297 entre ratones p35KO y WT, aunque
se observa un ligero aumento en casi todos los intervalos temporales, estas diferencias no
son significatvas en ningln tiempo, probablemente indicando que a la dosis utilizada los

efectos del SKF81297 podrian haber encontrado un efecto techo (Figura 25b).

4.2 Participacion de los receptores D2 en el perfil locomotor de ratones p35KO.

Con el fin de evaluar la funcionalidad de los receptores D2, los ratones p35KO

fueron tratados con QNP y HAL, agonistas y antagonistas especificos de D2 respectivamente.

4.2.1 La activacion de los receptores D2 presindpticos produce inhibicion de la

actividad locomotora en ratones p35KO.
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Con el fin de evaluar la funcionalidad de los receptores D2 en ratones p35KO0O, éstos
fueron tratados con una dosis de 0,5 mg/kg del agonista especifico del receptor de D2 QNP,
el cual a la dosis usada, produce sedacion locomotora en ratones al actuar en receptores D2
presinapticos (autoreceptores) inhibiendo por medio de estos la liberacién de DA (Mercuri y
col., 1997). Se emplearon en este experimento 13 ratones p35KO (7 Sal, 4 QNP) y 18 WT (12
Sal, 4 QNP).

Cuando los ratones p35KO y WT fueron inyectados con este farmaco, se observé
una robusta disminucion en la actividad locomotora en ambos genotipos con respecto a los
animales tratados con Sal, como se muestra en la Figura 26a (tratamiento F(1, 23)=75,848,
p<0,001; genotipo F(1,23)=53,675, p<0,001; interaccidén F(1,23)=20,727 p<0,001, Duncan,
WT: Sal vs QNP p=0,009. p35KO0: Sal vs QNP p< 0,001). Por otro lado, la actividad locomotora
de ratones de ambos genotipos que recibieron el tratamiento con QNP no mostraron
diferencias significativas.

Este resultado indicaria que los receptores D2 presinapticos son totalmente
funcionales en los ratones p35K0, ya que la activacion de estos es eficiente para inhibir su
actividad locomotora.

Ademas, se observé que el efecto producido por la administracién de este agonista,
es ligeramente mayor en los animales p35KO donde dicha droga produce una reduccién de 4
veces en la actividad locomotora con respecto a los animales que recibieron Sal, mientras
gue en los ratones WT esta reduccién inducida por QNP fue de aproximadamente 3.35
veces. Ademas, se observd que la administracion de QNP en animales p35KO produce una
disminucion de la actividad locomotora a niveles menores que en el ratén WT tratado con
Sal, aunque esta no fue estadisticamente significativa (comparacion planeada p35KO QNP vs
WT Sal, p=0,334).

La dindmica del efecto de la administracién de QNP en ratones de ambos genotipos
se analiz6 de la misma forma que la utilizada para analizar el efecto de los receptores tipo
D1. En primer lugar se realizd un ANOVA de tres vias (tratamiento x genotipo x tiempo) con el
factor tiempo como medida repetida. Este analisis confirmd, ademas del efecto del
tratamiento (F(1,23)=77,557, p<0,001) y del genotipo (F(1,23)=55,977 p<0,001), un efecto
del factor tiempo (F(5,115)=18,367, p<0,001) y de la interaccion entre los 3 factores
(F(5,115)=2,643, p=0,0267) (Figura 26b).
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Figura 26: Efectos de la activacion farmacolégica de los receptores D2 en la actividad locomotora de ratones
p35KO y WT. I Actividad locomotora de ratones p35KO y WT tratados con Sal o con 0,05 mg/kg del activador de D2
QNP. Las barras indican la media de la actividad locomotora de los ratones durante 60 min. Se observa que dicho
agonista produce una disminucion en la actividad locomotora de ratones de ambos genotipos con respecto a los
tratados con Sal, como lo indicé un ANOVA de dos vias seguido del test a posteriori de Duncan (Interaccién genotipo x
tratamiento, F(1,23)=20,727 p<0,001). I Curva temporal del efecto en la actividad locomotora de ratones p35KO y WT
tratados con QNP. Cada punto representa la actividad locomotora cada 10 min. Se observa que el tratamiento con
dicho agonista produce una disminucion en la locomocién de ratones de ambos genotipos observable durante todo el
test. ANOVAS individuales en cada tiempo. En b. # Indica diferencias entre ratones p35KO Sal vs. p35KO QNP (todos
los F(1,9)>10,612 todos los p<0,01), y * entre WT Sal y WT QNP (10 min F(1,14)=17,900, p<0,00; 20 min
F(1,14)=12,207, p<0,001). WT: Sal n=12, QNP n=4; p35KO: Sal n=7; QNP n=4. Las barras de error representan el error

estandar de la media. *,# p<0,05; ** ## p<0,01.

En los ratones p35KO0 tratados con QNP, se observé que a lo largo de los 60 min de
duracién de la evaluacion, la actividad locomotora no difirid entre ninguno de los tiempos.
Esto se analizd mediante el test a posteriori de Duncan en el cual no se observaron
diferencias significativas.

Por otro lado, en los ratones p35KO el tratamiento con QNP produjo una gran
disminucion en la actividad locomotora con respecto a los tratados con Sal. Esto se observo
rapidamente, a partir del los 10 min y se mantuvo durante los restantes periodos
temporales, excepto en el intervalo final. Esto se analizé estadisticamente mediante ANOVAs

de una via (tratamiento) individuales en cada tiempo en los que se comparé la actividad
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locomotora de los ratones p35KO tratados con QNP o Sal; todos estos ANOVAs mostraron
diferencias significativas (todos los F(1,9)>10,612, todos los p<0,01) excepto a los 60 min
donde ésta fue cercana a la significancia (F(1,9)=3,973, p=0,077). Este resultado en conjunto
al observado durante el curso temporal del efecto del QNP, indicaria que dicha droga
comenzaria a ejercer sus efectos rapidamente a los 10 min post-inyeccién y que estos efectos
se mantendrian al menos durante los 60 min del test (Figura 26b).

En los ratones WT, el tratamiento con QNP también produce una marcada
disminucion durante los 60 mi de duracidon del test. Durante el transcurso de éste, el analisis
a posteriori de Duncan, no sefialé la presencia de diferencias significativas entre ningun
periodo temporal, indicando que después del tratamiento con QNP la actividad locomotora
de los ratones WT se mantiene constante durante los 60 min del test.

Por otro lado, en ratones WT el tratamiento con QNP produjo una disminucion
estadisticamente significativa, la cual pudo ser detectada a partir de los 10 min de iniciado el
test, ya que esta actividad locomotora difiri6 de manera significativa con respecto a la
actividad de los ratones WT tratados con Sal (ANOVA de una via, F(1,14)=17,900 p<0,001).
Ademas, se encontraron diferencias significativas entre los ratones WT que recibieron dicho
agonista y los tratados con Sal a los 20 min post administracién (F(1,14)=12,207,p<0,001),
pero no se encontraron diferencias significativas en los tiempos posteriores, probablemente
debido a que a partir de los 30 min los ratones WT comienzan a experimentar una
disminucion espontanea de su actividad locomotora.

Finalmente, al contrastar la actividad locomotora de ratones p35KO y WT que
recibieron el antagonista QNP, no se observaron diferencias significativas en ningun intervalo
de tiempo indicando, que el efecto de dicho farmaco es similar en ambos genotipos (Figura
26b).

4.2.2 La inhibicion de los receptores D2 postsindpticos disminuye la actividad

locomotora en ratones de ambos genotipos

El efecto del uso de fdrmacos que actlan como agonistas del receptor D2 suelen ser
confusos, ya que dependiendo si estos receptores se encuentran en la pre o en la
postsinapsis sus efectos sobre la actividad locomotora suelen ser antagdnicos.

El uso de antagonistas de D2 generalmente se asocia en la literatura a disminucion

de la actividad locomotora al bloquear la funcién de D2 en la postsinapsis a las dosis mas
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tipicamente utilizadas. Sin embargo, se ha demostrado que dosis inferiores a éstas, pueden
producir aumentos en la actividad locomotora al bloguear sélo la actividad de D2
presinaptica (aumentando la liberacion de DA) sin afectar a los receptores postsindpticos.
Este fendmeno seria posible debido a que los receptores ubicados en la presinapsis serian
muchos mas sensibles que los postsindpticos, pudiendo responder a menores dosis de
antagonistas, sin embargo, a mayores dosis el efecto del bloqueo de los receptores
postsindpticos seria predominante sobre los anteriores (Di Chiara y col., 1977, Lidsky y
Banerjee, 1993).

Teniendo en cuenta este fendmeno, se utilizd el antagonista de D2 HAL, a una dosis
de 0,1 mg/kg, la cual se conoce que produce una disminucion en la actividad locomotora de
ratones al inhibir la funcién de los receptores D2 postisindpticos. Para esto, ratones p35K0 vy
WT fueron tratados con dicha dosis de 0,1 mg/kg de HAL y su actividad locomotora se evalud
en el campo abierto, con el fin de valorar la participacion de estos receptores en la
hiperactividad exhibida por los ratones p35K0. Se utilizaron 17 ratones WT (12 Sal, 5 HAL) y
14 p35KO0 (7 Sal, 7 HAL)

Cuando los ratones p35K0O y WT recibieron una dosis de 0,1 mg/kg de HAL, ambos
experimentaron una disminucion en la actividad locomotora con respecto a los tratados con
Sal (ANOVA de dos vias, tratamiento: F(1, 27)=51,892 p<0,001; genotipo: F(1, 27)=82,778,
p<0,001; genotipo x tratamiento F(1,27)=19,517 p<0,001). El andlisis a posteriori de Duncan
indicd que esta diferencia fue solo significativa entre los ratones p35KO tratados con 0,1
mg/kg de HAL o Sal (p<0,001), mientras que en los ratones WT la diferencia entre los que
recibieron el antagonista de D2 y los que recibieron Sal estuvo cerca de la significancia
estadistica (p=0,059). Este resultado indicaria que los receptores D2 postsindpticos son
totalmente funcionales en el raton p35K0 y que ademas serian mas sensibles a los efectos
sedativos del HAL que los ratones WT, al menos a esta dosis (Figura 27a).

Ademas, se observo que la administracion de 0,1 mg/kg de HAL produjo una
disminucion de aproximadamente 2,65 veces en los ratones p35KO y de 1,45 veces en los
WT con respecto a los que recibieron Sal, indicando que el efecto de dicha dosis fue mucho
mayor en los ratones transgénicos.

Finalmente, se observé que la actividad locomotora de los ratones p35KO que

recibieron 0,1 mg/kg de HAL se acercd a la de los ratones WT tratados con Sal, no
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Figura 27: Efectos de la inhibicién farmacolégica de los receptores D2 postsinapticos en ratones p35KO y WT
mediante dosis moderadas de HAL. I Actividad locomotora de ratones p35KO y WT tratados con Sal o con 0,1 mg/kg
del inhibidor de D2 HAL. Las barras indican la media de la actividad locomotora de los ratones durante 60 min. Un
ANOVA de dos vias (Interaccion: genotipo x tratamiento, F(1,27)=19,517 p<0,01) seguido por el test de Duncan indicaron
que HAL produce una disminucion estadisticamente significativa en ratones p35KO (p<0,01) y cercana a la significancia
(p=0,059) en los ratones WT con respecto a los tratados con Sal. I Curva temporal del efecto de la actividad locomotora
de ratones p35KO y WT tratados con 0,1 mg/kg de HAL. Cada punto representa la actividad locomotora cada 10 min. Se
observa que el tratamiento con dicho inhibidor produce una disminucién en la locomocién de ratones de ambos genotipos
observable durante todo el test. ANOVAS individuales en cada tiempo. En b. # Indica diferencias entre ratones Sal-
p35KO vs. HAL-p35KO (todos los F(1,12)>9,476 todos los p<0,01), * entre Sal-WT y HAL-WT (10 min F(1,15)=5,824
p=0,036) y + entre HAL-WT y HAL-p35KO (todos los F(1,10)=5,135 todos los p=<0,05). WT: Sal n=12, HAL n=5; p35KO:

Sal n=7; HAL n=7. Las barras de error representan el error estandar de la media. *,#,+p<0,05; ** ##,++p<0,01.

encontrandose diferencias entre estos (comparacion planeada p35KO 0,1mg/kg HAL vs WT
Sal, p=0,145).

El efecto de la administracion de 0,1 mg/kg de HAL sobre la actividad locomotora a
lo largo de los 60 min se analizd6 mediante la observacion de ésta cada 10 min, de acuerdo a
la metodologia estadistica previamente explicada en esta seccién (Figura 27b). Un ANOVA de
tres vias (genotipo x tratamiento x tiempo) indicé un efecto del genotipo (F(1,27)=86,404
p<0,001), del tratamiento (F(1,27)=54,591, p<0,001) y del tiempo (F(5,135)=69,823,
p<0,001), ademas de la interaccion entre los tres factores (F(5,135)=5,905, p<0,001) (Figura
27b).
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En los ratones p35KO se observd un cambio en la actividad locomotora en los
ratones tratados con 0.1 mg/kg de HAL a lo largo de los 60 min en que trascurrio el test. El
andlisis a posteriori de Duncan, indicé que a partir de los 30 min de iniciado el test, la
actividad locomotora es significativamente menor en éste y todos los tiempos siguientes con
respecto a los dos periodos iniciales (todos los valores p<0,01). Ademads, este analisis no
detectd diferencias significativas entre el tiempo 30 min y los intervalos restantes. Estos
resultados indicarian que el efecto del 0,1 mg/kg de HAL alcanzaria un nivel maximo a los 30
min post-inyeccion.

Por otro lado, la comparacion entre ratones p35KO que recibieron el tratamiento
con HAL o Sal, indica que este farmaco produce una marcada disminucién de la actividad
locomotora con respecto a los que recibieron Sal. Esto se observd mediante ANOVAs
individuales de una via (tratamiento) realizados en cada periodo temporal. Estos analisis
indicaron que a los 10 min, el tratamiento con dicho antagonista produce una disminucion
cercana a la significancia estadistica (F(1,12)=30,502, p=0,08) respecto a los ratones que
recibieron Sal, y que esta disminucion fue estadisticamente significativa a partir de los 20
min, manteniéndose durante el resto del test (todos los F(1,12)>9,476, todos los p<0,01).

En los ratones WT, el test a posteriori de Duncan, indico la presencia de diferencias
significativas entre los dos primeros tiempos (10 y 20 min) en comparacion con los restantes
(todos los p<0,05), excepto entre el tiempo 20 min y 50 min (p=0,062).

Ademas, en ratones WT se observaron diferencias significativas en la actividad
locomotora entre los que recibieron 0,1 mg/kg de HAL con respecto a los animales que
recibieron Sal sélo a los 10 min (ANOVA de una via, F(1,15)=5,824, p=0,036), siendo en los
tiempos restantes, indistinguibles desde el punto de vista estadistico; esto uUltimo se deberia
probablemente a que los animales WT tienen una tendencia natural a disminuir su actividad
locomotora a lo largo del tiempo.

Finalmente, entre animales p35KO y WT tratados ambos con 0,1 mg/kg de HAL, se
observaron diferencias significativas en los tiempos 10, 20 y 30 min (ANOVAs de una via,
todos los F(1,10)>5,315, todos los p<0,05) tiempos en los que el antagonista de D2 aun no ha
alcanzado su efecto maximo en los ratones transgénicos, pero no se observaron diferencias

significativas en los tiempos siguientes.
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4.2.3 Respuesta alterada a bajas dosis de haloperidol en ratones p35KO.

Dosis muy bajas de HAL producen un aumento de la actividad locomotora en ratas y
ratones al bloguear el tono inhibitorio que los receptores D2 presindpticos ejercen sobre la
liberacion de DA, es decir, bajas dosis de esta droga produce un aumento en la actividad
locomotora de animales sanos al inducir un aumento en la liberacion de DA (Dias y col.,
2012). Con esta idea en mente, tratamos a los ratones p35K0 y WT con 0,03 mg/kg de HAL,
dosis a la cual se ha citado produce un aumento en la actividad locomotora (Dias y col.,
2012), con el fin de evaluar si la autoinhibicion de la liberacién de DA mediada por los
receptores D2, podria estar alterada en los ratones p35KO. El efecto de este tratamiento
sobre la actividad locomotora se analizd mediante el paradigma de campo abierto durante
los 60 min post-administracion. Se utilizaron en este experimento 19 animales WT (12 Sal, 7
HAL) y 12 p35KO (7 Sal, 5 HAL).

Cuando ratones p35KO y WT recibieron una dosis de 0,03 mg/kg de HAL y se evalud
su actividad locomotora, se observé de acuerdo a lo esperado, un aumento en la actividad
locomotora de los ratones WT, sin embargo, de manera interesante los ratones p35KO
mostraron una disminucién significativa en su actividad (Figura 28a). Este resultado se
analizod a través de un ANOVA de dos vias (genotipo x tratamiento) en el cual se observd un
efecto del genotipo (F(1,27)=27,351, p=0,006), del tratamiento (F(1,27)=15,039, p<0,001) y
de la interacciéon entre ambos factores (F(1,27)=55,019 p<0,001). Ademas, el test a posteriori
de Duncan confirmd la presencia de diferencias significativas en la actividad locomotora de
ratones WT que recibieron 0,03 mg/kg de HAL con respecto a los que recibieron Sal
(p=0,024) y en la disminucion observada en ratones p35KO luego del tratamiento
farmacoldgico con respecto a los tratados con Sal (p<0,001). Por otro lado, no se observaron
diferencias significativas entre ratones p35KO y WT tratados con 0,03 mg/kg de HAL, aunque
la actividad de los ratones transgénicos fue levente mayor. Finalmente, el tratamiento
farmacoldgico produjo que la actividad locomotora de ratones p35KO se acercara a los
niveles normales de locomocidn presentado por los ratones WT tratados con Sal, no
mostrando diferencias significativas (comparacién planeada WT Sal vs. KO 0,03 mg/kg HAL,
p=0,34).

Por otro lado, cabe destacar que la disminucion producida en el raton p35K0 por la

administracion de 0,03 mg/kg de HAL fue similar a la observada luego de la administracion
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de la dosis de HAL de 0,1 mg/kg (Figura 28a); un ANOVA de una via entre la actividad
locomotora de los ratones p35KO tratados con 0,03 y 0,1 mg/kg de HAL no indico diferencias
significativas entre los animales que recibieron dosis distintas (F(1,10)=0,483, p=0,82).

El efecto de la administracién de 0,03 mg/kg de HAL en la actividad locomotora
durante los 60 min de evaluacion de ratones de ambos genotipos (Figura 28b) se analizé de
la misma manera que en el apartado anterior. Para esto, se registro la actividad locomotora
cada 10 min durante un periodo de 60 min y estos valores se analizaron mediante una
ANOVA de tres vias, (genotipo x tratamiento x tiempo), de medidas repetidas (tiempo). A
continuacion se realizo un analisis a posteriori de Duncan con el fin de detectar diferencias
entre los distintos periodos temporales.

El analisis de la actividad locomotora mostro la presencia de un efecto del genotipo
(F(1,27)=28,255, p<0,01, del tratamiento (F(1,27)=15,232, p<0,001) y del tiempo
(F(5,135)=3,345 p=0,007), y de la interaccion entre los tres factores (F(5,135)=6,666,
p<0,001).

En ratones p35K0, se observd una disminucién a lo largo de los 60 min de duracién
del test en los animales que recibieron el tratamiento con 0,03mg/kg de HAL. En estos
ratones, el test a posteriori indicod diferencias significativas entre todos los intervalos de
tiempo con respecto al min 10 (todos los p<0,001), excepto entre los dos primeros (10 min
vs. 20 min) donde estos valores se acercaron a la significancia estadistica (p=0,075). Esto
indica que a partir de los 20 min, el efecto de esta dosis de HAL es completo y que esta se
mantiene activa al menos durante el tiempo restante que durd la evaluacion.

Por otro lado, en ratones p35K0 tratados con 0,03 mg/Kg de HAL en comparacion
con aquellos que recibieron Sal del mismo genotipo. ANOVAs individuales (una via,
tratamiento) realizados en cada tiempo, mostraron diferencias significativas en todos los
periodos temporales (todos los F(1,10)>6,779 y todos los p<0,05) excepto en el tiempo 60
min; en los cuales se observé que la actividad locomotora en los animales que recibieron el
antagonista de D2 fue menor a los tratados con Sal.

En los ratones WT que recibieron 0,03 mg/kg de HAL, se observd una disminucion
en la actividad locomotora a lo largo del tiempo, la cual, como demostrd el analisis a
posteriori de Duncan, es significativamente menor a partir del tiempo 30 min con respecto al

tiempo inicial (todos los p<0,009).
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Figura 28: Efecto de la inhibicion farmacolégica de los receptores D2 presinapticos de ratones p35KO y WT
mediante dosis bajas de HAL. I Actividad locomotora de ratones p35KO y WT tratados con Sal o con 0,03 mg/kg
del inhibidor de D2 HAL. Las barras indican la media de la actividad locomotora de los ratones durante 60 min. Se
observa que dicho antagonista produce un aumento en la actividad locomotora de ratones WT con respecto a los
tratados con Sal, mientras que en ratones p35KO induce una reduccidon en la locomocién en comparacion a los
tratados con Sal, como lo indic6 un ANOVA de dos vias (interacciéon genotipo por tratamiento, F(1,27)=55,019,
p<0,001) seguido por el tes a posteriori de Duncan. I Curva temporal del efecto de la actividad locomotora de
ratones p35KO y WT tratados con 0,03 mg/kg de HAL. Cada punto representa la actividad locomotora cada 10 min.
Se observa que el tratamiento con dicho inhibidor produce que la actividad locomotora de los ratones WT sea mayor
que la de los tratados con Sal del mismo genotipo, mientras que en ratones p35KO esta es menor en todos los
tiempos con respecto a los tratados con Sal. ANOVAS individuales en cada tiempo. En b. # Indica diferencias entre
ratones Sal-p35K0 vs. HAL-p35KO (todos los F(1,10)>6,779 todos los p<0,05), y * entre Sal-WT y HAL-WT (todos los
F>(1,17)=6,38 p<0,022). WT: Sal n=12, HAL n=7; p35KO: Sal n=7; HAL n=5. Las barras de error representan el error

estandar de la media. *,#,p<0,05; **,##,p<0,01.

Por otro lado, al comparar la actividad locomotora de los ratones WT tratados con
0,03 mg/kg de HAL, en comparacion a los tratados con Sal, se observd que el tratamiento
farmacoldgico produce un aumento en la actividad locomotora con respecto a la de los
ratones con el tratamiento control; esto se demostré mediante ANOVAs individuales en cada
tiempo (ANOVAs de una via, tratamiento) en el que la actividad locomotora de los ratones
tratados con HAL 0,03 mg/kg fue significativamente mayor en casi todos los tiempos (todos

los F(1,17)>6,38, todos los p<0,022) excepto a los 10 y 50 min.
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Finalmente al comparar la actividad locomotora de los ratones de ambos genotipos
tratados con 0,03 mg/kg de HAL, se observd que ésta fue ligeramente mayor en los ratones
WT hasta los 40 min del test, sin embargo, solo en dicho tiempo estas diferencias estuvieron
cerca de ser estadisticamente significativas (ANOVA de una via, tratamiento, F(1,10)=4,989,
p=0,051), tiempo en que la actividad de los ratones p35KO alcanza su valor minimo. En los
tiempos restantes (50 y 60 min) la actividad locomotora entre ratones de ambos genotipos

es indistinguible.
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DISCUSION

En este trabajo de tesis demostramos, por primera vez, que las alteraciones en la
funcién del complejo CDK5/p35 en ratones juveniles producen un fenotipo conductual
hiperactivo, reversible mediante el uso de psicoestimulantes y con menores niveles de
ansiedad. Estos comportamientos estarian relacionados con las desregulaciones en la sintesis
y utilizacion de DA encontradas en estos ratones transgénicos. Finalmente demostramos que
el funcionamiento de los receptores de DA D1 y D2 es necesario para la expresion de la
hiperactividad locomotora en dichos ratones. Este perfil conductual y bioquimico, atribuible
a la disfucncion de CDKS5, es similar al los encontrados en diversos modelos animales de
TDAH.

Si bien el ratdon p35K0 ha sido muy usado en estudios relacionados con maduracion
y formacion de sistema nervioso central que incluyen migracion neuronal y formacion de
sinapsis (Kwon y Tsai, 1998; Kwon y col., 2000; Ko y col., 2001), este practicamente no ha sido
caracterizado conductualmente . En este contexto, nuestro trabajo es uno de los primeros en
estudiar caracteristicas claves del comportamiento del ratdon p35KO, y ademas es el Unico en
el que se utilizan ratones juveniles. Por otro lado, al momento de la publicacion de la primera
parte de nuestros resultados, (Krapacher y col., 2010), dicho trabajé representd la primera
asociacion en entre cdk5 y TDAH. Posteriormente, parte de nuestros resultados fueron
confirmados por otro grupo de investigacion (Drerup y col., 2010).

En primer lugar observamos que los ratones juveniles de 24 dias de edad, carentes
de la proteina p35, presentan niveles de actividad locomotora espontanea aproximadamente
2 veces mayores que los ratones WT cuando ésta se evalud durante 70 min en el campo
abierto. Sumado a esto, se observé que la actividad locomotora de los ratones p35KO y WT
fue indistinguible en los 10 min iniciales del test, lo que indicaria que la actividad exploratoria
inicial a un ambiente novedoso seria similar en ratones de ambos genotipos. Por otro lado, a
partir de los 20 min de evaluacion, la actividad locomotora de los animales WT comenzé a
disminuir a medida que progresaba el tiempo del test, sin embargo, en los ratones p35KO
ésta aumento ligeramente con respecto al tiempo inicial y se mantuvo en niveles constantes

durante todo el tiempo de la evaluacion. Esto indicaria que, si bien la exploracion inicial seria
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normal en el raton p35KO, éste presentaria déficits en procesos de habituacion al contexto.
Ademas, el analisis temporal indica que los mayores niveles de actividad locomotora en los
ratones p35KO seria resultado de que ésta se mantiene elevada durante todo el test y no
debido a una mayor velocidad en la locomocidn.

Por otro lado, cuando la actividad locomotora se evalud en animales de entre 50-75
dias de edad, no se encontraron diferencias significativas entre ambos genotipos, indicando
gue la hiperactividad encontrada en los ratones p35KO se encuentra restringida a edades
juveniles, al menos con nuestros parametros de experimentacion.

No existen registros previos de hiperactividad en ratones p35KO juveniles, sin
embargo, posteriormente a que nosotros publicdramos estos resultados (Krapacher y col.,
2010), Drerup y col. (2010) publicaron resultados similares a los nuestros, los cuales
confirman que ratones p35KO presentan niveles elevados de actividad locomotora. A pesar
de que los resultados entre dicho trabajo y el nuestro son similares, existen algunas
diferencias, siendo la mas importante que éste grupo encuentra hiperactividad en los
ratones p35KO a edades adultas tratados con Sal. Esta diferencia podria deberse a que el
rango de edades usado en dicho trabajo es muy amplio, de entre 40 y 85 dias, mientras que
nosotros evaluamos la actividad de los animales adultos a partir del dia postnatal 60 y 75 en
una ventana temporal mucho mas restringida y se realizd en ratones sin ningln tratamiento
previo. Ademas, existen diferencias en el protocolo de registro de la actividad locomotora y
de habituacién previa a la caja de registro. Sin embargo, mas alla de estas diferencias, este
trabajo apoya nuestra observacién de que una desregulacién sostenida en el tiempo de
CDKS5 produce un fenotipo hiperactivo en ratones carentes del activador p35.

Diferentes estudios indican que la inhibicién farmacoldgica de CDK5 mediante
roscovitina u olomoucina no producen aumentos en la actividad locomotora de ratas o
ratones, lo que indicaria que en animales sanos, solo la inhibicion de CDK5 por periodos
acotados de tiempo no seria suficiente para producir este fendmeno, sin embargo la
inhibicidon constitutiva de la actividad de CDK5 debido a la ausencia de p35 durante todo el
desarrollo, produciria alteraciones que desencadenarian este tipo de comportamientos.

Este patrén de actividad locomotora encontrado en el ratdn p35K0 es por definicion
la caracteristica clave de todo modelo de TDAH (Russell, 2011). LA hiperactividad locomotora

se encuentra en los modelos animales mas ampliamente aceptados y utilizados de TDAH, los
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cuales incluyen a ratas y ratones tratados periatalmente con 6-OHDA, ratas SHR y ratones
DAT-KO (Russell, 2011). Ademas, los ratones p35KO presentan hiperactividad solo a edades
juveniles, lo que segun Sagvolden y col. (2005b) es una caracteristica muy importante en
todo modelo animal de TDAH, debido a que en pacientes la hiperactividad comienza a
disminuir durante la adolescencia; sin embargo, para otros autores, teniendo en cuenta que
el TDAH se mantiene durante toda la vida adulta, ésta caracteristica no seria crucial (van der
Kooij y Glennon, 2007). En este sentido, nuestro raton transgénico seria similar a lo
observado en animales tratados con 6-OHDA o sometidos a hipoxia perinatal, en los cuales la
hiperactividad desaparece aproximadamente a partir de la sexta semana de edad (Shaywitz y
col., 1976a; Gramatte y Schmidt, 1986), en contraposicion a otros modelos como las ratas
SHR o NHE vy los ratones DAT-KO en los cuales la hiperactividad puede encontrarse también a
edades adultas (Sadile y col., 1993; Sagvolden y col., 1993b; Gainetdinov y col., 1999).

Otra caracteristica altamente buscada en los modelos de TDAH, es que estos estos
animales, al ser tratados con psicoestimulantes reduzcan sus niveles de actividad locomotora
(Russell y col., 2005; Wickens y col., 2011). Nosotros administramos a los ratones p35KO0 vy
WT con dosis bajas de ANF (0,2; 0,5y 1,0 mg/kg) y MTF (0,5; 1,0 y 2,0 mg kg), en un rango
cercano al utilizado en el tratamiento farmacoldgico de nifios con TDAH. En primer lugar,
observamos que en ratones WT, la tres dosis utilizadas de ANF o MTF producen un marcado
incremento en la actividad locomotora, sin embargo, otros trabajos no encuentran efectos
en la actividad locomotora a dichas dosis (Xu y col., 2000; Berridge y col., 2006; Tilley y Gu,
2008). Estas diferencias pueden deberse a que estos trabajos fueron realizados en animales
adultos, en ratas y/o a que los animales fueron previamente habituados a las cajas de
registro. Por otro lado, en ratones p35KO encontramos que las 3 dosis elegidas, tanto de ANF
o MTF produjeron una marcada y persistente disminuciéon en la actividad locomotora,
permaneciendo disminuida durante los 60 min posteriores a la administracién de la misma.
Ademads, se observd que la actividad locomotora de los ratones p35KO tratados con
psicoestimulantes alcanzé niveles similares a los observados en ratones WT tratados con Sal,
indicando que el uso de dichos farmacos normalizara los niveles de actividad locomotora en
los ratones p35KO0.

Estos resultados, conjuntamente con los anteriores, indican que el ratén p35KO

puede modelar caracteristicas claves del TDAH. Ademds, debido a que es altamente
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conocido que los psicoestimulantes producen aumentos en la locomocién en animales sanos
y sus efectos sedativos en modelos de TDAH, principalmente afectando la regulacién
dopaminérgica (Arnsten, 2006), estos resultados nos indicarian que la existencia de
alteraciones en este sistema de neurotransmisién estarian relacionadas con la hiperactividad
encontrada en el ratén p35KO .

El hecho de que ratones carentes de p35 disminuyan su actividad locomotora al ser
tratados con psicoestimulantes seria contradictorio con trabajos donde se ha encontrado
gue la inhibicion farmacoldgica de CDK5 potencia los efectos de la administracion de
psicoestimulantes (Bibb y col., 2001), sin embargo, posiblemente la falta de funcion
constitutiva de esta quinasa durante todo el desarrollo produciria otro tipo de efectos. Este
resultado obtenido por nosotros, se corresponden con el trabajo de Drerup y col. (2010), en
el cual encuentran que la administracion cronica de COC y MTF producen una disminucion
gradual de la actividad locomotora de ratones p35KO.

A continuacién, evaluamos a nuestros ratones en el LCE, una prueba de ansiedad, ya
gue se ha reportado que varios animales usados como modelos de TDAH suelen presentar
menores niveles de este tipo de comportamientos. Cuando se evalué a los ratones de ambos
genotipos se observd, de acuerdo a lo esperado, que los ratones WT exploraron todos los
brazos del LCE y luego evitaron activamente ingresar a los brazos abiertos, a los cuales solo
ingresaron en un 30% del total de entradas a ambos brazos y permanecieron en éstos menos
del 30 % del tiempo total de evaluacion. Por otro lado, los ratones p35KO no evidenciaron
preferencia por ninguno de los dos brazos, entrando y permaneciendo en la misma medida
en ambos tipo de brazos. Ademas, se observd que el nimero de entradas totales a ambos
brazos fue indistinguible entre los genotipos, indicando que la hiperactividad locomotora
presentada por los ratones p35KO no influye en el resultado de este experimento. Este test
indicaria que los ratones p35KO presentan menores niveles de comportamientos tipo-
ansiedad, lo que se corresponde con lo observado en otros modelos de TDAH, como ratas
lesionadas con 6-OHDA, ratas SHR y ratones DAT-KO juveniles, en donde estos animales
presentaron menores niveles de ansiedad cuando fueron evaluados en el LCE (Avale y col.,
2004b; Calzavara y col.,, 2004; Carpenter y col., 2012). Adicionalmente, otro grupo de
investigacion observd que en una cepa de ratones seleccionados a partir de bajos niveles de

ansiedad en el LCE, éstos (Bibb y col., 2001) presentan altos niveles de actividad locomotora

127



reversible mediante el uso de ANF, indicando una co-segregacion entre ansiedad e
hiperlocomocién (Yen y col., 2013).

Por otro lado, los resultados observados en los ratones p35KO son consistentes con
las observaciones realizadas por Bignante y col (2008 y 2010). En estos trabajos, encontraron
gue la induccién de estrés por inmobilizacion en ratas produce un aumento en los niveles de
expresion de p35 vy en la actividad de CDK5 en amigdala basolateral (ABL) y en el septum
lateral del hipocampo (SLH), lo cual es acompafiado por un aumento en los niveles de
ansiedad en el LCE. Ademas, observaron que tanto en ratones p35K0O, como en ratas a las
cuales se les administré el inhibidor de CDK5 olomoucina, intra ABL o SLH, el estrés previo no
produjo aumentos en los niveles de ansiedad (Bignante y col., 2008; Bignante y col., 2010).
Estos resultados indicarian que la funcién de CDK5 es esencial para la expresion de
comportamientos ansiogénicos, lo cual estaria de acuerdo con la falta de este tipo de
comportamientos encontrados en nuestros ratones p35KO.

Por otro lado, se ha observado recientemente en un ratdon transgénico al cual se le
ha delecionado el gen que codifica para la proteina caseina quinasa 2 (CK2) en NSM del Str
gue expresan el receptor D1, hiperactividad y falta de comportamientos ansiosos en el LCE,
los cuales pueden ser revertidos mediante el uso de SCH23390; mientras que estos
comportamientos estan ausentes si esta delacion se induce en neuronas que expresan D2 en
la misma drea (Rebholz y col,, 2013). La CK2 en el Str cumple una funcion andloga vy
complementaria a CDKS5 al regular negativamente la funcion de los receptores D1 (Rebholz y
col., 2009), lo cual se corresponde con un aumento en los niveles de DARPP-32,r.34 en dichos
ratones transgénicos luego de la estimulacién de estos receptores (Rebholz y col., 2013), lo
gue indicaria que la sobreactivacidon de esta via de neurotransmision podria estar relacionada
con el establecimiento de falta de conductas tipo-ansiedad e hiperactividad. Un fenémeno
similar podria estar sucediendo en el ratén p35K0O, en el cual la disfuncion de CDK5 se
traduciria en un aumento de la eficiencia de la via D1/PKA-DARPP-32.34 al no poder CDK5
fosforilar DARPP-32p+.7s € inhibir PKA (Bibb y col., 1999). Debido a esto, en los ratones p35KO
la ausencia de comportamientos tipo-ansiedad podria estar relacionada con una
sobreactivacion del receptor D1 similar a lo encontrado en el ratdon transgénico para CK2.

Por otro lado, teniendo en cuenta que el LCE es considerado un test de

aproximacién/evasién, diversos autores consideran que falta de evasion por los brazos
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abiertos o falta de preferencia por alguno de los tipos de brazos puede interpretarse como
una menor capacidad para inhibir una respuesta o una pobre inhibicion comportamental,
mas que una medida de falta de ansiedad (Mormede y col., 2002; Avale y col., 2004b). Esta
falta de inhibicién de acciones, las cuales exponen a un animal a situaciones potencialmente
peligrosas, puede considerarse un tipo especifico de impulsividad (Evenden, 1999). De
acuerdo a esto, dicha interpretacién podria extenderse a lo observado por nosotros en los
ratones p35K0, los cuales no evidencian ningun tipo de conflicto en el LCE. Esto podria estar
indicando que los ratones p35K0 presentarian un déficit en inhibir una respuesta cuando se
enfrentan a una sefial que indica detenerse (sefial “no-go”). LA pobre inhibicién
comportamental es una las caracteristicas mas importantes de los pacientes con TDAH, los
cuales comunmente presentan peores puntuaciones en test de inhibicidn de respuestas (test
go/no-go) que los poblacion sana (Nigg, 2001). Finalmente, si bien se ha encontrado
comorbilidad entre TDAH vy trastornos de ansiedad, se piensa que este ultimo seria una
consecuencia emocional del paciente al diagndstico original, por lo que la ansiedad no seria
una caracteristica clave de este trastorno (Taurines y col., 2010). Teniendo en cuenta esto, es
probable que el patrén de comportamiento exhibido por los ratones p35KO en el LCE, se
deba a una pobre capacidad de inhibir respuestas y no a mecanismos de ansiedad, lo que
seria un indicador de impulsividad, sin embargo, test conductuales mas especificos serian
necesarios para poder confirmar esta idea.

A continuacién, debido a que los niveles de actividad locomotora estan relacionados
con los niveles de DA y a que CDK5 es un importante regulador de la enzima TH, decidimos
evaluar, la sintesis de este neurotransmisor. En primer lugar, esto se realizd en animales de
24 dias de edad, dado que fue a esta edad donde se detectd hiperactividad en los ratones
p35KO0.

La sintesis de DA se evalud en Str, debido a que este es uno de los principales
nucleos relacionados con la regulacion de la actividad locomotora y ademds una de los
principales sitios de accién de los psicoestimulantes (Groenewegen y Trimble, 2007). Cuando
evaluamos la concentracion de la enzima TH, observamos mediante tinciones
inmunohistoquimicas e inmunoblot, que los ratones p35KO presentan niveles mayores de
esta enzima tanto en Str como NAc con respecto a los animales WT. Sumado a esto,

encontramos que este mayor nivel de TH se correlaciona con mayores niveles de
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acumulacion de DA. Asimismo, demostramos que los mayores niveles de DA encontrados en
el ratén p35K0 se deben a una mayor sintesis de este neurotransmisor. Esto se demostré a
través de la determinacién de los niveles de acumulacion de |-DOPA mediante el uso del
inhibidor NSD-1015, en donde encontramos que ratones p35KO presentan mayores niveles
de este metabolito que los ratones WT. El farmaco NSD-1015 bloquea la conversién de I-
DOPA a DA, y teniendo en cuenta que |-DOPA no es susceptible de ser degradada, la
concentracion de esta representa un indicador mas preciso de la de sintesis de DA y puede
ser interpretado como una medida indirecta de la actividad de TH.

Se ha citado que TH es fosforilada por CDK5 en la Ser31, lo que aumenta su
estabilidad y actividad (Moy y Tsai, 2004). Debido a esto, la falta de funcién de dicha quinasa
deberia provocar que los ratones p35K0O presentaran menores niveles de TH, sin embargo,
encontramos un aumento en los niveles de dicha enzima. Esto posiblemente se deba a que
otros mecanismos podrian estar compensando la alteracion de la funcion de CDK5. Estos
mecanismos podrian ser tanto a nivel transcripcional y traduccional, aumentando los niveles
de sintesis del RNAm para TH y aumentando su traduccién a proteina; como también a nivel
postraduccional por fosforilacion diferentes quinasas, sin embargo para poder confirmar esta
afirmacion serian necesarios experimentos adicionales. Por otro lado, Moy y Tsai, indican que
los ratones CDK5-KO presentan menores niveles de TH con respecto a los animales WT (Moy
y Tsai, 2004), sin embargo, esta discrepancia con nuestros datos probablemente se deba a
gue en dicho trabajo, los niveles de ésta enzima se determinaron en ratones de 16 dias de
edad gestacional, por lo que estos datos no serian comparables con los nuestros. Ademas, en
nuestro ratén, la proteina de p39 podria rescatar, al menos en parte, la funcién de p35.

Por otro lado, de manera conjunta con la normalizacion de la actividad locomotora,
los ratones p35KO adultos no presentaron diferencias en los niveles de TH, ni de DA con
respecto a los animales WT de su misma edad. Ademds, en animales adultos, se evaluaron
los niveles de acumulacion del metabolito de DA, DOPAC, el cual es producido en ratones
principalmente a partir de la DA liberada que no es rapidamente reciclada dentro de las
vesiculas sinapticas, lo cual puede utilizarse, con ciertas reservas, como una medida de la
liberacion o utilizacion de DA. En ratones adultos, no se observaron diferencias en los niveles

de DOPAC, ni del cociente DOPAC/DA, entre ratones de ambos genotipos, indicando que
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conjuntamente con niveles normales de DA, los ratones p35KO adultos no presentan
alteraciones en la tasa de utilizacion de este neurotransmisor.

De acuerdo con estas observaciones en animales adultos, se ha citado que los
niveles de expresion de p35 gradualmente comienzan a declinar con la edad (Delalle y col.,
1997), por lo que muchas funciones llevadas a cabo por esta quinasa probablemente son
relevadas por otros sistemas de sefializacion intracelular, por lo que la normalizacion de los
niveles de TH en ratones p35KO0, podria ser consecuencia de que con la edad adulta, otros
sistemas serian los principales responsables de la regulacién de esta enzima. Este resultado
es similar a lo encontrado por Drerup y col. (2010), en donde no encuentran diferencias en
los niveles de DAy DOPAC entre ratones p35KO y WT adultos.

Por otro lado, a diferencia de lo encontrado en ratones adultos, observamos en
animales juveniles (tratados con Sal), que los ratones p35K0, presentan menores niveles del
metabolito DOPAC, en comparacion con los animales WT. Esto, sumado al hecho de que los
animales p35K0, presentan niveles totales de DA mayores que el de los ratones WT, se
traduce en una tasa de recambio de DA (DOPAC/DA) marcadamente inferior en los ratones
transgénicos. Un menor metabolismo de DA puede manifestarse en un nimero diverso de
situaciones, que incluyen mayor sintesis de DA pero con menor liberacién, menor
recaptacion debido a funcionamiento anormal de DAT o menor metabolismo por parte de la
enzima MAO.

Por otro lado, se observd que el tratamiento farmacoldgico con 0,5 mg/kg de ANF o
0,5 mg/kg de MTF provocaron una disminucion de los niveles totales de DA en ratones
p35KO con respecto a los tratados con Sal, alcanzado estos ratones, niveles similares de
acumulacion de DA a los encontrados en ratones WT.

Ademas, paralelamente a esto, el tratamiento con dichos psicoestimulantes produjo
un marcada disminucion en lo niveles de expresion de TH en los ratones p35K0. Este uUltimo
dato indicaria que el rapido descenso en los niveles de DA observado en los ratones p35KO
después del tratamiento con psicoestimulantes seria resultado de la disminucién observada
conjuntamente en los niveles de la enzima TH. Esta rapida disminucion en los niveles de TH
observada después del tratamiento con ANF o MTF en ratones p35KO, probablemente
estaria relacionada con la falta de una correcta funcién de CDK5 en los ratones transgénicos.

CDK5 fosforila a TH en la Ser31, aumentando su estabilidad (Moy y Tsai, 2004), por lo cual
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alteracion de la funcién de dicha quinasa, produciria que TH se encuentre en un estado
menos estable y mas susceptible a la degradacion, lo que explicaria su rapida caida luego del
tratamiento con psicoestimulantes. Por otro lado, apoyando esta idea se ha observado una
disminucion en el numero de fibras TH positivas en ratas periadolescentes inmediatamente
después de ser tratadas con MTF (Gray y col., 2007).

Cabe destacar, que se ha citado que el tratamiento con ANF o metanfetamina
producen aumentos en la sintesis de DA, a través de un mecanismo dependiente de Ca®'
(Fung y Uretsky, 1982; Larsen y col., 2002), lo cual se contradice con lo observado en los
ratones p35K0, donde encontramos el efecto opuesto. Probablemente esta discrepancia esté
relacionada con las consecuencias de la falta de la correcta funcion de CDK5 en la regulacién
de la actividad y estabilidad de TH. Por otro lado, tampoco se observé aumentos en los
niveles de DA en ratones WT, esta diferencia podria explicarse por el hecho de que nosotros
utilizamos una dosis de baja (0,5mg/kg) de ANF, mientras que para inducir un aumento en la
sintesis de DA, se necesitan dosis mayores (1,0 0 2,0 mg/kg) (Fung y Uretsky, 1982).

Por otro lado, conjuntamente con estos cambios, observamos que el tratamiento
con psicoestimulantes produjo un notable aumento en el metabolismo de DA en ratones
p35K0, como lo indica el cociente DOPAC/DA, alcanzando niveles similares a los hallados en
los ratones WT. Observamos que tanto ANF como MTF provocaron un leve aumento (aunque
significativo) en los niveles de DOPAC en ratones p35KO con respecto a los tratados con Sal.
Este dato en conjunto con la disminucion inducida por dicho tratamiento en los niveles de DA
en los ratones transgénicos, resultaron en el marcado aumento observado en DOPAC/DA.
Esta uUltima observacion indicaria que la disminucién en la concentracién de DA seria la
principal responsable del aumento de DOPAC/DA.

La interpretacion del cambio de los niveles de los metabolitos de DA luego de la
administracion de psicoestimulantes puede ser confusa, debido a que si bien este tipo de
farmacos afecta la utilizacion y recambio de DA, también interfieren indirectamente
afectando el metabolismo de ésta. Nosotros observamos un ligero aumento en los niveles de
DOPAC en ratones p35KO tratados con ANF. Esta droga aumenta la cantidad de DA en el
espacio sinaptico a través de la translocacion de la DA desde las vesiculas sinapticas hacia el
citosol y el posterior transporte reverso de esta a través de DAT hacia el espacio sindptico.

Esto produce un gran aumento en la concentracién citosolica de DA, lo que debido a su
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metabolismo deberia producir un gran aumento en los niveles de DOPAC, sin embargo, ANF
actla como un potente inhibidor de MAO-A, disminuyendo la conversion de DA libre sea
convertida a DOPAC (Robinson, 1985; Sulzer, 2011) . Debido a esto, la determinacién de los
niveles de DOPAC luego del tratamiento con ANF en los ratones p35KO, podria estar
subestimando los cambios reales en la utilizacidon y metabolismo de la DA.

De la misma manera, el uso de MTF podria afectar los niveles de DOPAC
independientemente de su efectos en la utilizacién de DA. MTF actla mediante el bloqueo
de DAT, lo cual produce un aumento de la DA en el espacio sinaptico al no poder esta ser
transportada nuevamente hacia el interior de la neurona (Sulzer y col., 2005). Esto a su vez
produce una disminucidn en los niveles de la DA en el citosol susceptible de ser degradada a
DOPAC, por lo cual la produccion de este podria disminuir. Debido a esto, nuevamente, la
medida de la produccion de DOPAC podria estar infravalorando los cambios en la utilizacion
real de DA en los ratones p35K0 luego del tratamiento farmacolodgico.

En contraposicidén con nuestro trabajo, Drerup y col., encentraron una disminucion
en los niveles de DOPAC en ratones p35K0, pero estos experimentos fueron llevados a cabo
en ratones adultos tratados cronicamente con 10 mg/kg de MTF durante cinco dias, sin
embargo este tratamiento disminuyd considerablemente los niveles de DA, lo cual
aparentemente indica un aumento en la tasa DOPAC/DA en ratones p35KO que recibieron
este tratamiento con respecto a los tratados con Sal, aunque en dicho trabajo no reportan
este resultado. Por otro lado, este grupo analizo los niveles del metabolito HVA y su tasa de
recambio HVA/DA, encontrando que el tratamiento con MTF produce un aumento de dicho
cociente, consistente con una mayor utilizacion de DA. En nuestro trabajo, intentamos
determinar los niveles de HVA, pero los mismos se encontraron por debajo del limite de
deteccién de la técnica y el equipamiento utilizado.

Hasta este punto, hemos demostrado que la falta de una correcta funcién del
complejo CDK5/p35 produce en ratones juveniles un fenotipo conductual hiperactivo
relacionado con desregulaciones en la sintesis y metabolismo de la DA.

Teniendo en cuenta que la actividad locomotora es altamente regulada por DA vy
gue la correcta integracién de sefiales a través de sus receptores es crucial para la normal
regulacion de este comportamiento, analizamos el funcionamiento de los receptores de DA,

D1y D2 en el establecimiento de |a hiperactividad locomotora de los ratones p35KO.
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Los receptores D1 son cruciales en la regulaciéon de la actividad locomotora,
ademas, juegan un rol muy importante en los efectos crénicos y agudos de la administracién
de psicoestimulantes; debido a esto decidimos evaluar su funcionalidad en los ratones
p35KO.

La actividad basal de los receptores D1 es necesaria para el mantenimiento de la
actividad locomotora, y se ha citado que la inhibicién farmacoldgica produce sedacion en
ratas y ratones (Meyer y col., 1993). En este sentido, en primer lugar se administrd una dosis
de 0,05 mg/kg del antagonista de los receptores D1 SCH23390, dosis que produce
disminucion en la actividad locomotora en ratas y ratones sanos. Al administrar dicha dosis a
ratones juveniles p35K0O y WT, se observd una gran disminucién de la actividad locomotora
en ambos genotipos, los cuales ademas mostraron una cinética de los efectos del farmaco
bastante similar. Por otro lado, se observé que el efecto de dicho tratamiento farmacoldgico
fue mas pronunciado en los ratones p35KO donde éste produjo una caida en la actividad
locomotora de 3,2 veces, mientras que en los ratones WT esta fue de alrededor de 2 veces.
Estd observacidon probablemente se deba a que los ratones p35K0O al tener una actividad
locomotora mayor, tienen un posible rango de variacion en este comportamiento mas amplio
gue los ratones WT, sin embargo, no puede descartarse de que esto pueda deberse a una
distinta sensibilidad a dicho farmaco en los ratones p35K0. Sumado a esto, se observd que la
actividad locomotora de los ratones p35K0 tratados con SCH23390 alcanzé niveles similares
a la de los ratones WT tratados con Sal, pero esta aun fue mayor que la de los ratones WT
gue recibieron la dosis del antagonista de D1. Estos resultados indican que, al menos en
parte, la hiperactividad de los ratones p35KO estaria mediada por DA actuando en los
receptores D1, ya que al bloquear estos receptores, ésta desaparece. La diferencia observada
entre ratones p35K0 y WT tratados ambos con el antagonista del receptor D1, podria sugerir
la existencia de una contribucién en la actividad locomotora no atribuible a dicho receptor,
sin embargo al analizar la curva temporal de la accion del SCH23390, se observa que a partir
de los 30 min del test la actividad de ambos genotipos es indistinguible, lo cual mas
probablemente sefialaria que la diferencia observada en la actividad total durante los 60
minutos del test se deba a la mayor actividad locomotora observada en los primeros 20

minutos de éste y no a una diferencia en la magnitud del efecto de dicho farmaco.
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Por otro lado, estos resultados indican que la sefializacion dopaminérgica basal a
través de los receptores D1 no estaria mayormente afectada en los ratones p35K0, ya que la
respuesta ante su bloqueo es similar a la encontrada en los ratones WT. Algunos autores
interpretan que el uso de inhibidores de receptores D1 actuarian durante la actividad
“ténica” de estos, ya que estarian inhibiendo la actividad su constitutiva en respuesta a los
niveles basales de DA en la cavidad sinaptica debida a la liberacion espontdnea de DA
(Holmes y col., 2001; Napolitano y col., 2010), sin embargo, el bloqueo de estos receptores
también estaria dejando sin sitio de accion a la DA liberada fasicamente . En este sentido, el
ratén p35KO no mostraria una actividad ténica alterada de estos receptores, lo cual estaria
en concordancia con otros modelos de hiperactividad como los observados en ratones con
genéticamente modificados con un DAT insensible a COC (DAT-Cl) y ratones coloboma
(hemizigotas para la proteina SNAP-25), en los cuales la misma dosis de SCH23390 que la
utilizada por nosotros fue eficiente en reducir la actividad locomotora de estos animales (Fan
y Hess, 2007; Napolitano y col.,, 2010) . Ademds, en ratas SHR se encontré que la
administracion de SCH23390 produjo una atenuacién de la hiperactividad motora
caracteristica de esta cepa (Ohno y col., 2012). En ratas NHE, se observd que dosis muy bajas
de 0,01 mg/kg de SCH23390 produjo un aumento en la actividad locomotora en
comparacion con los animales control, mientras que dosis mayores produjeron sedacién
locomotora (Viggiano y col., 2003b), sin embargo, este mismo resultado fue encontrado en
ratas de la cepa Long-Evans, las cuales no presentan hiperactividad (Meyer y col., 1993),
indicando que este efecto diferencial a distintas dosis de antagonistas de D1 podria no estar
relacionado con la hiperactividad encontrada en dicha cepa, ademas indicaria que la cepa
elegida como control en esos estudios no seria la mds adecuada.

III

Por otro lado, en ratones seleccionados por su hiperactividad en el “wheel-running”
test se observd que si bien estos reducen su actividad locomotora en respuesta a COC o MTF
(Rhodes y col., 2001; Rhodes y Garland, 2003), estos mostraron mucho menor sensibilidad a
SCH23390 a tres dosis diferentes con respecto a los animales controles, indicando una
diferencia en la sensibilidad de estos receptores o un rol diferente de estos en el
establecimiento de la hiperactividad (Rhodes y Garland, 2003). Esto indicaria que en algunos

casos la hiperactividad podria estar relacionada con alteraciones en la actividad ténica de los

recptores D1. En nuestro caso, si bien el funcionamiento de los receptores D1 es crucial para
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la expresion de la hiperactividad locomotora, la funcién de estos receptores no estaria
afectada.

En contraposicidon a lo encontrado con la inhibicién farmacoldgica de D1, la ablacién
genética de esté produce efectos opuestos a estos. Se ha citado, que ratones transgénicos
carentes de D1 (D1-KO) presentan mayores niveles de activad locomotora con respecto a los
animales WT (Xu y col., 1994; Centonze y col.,, 2003), sin embargo otros trabajos no
encuentran hiperactividad (Drago y col., 1994; Drago y col., 1996) . Si bien estos animales
podrian ser Utiles para comprender el papel de D1 en el establecimiento de la actividad
locomotora, es probable que este fendmeno este relacionado con mecanismos
compensatorios por la falta de este receptor y no con la funcion natural de D1, ademas, dada
la gran importancia de este, dichos ratones muestran gran cantidad de anomalias, como alta
letalidad pre y perinatal, bajo peso y retrasos en el crecimiento relacionado con poca ingesta
de alimentos y muerte prematura, entre otros (Drago y col., 1994), por lo cual todas estas
complicaciones agregarian demasiadas variables dificultando mucho la obtenciéon e
interpretacion de los resultados.

A continuacién evaluamos el estado de la sefializacién dopaminérgica mediada por
los receptores D1 través de la utilizacion del agonista SKF81297. De acuerdo a algunos
autores, esta estimulacion farmacoldgica es Util para evaluar el componente fasico de la
transmision a través de D1, es decir la respuesta de estos receptores a la llegada de grandes
cantidades de DA liberada por las neurona presinapticas. Tipicamente, el tratamiento con
agonistas de D1, incluido SKF81297, produce aumentos en la actividad locomotora de ratas y
ratones sanos. En algunos casos también es frecuente encontrar una respuesta bifasica, con
un ligera disminucién de la locomocidén inmediatamente después de la inyeccion de dichas
sustancias, la cual dura muy poco tiempo, y luego da lugar a un gran aumento en la actividad
locomotora, tipo de respuesta que es mas frecuente en ratas adolescentes o adultas y a dosis
elevadas de este tipo de sustancias (Diaz Heijtz y col., 2004; Diaz Heijtz y Castellanos, 2006) .

Como se comentd en la seccién Resultados, el tratamiento con SKF81297, produjo
un gran aumento en la actividad locomotora en ratones WT (aproximadamente 350%) y un
aumento mas leve (del 30%) en los ratones p35K0, con respecto a los animales tratados con
Sal. Esta gran diferencia probablemente se deba a que los animales WT tienen un margen

para aumentar su actividad locomotora mucho mayor que los animales p35KO, los cuales se
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encontrarian mas cerca de un nivel techo para su actividad locomotora. Ademas, la actividad
locomotora de los ratones p35KO tratados con el agonista de D1 fue estadisticamente mayor
gue la de los animales WT con el mismo tratamiento. El anadlisis de las curvas temporales
indica que a partir del periodo 30 min, la actividad de los ratones p35KO tratados con
SKF81297 es mayor que la de los animales tratados con Sal, y aproximadamente al tiempo 40
min los ratones tratados con SKF81297 alcanzan el nivel maximo de actividad locomotora
presentados por estos ratones en este trabajo. Estas observaciones indicarian que el
SKF81297 produce un aumento en la actividad locomotora de los ratones p35KO con
respecto a los que recibieron Sal aumentando los niveles de locomocion en cada periodo vy
manteniendo a los ratones activos por mas tiempo. Ademas se observo que en los diferentes
tiempos del test, la actividad locomotora de los ratones p35KO y WT ambos tratados con
SKF81297 fue estadisticamente indistinguible, aunque los valores de los animales WT
estuvieron siempre por debajo de los de los p35KO, esto indicaria que el efecto de dicho
farmaco, seria en magnitud similar entre los genotipos. Teniendo en cuenta esta Ultima
afirmacion, la diferencia detectada en el tiempo total del test se deberia a la suma de los
pequefios efectos observados en los diferentes tiempos del test.

En conjunto, estos resultados indicarian que el componente fasico de la sefializacién
a través de D1 no se encontraria afectado en los ratones p35KO, ya que estos pueden
responder aumentando su actividad locomotora en respuesta a una estimulacién de dichos
receptores. Por otro lado, estos resultados también indicarian que la hiperactividad
observada en los ratones p35K0O no seria un consecuencia de una anormal sefializacién de
los receptores D1, sino que probablemente este relacionada con los niveles de DA vy su
regulacion en la presindpsis. Ademas, estos resultados darian indicios acerca del mecanismo
a través del cual ANF y MTF producirian sus efectos sedativos en los ratones deficientes en
p35. Probablemente, estos psicoestimulantes no ejercerian sus efectos aumentando los
niveles totales de DA y su consecuente sefializacién, ya que como observamos con el uso de
SKF81297, la mayor estimulacion de los receptores D1 produce aumentos y no disminucion
en la actividad locomotora en el ratén p35K0, por lo que seria mas probable que ANF y MTF
ejerzan sus efectos a través de la regulacién de los niveles de DA mediante mecanismos

presinapticos (los cuales se discutiran mas adelante).
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Este resultado es similar al exhibido en otros animales hiperactivos en los que el uso
de agonistas de D1 también producen aumentos en la actividad locomotora. En ratas SHR,
tres dosis diferentes de SKF81297 (0,3; 3,0 y 1,0 mg/kg) producen aumentos en la actividad
locomotora de estas, manteniéndose elevada al menos durante 60 min, al igual que en los
animales control; ademas, encuentran un efecto bifasico de este farmaco con la dosis mayor
(10,0 mg/kg) en los primeros 20 min del test (Diaz Heijtz y Castellanos, 2006). Por otro lado,
ratones transgénicos que expresan solo un 10% de los niveles de DAT (DAT knock-down, DAT-
KD), los cuales presentan hiperactividad locomotora reversible con ANF, dos dosis diferentes
de SKF81297 (2,0 y 8,0 mg/kg), producen un aumento en la actividad locomotora de estos
ratones al igual que en los WT, sin embargo, este aumento es proporcionalmente menor en
los animales DAT-KD a la dosis mas baja, e incluso menor en niveles totales a la dosis mayor
(Zhuang y col., 2001). El resultado observado con la dosis de 2,0 mg/kg es similar al obtenido
por nosotros en los ratones p35KO en donde el aumento en la actividad locomotora inducido
por SKF81297 es menor en proporcion al de los ratones WT.

Un resultado interesante es el encontrado en ratones transgénicos carentes de DA
(DA-/-); estos animales durante la adultez necesitan de la administracién de I-DOPA, sin la
cual estos se vuelven hipoactivos, dejan de alimentarse y mueren. En estos ratones, el
tratamiento con una dosis de 50 mg/kg de I-DOPA, la cual restablece los niveles de DA en un
9% con respecto a los animales WT, produce un gran aumento de la actividad locomotora,
sin afectar la de los ratones WT. Ademas, el agonista SKF81297 produce un aumento en la
actividad locomotora mucho mayor en los ratones DA-/- que en los ratones WT, acompafiado
por un mayor afinidad de los receptores D1 por el ligando [H*]-SCH23390 y por el ligando de
D2 [H*-spiperona. Estos datos indicarian que la falta de DA produciria un estado de
hipersensibilidad de D1 y D2, sefialando que los niveles normales de este neurotransmisor
serian cruciales para la correcta funcion de sus receptores (Kim y col., 2000). Este resultado
se complementaria con lo observado en los ratones DAT-KD, los cuales presentan un
aumento de aproximadamente un 70% de DA extracelular con respecto a los controles, en
los cuales los autores de este trabajo sugieren que la menor sensibilidad de los receptores
D1 a los efectos estimulantes del SKF81297 estarian relacionados con este mayor tono

dopaminérgico (Zhuang y col., 2001).
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En ratas NHE, los efectos del uso de SKF81297 no se han probado de forma
concluyente, solo se ha demostrado que dosis muy bajas (de 0,1 mg/kg) producen el mismo
efecto en estas ratas y en su cepa control (Viggiano y col., 2003b).

Por otro lado, en ratones DAT-CI, el tratamiento con 5 mg/kg de SKF81297 produjo
una gran reduccién de la actividad locomotora; fendmeno que los autores atribuyen a una
sefializacion aberrante por parte de D1. Esta afirmacién es apoyada por la observacion de
gue en estos ratones la activacion de D1 por SKF81297 o ANF, no induce la fosforilaciéon de
sustratos de PKA (Napolitano y col., 2010). Los autores de este trabajo sugieren que esta
desregulacién en la sefializacion de receptores D1 seria una consecuencia del mayor tono
dopaminérgico encontrado en estos ratones, los cuales presentan un aumento del 65% en
los niveles de DA extracelular (Chen y col., 2006; Napolitano y col., 2010). Esta interpretacion
entraria en conflicto con lo observado en los ratones DAT-KD, los cuales presentan una
elevacion similar en los niveles de DA extracelular, pero en estos, SKF81297 no produce
efectos sedativos sino estimulantes, pero en menor medida que los ratones WT. Los ratones
DAT-CI y DAT-KD son muy similares en muchos aspectos, como la hiperactividad, respuesta a
psicoestimulantes y niveles extracelulares de DA, sin embargo, la integracion de su
sefializacion a través de los receptores D1 es muy diferente, y en ambos casos los autores
atribuyen a resultados opuestos la misma causa; esto pone en evidencia la complejidad de
los resultados obtenidos al trabajar con ratones transgénicos, ya que es muy dificil evaluar las
consecuencias que la modificacion de la funcion de un gen puede tener durante el desarrollo
del animal.

Cabe destacar que efectos sedativos en respuesta a la administracién de SKF81297
también se han encontrado en ratones transgénicos que sobreexpresan el receptor D1, pero
estos ratones no presentan hiperactividad (Dracheva y col., 1999; Dracheva y Haroutunian,
2001) Aparte de estos animales, encontrar en la bibliografia ejemplos de disminucion de la
actividad locomotora en respuesta a agonistas completos de D1 es muy poco frecuente.

Algunos autores sugieren que la magnitud (o incluso la direccién) de los efectos
producidos por la administracién de agonistas completos de D1 como SKF81297 dependeria
de los niveles de actividad locomotora basal del animal (Diaz Heijtz y Castellanos, 2006), sin
embargo, un trabajo que compara el efecto de distintas dosis del agonista de D1, R-6-Br-APB,

en cuatro diferentes cepas de ratones (Swiss-Webster, 129X1/SvJ, C57BL/6J y DBA/2J) con
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distintos niveles de actividad locomotora en el campo abierto, indica, que la actividad basal
de estas, no puede predecir la sensibilidad ni la magnitud de la respuesta a las diferentes
dosis de dicho agonista (Ralph y Caine, 2005).

Cabe destacar, que si bien en la bibliografia se habla de farmacos que actuan
selectivamente como agonistas o antagonistas de receptores D1, la realidad es que debido a
su gran similitud estructural, los receptores D1 y D5 tienen caracteristicas farmacoldgicas
practicamente indistinguibles(Missale y col., 1998), por lo que los agonistas especificos para
alguno de estos subtipos de receptores deben ser considerados mas correctamente como
agentes selectivos de receptores tipo D1 (es decir D1/D5). Los receptores D5 tienen una
distribucién anatdémica mucho mas restringida que los receptores D1; en dreas en que su
expresion coincide con D1, como Str y CpF se encuentran restringidos a interneuronas
colinérgicas, sin embargo, una pequefia subpoblacén de NSM del Str coexpresan tanto
receptores D1 como D5 (Nicola y col., 2000; Wu y col., 2012). Los receptores D5 participan
en la regulacion de los ritmos circadianos, en conductas sexuales y en el control a nivel
central de la presion arterial (Viggiano y col., 2003a). Los animales transgénicos tanto para
D1 como para D5, indican que la participacion de los receptores D5 en la regulacion de la
actividad locomotora seria muy reducida y que estos principalmente actuarian de forma
sinérgica con los receptores D1 (Holmes y col., 2001; Centonze y col., 2003). Debido a esto se
asume, en la mayoria de los trabajos, que los efectos en la actividad locomotora de farmacos
agonistas o antagonistas de receptores D1/D5 son mediados casi exclusivamente por los
receptores D1. Teniendo en cuenta esto, pensamos que en el ratdon p35K0 los efectos tanto
de SCH23390 y SKF81297 son mediados a través de D1, sin embargo, no podemos descartar
gue D5 pueda estar participando de alguna manera en los efectos de estos farmacos.

A continuacion se estudio la funcionalidad de los receptores D2 en el ratén p35KO0,
debido a que estos, son cruciales en la regulaciéon de actividad locomotora (Missale y col.,
1998). La participacién de los receptores D2 en la modulacion de actividad locomotora es
compleja y comprende receptores ubicados tanto en la pre como en la postsinapsis (De Mei
y col., 2009; Wu y col., 2012). En la presinapsis, D2 modula negativamente la liberacion de DA
mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa (Benoit-Marand y col., 2001). En la
postsinapsis, en NSM del Str, D2 antagoniza las funciones de D1, especialmente en neuronas

gue co-expresan ambos receptores, regulando negativamente la actividad locomotora, sin
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embargo, el bloqueo de los receptores D2 postsindpticos produce una inhibicién de la
actividad locomotora (Mercuri y col., 1997; Rouge-Pont y col., 2002). Teniendo en cuenta
esto, el uso de agonistas o antagonistas de receptores D2, pueden tener el mismo efecto
neto, es decir bloquear la actividad locomotora, por lo que la interpretacion de los resultados
obtenidos mediante este tipo de farmacos suele ser mas confusa que los esperados para
drogas que afectan a los receptores D1.

En primer lugar para estudiar la funcion de los receptores D2 en los ratones p35KO
se utilizé una dosis de 0,5 mg/kg del agonista QNP, el cual en en ratones produce
rapidamente una inhibicion de la actividad locomotora. Tanto en ratones p35KO como WT,
dicha dosis produjo una marcada y rapida disminucion de la actividad locomotora, siendo
esta mas marcada en los animales p35KO que en los WT. Ademds, la actividad locomotora
luego de dicho tratamiento fue indistinguible entre ratones p35K0 y WT, aunque se observo
una tendencia a ser mayor en los animales transgénicos (p=0,06). Por otro lado, se observd
gue la cinética de accién del QNP fue equivalente en todos los tiempos entre los ratones
pP35KO y WT. Asimismo, se detectd que en valores absolutos, la actividad locomotora de los
ratones p35K0 tratados con dicho agonista, alcanzd niveles de actividad locomotora menores
al de los ratones WT tratados con Sal. Estos datos, indicaran que, al menos bajo estos
parametros, la funcidon de los receptores D2 seria equivalente entre los ratones p35KO y WT.

Si bien QNP puede actuar tanto en neuronas pre y postsindpticas, algunos datos
indican que éste ejerceria sus efectos sedativos en ratones principalmente inhibiendo la
liberacion de DA en la presinapsis, aunque el aumento en la activacién de los receptores D2
postsindpticos también podria contribuir a su accidn. Esta interpretacién es apoyada por el
hecho de que se ha observado de que QNP inhibe la liberacion de DA tanto in vitro, como in
vivo, y que en ratones que carecen de D2 este fadrmaco no afecta la liberacion de DA (Bello y
col., 2011) . Ademas, se ha observado que ratones transgénicos que carecen de receptores
D2 presindpticos, el tratamiento con diferentes dosis de QNP, solo produce una ligera
disminucion en la actividad locomotora, la cual es atribuible a los receptores postsinapticos
(Zhuang y col., 2001; Fan y Hess, 2007; Napolitano y col., 2010), confirmando que el principal
mecanismo de accién de este farmaco es a través de los receptores ubicados en la
presinapsis. Estas observaciones nos permitirian sugerir que los autoreceptores D2 del ratdn

p35KO0 funcionarian correctamente. Este resultado es similar a lo observado en otros ratones
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hiperactivos propuestos como modelos de TDAH, como los ratones coloboma, DAT-KD y DAT-
Cl, en los cuales diferentes dosis de QNP, producen una atenuacion de la actividad
locomotora similar a la producida en los animales control (Jones y col., 1999). A diferencia de
estos, en los ratones DAT-KO se ha encontrado una pérdida de funcion de los autoreceptores
D2 evidenciado por técnicas bioquimicas y electrofisiolégicas (Bello y col., 2011), sin
embargo, el efecto de agonistas de D2 en la actividad locomotora de estos ratones no ha sido
evaluado. Esta pérdida de funcion de los autoreceptores estaria relacionada con las
alteraciones en los niveles de DA en los ratones DAT-KO y seria una caracteristica particular
de este raton que no es compartida con ningun otro modelo de TDAH. Por otro lado, cabe
destacar que ratones que carecen de receptores D2 presinapticos, los cuales también son
hiperactivos, el tratamiento con QNP produce una leve disminucién (pero significativa) de la
actividad locomotora indicando que los receptores D2 postsinapticos también contribuirian,
aungue en menor medida, a los efectos sedativos de los agonistas de D2 (Van Hartesveldt y
col., 1994; Ralph y Caine, 2005; Langen y Dost, 2011).

Al comparar este ultimo resultado, con respecto a lo observado en ratas, surge la
dificultad de que en esta especie, a diferencia de lo que ocurre en ratones, la administracion
de agonistas de receptores D2, como QNP o quinelorane producen aumentos en la actividad
locomotora (Langen y Dost, 2011). Aun asi, teniendo en cuenta esta salvedad, se ha
observado que la administracién de este tipo de farmacos produce el mismo efecto en ratas
gue difieren en su patron de actividad locomotora, como ratas SHR, NHE, WKY y Wistar,
indicando que al menos a grandes rasgos, la funcién de los receptores D2 no se encontraria
muy afectada en estos animales, al menos con respecto a su modulacién en la actividad
locomotora (Dias y col., 2012).

Luego de confirmar mediante el uso de QNP que los receptores D2 son funcionales
y conservan la habilidad de inhibir la actividad locomotora, evaluamos el efecto de la
inhibicion de estos mediante la utilizacién del antagonista HAL. Se ha observado que HAL
puede producir dos tipos de efectos opuestos en la actividad locomotora de acuerdo a las
dosis en las que se administre, a dosis muy bajas produce un aumento en la actividad
locomotora, mientras que a dosis mayores sus efectos son sedativos. Esto se debe a que los
receptores pre y postsinapticos presentan diferente afinidad por dicho agonista (Carey y col.,

2008). Los receptores presinapticos tienen mayor afinidad que los postsindpticos, por lo que
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a dosis muy bajas, HAL solo actuaria en los primeros (Lidsky y Banerjee, 1993). El HAL, al
unirse a los autoreceptores D2, bloquea el tono inhibitorio ejercido por estos sobre la
liberacion de DA, produciendo un aumento en la liberacion de este neurotransmisor, con el
consecuente aumento en la actividad locomotora (Jones y col., 1999; Morice y col., 2007). A
dosis mayores, HAL puede unirse a los receptores D2 postsindpticos, inhibiendo su funcion,
la cual, como se comentd previamente es necesaria para la expresion de la actividad
locomotora. Teniendo en cuenta estas premisas, se utilizaron dos dosis diferentes, una baja
(0,03 mg/kg) y una moderada (0,1 mg/kg) de HAL con el fin de evaluar el efecto del bloqueo
de la funcién de los receptores D2 pre y postsindpticos en la expresion de la actividad
locomotora de los ratones p35KO.

Al administrar la dosis mayor de HAL (0,1 mg/kg) observamos una disminucion de la
actividad locomotora en ambos genotipos, aunque mdas marcada en los ratones p35K0O, en
los cuales el tratamiento con HAL produjo una disminucion de aproximadamente un 58% en
la actividad locomotora con respecto a los tratados con Sal, mientras que la misma
comparacion en los animales WT indicé una disminucién de aproximadamente un 42%. Cabe
destacar que en los ratones WT, esta disminucion no fue estadisticamente diferente pero si
estuvo cerca de alcanzar dicho nivel (p=0,059). Estos datos indicarian que los receptores D2
postsindpticos son mucho mas sensibles a los efectos de dicha dosis de HAL. En la literatura,
la dosis elegida de HAL produce disminucion en la actividad locomotora en ratones sanos, sin
embargo, en nuestros ratones WT, esta no alcanza la significancia estadistica. Esta falta de
diferencias significativas observadas en el ratén WT probablemente esté mas relacionada con
la metodologia estadistica elegida que con una falta de respuesta a dicha dosis de HAL; esto
probablemente se deberia a la forma que utiliza el test a posteriori elegido en computar las
varianzas de cada factor y probablemente con solo aumentar el n de dicho experimento este
valor hubiese sido signifcativo; ademas si evaluamos a cada genotipo por separado mediante
un ANOVA de una via, encontramos diferencias significativas entre los ratones WT tratados
con HAL y Sal (F(1,15)=6,223, p=0,025). Por otro lado, se observé que si bien la magnitud del
efecto del HAL fue mayor en los animales p35K0, la actividad locomotora de estos fue mayor
gue la de los ratones WT. Esto también se observo al analizar la curva temporal en la que en
periodos de tiempo ,comprendidos entre los min 10, 20 y 30 fue significativamente mayor

(en el min 40 estuvo cerca de la significancia estadistica) que la de los ratones WT, indicando
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gue a dicha dosis HAL no puede reducir la actividad a los mismos niveles que lo hace en los
ratones WT. Esta Ultima observacién es diferente a lo observado con los tratamientos con
SCH23390 o QNP, en donde la inhibicién de la actividad locomotora luego de los dichos
tratamientos farmacoldgicos es similar en ambos genotipos.

El tratamiento con la dosis mas baja de HAL (0,03 mg/kg) produjo, como era de
esperar de acuerdo a lo encontrado en la bibliografia, un leve aumento, aungue plenamente
significativo de la actividad locomotora en los ratones WT comparado con los tratados con
Sal. Por otro lado, en los ratones p35KO, dicha dosis de HAL produjo una disminucion de
aproximadamente un 60% en los niveles de actividad locomotora con respecto a los ratones
gue recibieron Sal.

En la curva temporal se observé en los ratones p35KO tratados con 0,03 mg/kg de
HAL un patron similar al observado con la dosis mayor del mismo farmaco, es decir una
marcada disminucion de la actividad locomotora evidente a partir del primer periodo de
tiempo y que se mantiene a lo largo del test con respecto a los animales del mismo genotipo
pero tratados con Sal. Por otro lado, en los animales WT, si bien estos disminuyen su
actividad a medida que progresa el tiempo del test, la actividad locomotora de estos,
excepto en el periodo inicial (y en el tiempo 50 min), es siempre mayor que la de los animal
tratados con Sal del mismo genotipo, indicando que el aumento observado en la actividad
locomotora total de estos animales se debe a un efecto sostenido de dicho agonista a lo
largo de la duracién del test.

Los resultados obtenidos luego de la dosis de 0,1 mg/kg de HAL, indican que el
funcionamiento de los receptores D2 postsindpticos de las ratones p35KO seria equivalente
al de los ratones WT. Diversas evidencias indican que el mecanismo de accion del HAL
mediante el cual produce sus efectos sedativos son mediados por los receptores D2
postsindpticos. Por ejemplo, en ratones DAT-KO los cuales presentan una pérdida de funcién
de los receptores D2 presinapticos, 0,075 mg/kg de HAL induce una marcada reduccién en
la actividad locomotora (Bello y col., 2011); ademas, los ratones que carecen de receptores
D2 presinapticos responden de manera similar a dosis sedativas que los animales WT(Wang
y col., 2000); estos datos indican que la funcién de los receptores D2 presinaptica no es
necesaria para que el HAL produzca sus efectos sedativos. Por otro lado, ratones

transgénicos que carecen de la isoforma D2| del receptor D2, la cual se expresa
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principalmente en neuronas postsinapticas y es la isoforma predominate en dichas neuronas,
presentan una sensibilidad mucho menor a los efectos sedativos del HAL (Usiello y col., 2000;
Wang y col., 2000), ademas estos ratones no presentan catalepsia inducida por este farmaco
en test especificos para este fendmeno (Xu y col., 2002) ; por otro lado, también se ha
observado que estos ratones presentan menor respuesta a los efectos sedativos al
antagonista de D2, raclopride (Fan y col., 2010; Napolitano y col., 2010), indicando la
importancia de los receptores postsinapticos en la sedacion inducida por este tipo de
farmacos.

El efecto sedativo a dosis moderadas de HAL encontrados por nosotros en los
ratones p35KO0 es similar a lo descripto en otros animales hiperactivos y/o propuestos como
modelos de TDAH. Ademas de los ratones DAT-KO y de los que carecen de autoreceptores
D2, la inhibicidon a dosis moderadas de HAL puede encontrarse también en ratones DAT-Cl y
ratones coloboma (Yen y col., 2013). Este tipo de respuesta al HAL esta presente en una cepa
de ratones hiperactivos (reversibles con ANF), los cuales fueron seleccionados de acuerdo a
sus bajos niveles de ansiedad (Rhodes y Garland, 2003); ademas, en ratones seleccionados

|Il

por sus altos niveles de actividad en el “whell-running test”, no se encontraron diferencias
entre estos y los animales control cuando fueron tratados con el antagonista de receptores
D2 raclopride (Mohn y col., 1999; Wiedholz y col., 2008). Observaciones similares se han
realizado en animales con alteraciones en componentes del sistema glutamatérgico, como
ratones KO para el receptor GIuR1 o con niveles reducidos del receptor AMPA; estos
animales presentan altos niveles de hiperactividad la cual es revertida mediante el uso de
HAL, sin embargo otras caracteristicas de estos, los sitUan mejor como modelos de
esquizofrenia que de TDAH (Kuwagata y col., 2004).

Por otro lado, se ha observado que en algunos animales hiperactivos, el tratamiento
con antagonistas de D2 produce aumento de la actividad locomotora mientras que las
mismas dosis inducen sedacién en los animales control. Esto se ha observado en ratas
tratadas prenatalmente con 5-bromo-deoxiuridina, una neurotoxina, en los cuales la
administracién con sulpiride produce una aumento en la actividad locomotora de estos
animales mientras que en los animales control produce sedacién (Lee y col., 2002).

Observaciones similares se han obtenido en ratones transgénicos carentes de la enzima

adenilil ciclasa 5; en los cuales la administracion de dosis moderadas de HAL produce
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aumentos en la actividad locomotora (Ardayfio y col., 2010). Ademds, en ratones
genéticamente modificados carentes del gen homedtico Pitx3, crucial para el desarrollo de
las neuronas dopaminérgicas, lo que produce ratones que presentan afagia e hiperactividad
reversible con ANF, el tratamiento con 1,0 mg/kg de HAL no es efectivo en producir
catalepsia (Van den Buuse y col., 1992; Russell y col., 1995). Finalmente en ratas SHR, se
observd que sulpiride a diferentes dosis, puede producir aumentos en la actividad
locomotora, pero no disminucién, efecto que si produce en ratas WKY, sin embargo, el efecto
producido por este farmaco en la liberacién de DA es similar entre las ratas de las dos
diferentes cepas (Wang y col., 2000; Lee y col., 2002; Ardayfio y col., 2010), lo que indicaria
que el efecto diferencial encontrado luego de dicho tratamiento estaria relacionado con
alteraciones en las neuronas postsinapticas y no presinapticas.

De acuerdo a estos datos, la respuesta observada a la dosis mayor de HAL en los
ratones p35K0 es similar a lo reportado mas frecuentemente en animales hiperactivos. Por
otro lado como se comentd previamente las evidencias indican que los efectos sedativos de
farmacos de este tipo son mediados casi exclusivamente por los receptores postsinapticos.
En los animales menos sensibles a los efectos sedativos de antagonistas de D2 como los
ratones D2I-KO o en animales que responden de manera opuesta a estos tratamientos,
como los ratones con mutaciones en el gen Pitx3 o carentes de adenilil ciclasa 5, se ha
demostrado alteraciones en la trasmisién postsinaptica mediada por receptores D2 (Lidsky y
Banerjee, 1993; Garris y col., 2003).

Estos datos en conjunto nos indicarian que el funcionamiento de los receptores D2
postsindpticos seria normal en los ratones p35KO ya que el bloqueo de estos a la misma
dosis de HAL utilizada en los ratones WT produce una marcada disminucion en la actividad
locomotora. Sin embargo, cuando se utilizé la dosis menor de HAL, el efecto observado entre
ratones p35K0 y WT fue el opuesto, en ratones p35KO produjo sedacion mientras que en los
WT estimulacién. Este efecto bifasico a diferentes dosis de HAL, como el observado en los
ratones WT es posible debido a los efectos opuestos que este puede producir en los
receptores pre y postsinapticos, y a las diferencias en la afinidad de estos receptores por este
tipo de sustancias. EL HAL tiene la capacidad de aumentar la liberacién de DA en un rango
muy amplio de dosis, al bloguear el control negativo que los autoreceptores producen sobre

la liberacion de este neurotransmisor (Chergui y col., 2004), pero debido a que la funcion de
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los receptores D2 postsindpticos es necesaria para el mantenimiento de la actividad
locomotora, HAL, puede producir sedacién al bloguear estos ultimos independientemente
de los niveles de DA extracelular. Sin embargo, la afinidad de los receptores D2 presindpticos
es menor que la de los postsinapticos, por lo que dosis muy bajas pueden producir aumentos
en los niveles de DA extracelular sin inhibir a los receptores D2 postsindpticos. Este
fendmeno es el que estaria sucediendo en los ratones WT luego del tratamiento con 0,03
mg/kg de HAL. Por otro lado, en los ratones p35KO esta dosis muy baja no solo no produce
activacion, sino que produce disminucién en la actividad locomotora. Esto podria deberse a
diferentes causas, en primer lugar HAL produce aumentos en los niveles extracelulares de DA
al bloguear los receptores D2 que se encuentran activos, ejerciendo su control inhibitorio; si
este tono inhibitorio se encontrara tonicamente disminuido en los ratones p35KO, el HAL no
tendria margen para actuar sobre éste, por lo cual no podria aumentar la liberacion de DA.
Ademas, esta posible disminucién en la actividad basal de actividad de los autoreceptores D2
podria ser util para explicar el mecanismo mediante el cual ANF y MTF producirian sus
efectos sedativos en los ratones p35KO (ver mas adelante). Por otro lado esta falta de efectos
estimulantes del HAL podria esta relacionada con una pérdida de la funcion de los
autoreceptores, sin embargo mediante el uso de QNP, previamente demostramos que los
receptores D2 son funcionales y pueden ejercer sus tono inhibitorio al ser estimulados. Si
bien esta hipdtesis proveeria una explicacion sobre la falta de efectos estimulantes, no
explicaria la disminucion observada luego de la dosis de 0,03 mg/kg de HAL, ya que este
efecto deberia ser mediado por los receptores D2 postsinapticos. Lo observado en los
animales WT indicaria que la dosis de 0,03 mg/kg de HAL estaria por debajo del umbral de
inhibicidon de los receptores postsinapticos, sin embargo dicha dosis produce sedacion en los
ratones p35K0, lo que indicaria que estos receptores podrian encontrarse en un estado
supersensibilizado en estos ratones. Una mayor afinidad en estos receptores podria explicar
los efectos sedativos de dicha dosis de HAL en los ratones p35KO independientemente de lo
gue ocurriese en la presinapsis, sin embargo estas dos hipdtesis no serian excluyentes una de

otrs, sino que podrian estar sucediendo simultdneamente.
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Consideraciones finales:

El conjunto de resultados obtenidos en este trabajo de tesis nos permiten sugerir
por primera vez que la disfuncion del complejo CDK5/p35 produce una serie de alteraciones
gue culminan con el establecimiento de un fenotipo hiperactivo, reversible mediante el uso
de psicoestimulantes, con ausencia de comportamientos tipo-ansiedad y con
desregulaciones en la transmisién sindptica dopaminérgica.

Las evidencias obtenidas nos permiten pensar que el desarrollo de la hiperactividad
en el raton p35K0 esta relacionado con alteraciones en la homeostasis dopaminérgica. En
primer lugar, es conocido que altos niveles de actividad locomotora pueden relacionarse con
alteraciones en la maquinaria sindptica dopaminérgica. Ademas, nosotros observamos que el
uso de farmacos que actuan principalmente modificando los niveles de DA en la cavidad
sindptica producen una marcada reduccion en los niveles de locomocion en nuestros ratones
transgénicos. Por otro lado, hemos demostrado la existencia de alteraciones funcionales en
la sintesis y en el metabolismo de DA en ratones p35KO juveniles, representado por mayores
niveles de la enzima TH y por mayores niveles de [-DOPA y DA, pero con una menor tasa
DOPAC/DA. De manera interesante, el tratamiento con psicoestimulantes, no solo ocasiond
una reversion del fenotipo hiperactivo de los ratones p35KO, sino también, produjo una
normalizacién en los pardmetros dopaminérgicos previamente mencionados.

Si bien, en los ratones p35KO hemos observado un incremento en los niveles totales
de DA, la tasa de utilizacién de ésta (DOPAC/DA) es menor que la presentada por los ratones
WT, lo cual podria esta indicando, entre otros fenémenos, una menor cantidad de DA en la
cavidad sinaptica proveniente de la liberacidén tonica. Esta menor cantidad basal de DA,
produciria una menor activacion de los receptores D2 presinapticos, lo que resultaria en una
mayor liberacion fasica de DA que estaria relacionada con el establecimiento de la
hiperactividad en el raton p35KO.

Curiosamente, en ratones p35K0 adultos, en los cuales la hiperactividad locomotora
desaparece, también se observd una normalizacion en los niveles de TH, de DA y en la tasa

de utilizacion DOPAC/DA.
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Estos datos sefialan claramente que DA podria estar altamente relacionado con la
hiperactividad encontrada en el raton p35KO ya que hemos demostrado que al normalizarse
ciertos parametros dopaminérgicos, ya sea mediante el uso de psicoestimulantes o por el
normal desarrollo del ratéon al llegar a la edad adulta, la hiperactividad desaparece.

Ademas, apoyando esta hipodtesis dopaminérgica, es sabido que CDK5 juega un rol
crucial en la regulacion de de este neurotransmisor. En la presinapsis, ademas de sus efectos
en la funcion y estabilidad de TH, CDK5 regula negativamente la liberacién sindptica de DA
evocada por la estimulacion de las fibras que provienen desde VTA y Snc (Bibb y col., 1999),
fenomeno que podria estar afectado en nuestro ratén transgénico. Este aumento en la
liberacion evocada de DA, es decir la liberacion dependiente de la llegada de potenciales de
accion, contribuiria al establecimiento de la hiperactividad del ratén p35KO.

Por otro lado, CDK5 regula negativamente la neurotrasmision postsinaptica a través
de D1, fosforilando a DARPP-32 en la Tre75, lo que convierte a ésta en un potente inhibidor
de PKA, uno de los efectores primarios de la via de sefializacion mediada por estos
receptores (Nishi y col., 1997; Nishi y col., 2000). De hecho, en condiciones basales, PKA se
encuentra ténicamente inhibida por DARPP-32,r.7s, y la desfosforilacion de la Tre75 resulta
en una desinhibicién de PKA y la amplificacién de la via D1/PKA/DARPP-325.34 (Bibb y col.,
1999) . De acuerdo con estos trabajos, los ratones p35KO presentan una disminucién de un
75% en los niveles de DARPP-32,5.75, ¥ una mayor actividad de PKA en respuesta a la
estimulacion de D1, indicando una deshinibicion de la via de sefializacion D1/PKA, lo cual
podria estar relacionada con el fenotipo hiperactivo encontrado en este ratén. De acuerdo
con esto, se ha observado que una deshinbicién de la funcion de los receptores D1 en NSM
del Str, acompafiado con un aumento en los niveles de fosforilacion de DARPP-327e3s, COMO
consecuencia de la delecion de CK2, produce hiperactividad, apoyando la hipdtesis de que
una deshinhibicién en la via de sefializacion de los receptores D1 puede producir
hiperactividad (Rebholz y col.,, 2013). Ademds, como se comentd anteriormente, esta
facilitacion en la sefializacion de los receptores D1 produce falta de comportamientos tipo-
ansiedad, similar a lo observado por nosotros, indicando la existencia de mecanismos en
comun entre los ratones p35KO y los mutantes para CK2 en el establecimiento de

hiperactividad vy la falta de respuestas ansiosas.
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Esta alteracién en la homeostasis dopaminérgica, como consecuencia de la
disfuncion del complejo CDK5/p35 podria proveer informacién acerca del modo en que ANF
y MTF producirian sus efectos sedativos en los ratones p35K0. El modelo clasico de accién de
los psicoestimulantes es mediante un aumento en los niveles de DA extracelular, sin
embargo, los resultados obtenidos por nosotros no parecen apoyar a este mecanismo como
el responsable de los efectos de estos farmacos en los ratones p35K0. Esta afirmacion se
basa en que si los efectos sedativos de ANF y MTF serian solo la consecuencia de una mayor
cantidad de DA en la cavidad sindptica actuando en los receptores D1, éste resultado podria
haber sido recreado mediante la estimulacion directa de estos receptores, sin embargo, al
tratar a los ratones p35KO con el agonista SKF81297 no encontramos dicho efecto sino que
éstos respondieron aumentando aun mas su actividad locomotora. Este resultado indicaria
gue ANF y MTF producirian su efectos sedativos corrigiendo los niveles de DA y no a través
de un aumento de estos en la cavidad sinaptica.

Por otra parte, Grace (2000), ha propuesto un mecanismo mediante el cual ANF y
otros psicoestimulantes producen sus efectos sedativos, en el cual la funcién de estos
farmacos es aumentar los niveles tonicos de DA en la cavidad sinaptica, aumentando asi el
control inhibitorio que los autoreceptores D2 ejercen sobre la liberacion fasica de DA (Grace,
2000) . Diversos elementos nos permiten pensar que este seria el mecanismos mediante el
cual ANF y MTF ejercen sus efectos en el ratdon p35KO0. En primer lugar, como se menciond
anteriormente, los niveles de DOPAC/DA en el ratéon p35KO serian consistentes con una
reduccion en los niveles extracelulares de DA; ademas, la administracion de la dosis menor
de HAL parece indicar que la funcion de los autoreceptores D2 se encontraria basalmente
disminuida, consistente con una posible disminucién en los niveles de DA presentes en la
cavidad sinaptica. Por otro lado, la administracion de ANF y MTF, producen solo un ligero
aumento en la tasa DOPAC/DA lo que se corresponderia mas con un aumento leve en la
cantidad de DA que con una liberacién exacerbada de esta; sin embargo, la posible inhibicion
de MAO por parte de ANF podria estar influyendo en esta observacion. Finalmente, como ya
se comento, la falta de actividad de CDK5 aumenta la liberacién fasica de DA, mediante
exocitosis de las vesiculas sinapticas, provocada por los potenciales de accién y la entrada de

Ca®* (Chergui y col., 2004), el cual es precisamente el mecanismo que es inhibido por los
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autoreceptores D2. Esto indicaria que ANF y MTF actuando via DA/D2, podrian corregir una

de la consecuencias funcionales producida por la ausencia de p35.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante esta tesis, nos permiten demostrar la existencia
de una relacidon entre la alteracion en la funcion del complejo CDK5/p35 vy el establecimiento
de un perfil conductual, bioquimico y farmacolégico en el ratén p35K0 que recrea y modela
caracteristicas claves del TDAH.

Estas observaciones estan de acuerdo con la hipdtesis central de esta tesis y con los
objetivos planteados en la misma.

Entre los aportes de este trabajo, podemos sefialar que al momento de publicar
parte de los resultados aqui expuestos (Krapacher y col., 2010), no existia en la literatura
mencién alguna acerca de la posible relacién entre CDK5 y el TDAH, siendo nuestro trabajo el
primero en proponer esta asociacion, confirmada luego por otro grupo de investigacion
(Sagvolden y col., 2005b).

Por otro lado, consideramos que debido a las caracteristicas observadas en el ratdon
p35KO, este representa un modelo valido y sumamente interesante para el estudio del TDAH.
Para que un modelo animal de una patologia sea considerado valido, éste debe cumplir con
una serie de criterios. En primer lugar debe recrear las manifestaciénes clinicas del trastorno
gue se desea modelar, es decir debe tener una validez per se o de facto. Por otro lado, el
modelo debe tener una base teodrica relacionada con dicho trastorno, es decir el constructo
tedrico debe ser valido. Finalmente, dicho modelo debe poder predecir caracteristicas
desconocidas de dicha patologia, es decir, debe tener una validez predictiva .

Con estas premisas en mente, consideramos que el ratéon p35KO cumple con todos
estos criterios. En primer lugar, el ratdn recrea caracteristicas claves del TDAH, como
hiperactividad espontdnea reversible con psicoestimulantes y deficiencias en el LCE,
indicando que éste modelo tiene una fuerte validez per se. Sumado a esto, el ratéon p35KO
tiene una relacion tedrica muy solida con el TDAH ya que CDK5 es un regulador esencial de la
sefializacion dopaminérgica, sistema de neurotransmisién clave en la neurobiologia de este
desorden; ademas, hemos demostrado que alteraciones en la homeostasis dopaminérgica

estan relacionadas con el establecimiento del fenotipo hiperactivo de este ratéon. Esto sefiala
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que la relacion entre CDK5/p35 y TDAH tendria una base tedrica bioldgica muy fuerte, lo cual
le proporciona validez a este constructo.

Finalmente, el hecho de que el ratén p35K0 responda de manera paradojal a los
psicoestimulantes y responda de manera similar a agonistas y antagonistas dopaminérgicos
como otros modelos de TDAH, nos indica que nuestro raton puede predecir caracteristicas
previamente no probadas en estos, lo cual es un indicador de la fiabilidad del modelo y
ademas representa una herramienta muy Util a la hora de proponer nuevos experimentos e
hipdtesis especialmente relacionados con el uso de nuevos farmacos para el tratamiento de

este desorden neurobioldgico.
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