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Mattalloni Mara S. RESUMEN

RESUMEN

Existen evidencias bioquimicas, farmacoldgicas y conductuales que apoyan la
existencia de una interaccién entre Pb y ETOH. Resultados previos de nuestro
laboratorio han demostrado que la exposicién perinatal a Pb aumenta la reactividad a los
efectos ansioliticos y motivacionales de ETOH en crias periadolescentes.

El plomo (Pb) es un neurotéxico capaz de producir un aumento de la actividad
de las enzimas antioxidantes, entre las que se encuentra Catalasa (CAT), probablemente
como un mecanismo compensatorio de detoxificacién, ante un flujo exagerado de H,O,
(peréxido de hidrégeno). CAT, ademds de encontrarse implicada en el sistema de
remocién de EROs (especies reactivas de oxigeno), es responsable de la oxidacién de
ETOH a acetaldehido (ACD), principalmente a nivel cerebral. Usando manipulaciones
que permiten alterar el metabolismo del ETOH, se ha demostrado que varios de sus
efectos conductuales reforzantes positivos serian mediados por ACD a nivel central.
Cabe destacar que los efectos reforzantes positivos de ACD en el SNC se contraponen a
sus efectos en la periferia, donde es conocido por sus propiedades aversivas, responsables
de disuadir al consumo de ETOH.

En relacién a esto, en el presente trabajo de tesis doctoral se propuso evaluar el
impacto que es capaz de ejercer la exposicién durante el desarrollo y la lactancia a un
contaminante ambiental y teratégeno como es el Pb sobre el patrén de consumo/
autoadministracién de una droga de abuso, en este caso el ETOH, focalizindonos en la
CAT y la formacién de ACD como un sitio comun de interaccién entre ambos.

Los principales hallazgos obtenidos permitieron demostrar que la exposicién
perinatal a Pb durante la gestacién y la lactancia promovié un mayor consumo
voluntario de ETOH (asociado a una mayor locomocién la cual fue evaluada
inmediatamente después) y un aumento de la autoadministracién oral de la droga. La
inhibicién de la actividad de CAT fue capaz de reducir este consumo, en tanto que la
activacién enzimdtica de la misma lo aumenté, cambios conductuales que se
correlacionaron con cambios en la actividad enzimiética de CAT tanto en sangre como a
nivel cerebral. Por otra parte, la microinyeccién del lentivirus shRNA antiCAT en ATV
impidié que los animales expuestos a Pb manifestardin un mayor consumo voluntario de
ETOH vy, més atn, cuando el vector lentiviral fue administrado en animales que habian

adquirido un patrén estable de consumo de ETOH se pudo observar también como la
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inhibicién de la expresiéon de CAT redujo el consumo voluntario del mismo, alcanzando
valores similares a los controles.

Ademds, la inmunomarcacién de la proteina de CAT demostré que la enzima
presenta una expresién selectiva en determinadas dreas cerebrales, con un patrén
diferencial de acuerdo a la edad postnatal y el tratamiento que recibieron (AT, 3NPA).
Estos resultados aportan evidencias que la mayor expresién de la enzima en los animales
expuestos a Pb se encuentra circunscripta a determinadas dreas cerebrales, las que
podrian representar zonas de mayor acumulacién de ACD.

Por tltimo, la administracién sistémica de CIAN (inhibidor de ALDH2-
enzima responsable de la metabolizacién de ACD) redujo el consumo de ETOH (y la
hiperlocomocién inducida por el ETOH consumido) en animales expuestos a Pb.
Mientras que, de manera opuesta, se observé un mayor consumo de ETOH y una
mayor actividad locomotora como consecuencia de este consumo cuando CIAN fue
administrada a nivel cerebral. La actividad de la enzima ALDH2 se vio inhibida en
higado, pero de manera interesante no en cerebro cuando CIAN fue administrada
sist¢micamente, indicando que los efectos que se observaron estarian circunscriptos a la
periferia. Por el contrario, cuando la droga fue administrada en cerebro se observé una
inhibicién en la actividad de ALDH2 selectivamente en los animales controles, los
cuales evidenciaron un aumento de manera mds abrupta en el consumo de ETOH.
Estos datos demuestran de manera indirecta efectos opuestos de la acumulacién
periférica y central de ACD, a través de la inhibicién de la enzima responsable de su
metabolizacion.

En conclusién, los cambios conductuales observados, que se encuentran
correlacionados con cambios en los niveles de actividad de las enzimas responsables,
tanto de la generacién como de la metabolizacién de ACD (CAT y ALDH2), serfan
indicadores de diferencias en las propiedades motivacionales y estimulantes de ETOH
en animales expuestos al Pb. Asi, principalmente CAT jugaria un rol critico al catalizar
la formacién de ACD cerebral cuyas propiedades reforzantes podrian ser mayores en
animales expuestos a Pb y condicionar el mayor consumo voluntario de ETOH. Por
todo lo expuesto, los resultados obtenidos por este trabajo de tesis aportan evidencias del
rol de CAT y ALDH, e indirectamente de la acumulacién del ACD, en la
autoadministracién de ETOH (consumo voluntario y autoadministracién operante),
siendo la exposicién al Pb una variable clave en las alteraciones farmacolégicas y

conductuales encontradas en estos animales. Asi, hemos demostrado la importancia del
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impacto de la exposicién temprana a un toxico ambiental, el Pb, en las conductas
futuras del organismo en formacién reflejadas en este caso en la modulacién de patrones
de ingesta y preferencia de ETOH, condicionando asi una mayor vulnerabilidad a la

adquisicién de conductas relacionadas al abuso de drogas, particularmente etanol.
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HIPOTESIS

En base a evidencias propias y de otros autores, postulamos que CAT seria un
sitio de accién comun entre Pb (que induciria su activacién a partir de la mayor
produccién de especies reactivas oxigenadas) y ETOH (que seria metabolizado por la

enzima en cerebro a ACD).

OBJETIVOS

Por lo tanto, considerando evidencias previas en relacién a la mayor

susceptibilidad a efectos ansioliticos y motivacionales de ETOH en animales
perinatalmente expuestos a plomo (Pb), manifestindose como un mayor consumo

voluntario en un paradigma de libre eleccion ETOH/agua, nos propusimos:

Objetivo general:

Evaluar los posibles mecanismos neurobioldgicos comunes en la interaccion entre la
exposicion a plomo durante el desarrollo perinatal en ratas y el consumo de ETOH en la etapa
periadolescente, focalizdndose en el rol de la enzima CAT como sitio de accion comiin entre Pb
(desde la perspectiva redox) y ETOH (desde el punto de vista metabdlico).

Ast, el objetivo principal de esta tesis fue estudiar la acumulacion de ACD en cerebro
mediante la modulacion de la actividad de las enzimas CAT y ALDH en las conductas
inducidas por el ET'OH en animales expuestos a Pb durante el desarrollo.

Especificamente en animales periadolescentes controles y expuestos a 220 ppm Pb se proponen
como objetivos especificos:
o I: el anilisis de pardmetros bioquimicos en el modelo de exposicién a plomo
durante la gestacién y lactancia.
o II: la determinacién de la actividad de CAT ante diferentes manipulaciones
farmacoldgicas y su correlacién con el consumo voluntario de ETOH.
e III: la determinacién de la abundancia relativa de CAT cerebral al final del
esquema de consumo voluntario de etanol (y ante diferentes manipulaciones
farmacoldgicas).

o IV: el registro del consumo de ETOH en drea tegmento ventral (ATV) en

respuesta a vectores lentivirales pshRNA antiCAT microinyectados en ATV

10
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o V:elestudio de las propiedades reforzantes de ETOH mediante la evaluacién de
la autoadministracién oral en cajas de skinner

e VI: la evaluacién del efecto de la inhibicién de la actividad de ALDH con la
resultante acumulacién de ACD central sobre los efectos motivacionales y

estimulantes del etanol.

A los fines de facilitar la interpretacién el siguiente esquema resume las

diferentes manipulaciones que se realizaron en el presente trabajo de tesis y las

secciones en los que han sido abordados los objetivos:

Figura 1: Resumen del abordaje experimental realizado en este trabajo de tesis. Signos (+) 6 (-) indican

potenciacion o inhibicién enzimdtica respectivamente.
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Capitulo I: “Ro/ de la enzima CAT en animales expuestos

perinatalmente a plomo: implicancias en respuestas antioxidantes y

en el metabolismo de ETOH".

Marco tedrico:

Plomo como contaminante ambiental a bajas concentraciones en sangre

El Pb (plomo) es un metal que no cumple ninguna funcién esencial conocida
para el organismo, por el contrario es altamente téxico para el mismo. Si bien la mayoria
de sus aplicaciones en la actualidad han sido prohibidas, todavia persiste en el aire
ambiental de grandes ciudades o zonas industrializadas como consecuencia de su
utilizacién en el pasado en naftas y otras aplicaciones industriales. En el organismo
produce numerosos efectos téxicos en los diferentes érganos y sistemas dependiendo del
nivel de exposicién y de la duracién del mismo (Gulson y cols, 1997a). Afecta los
sistemas hematopoyético, renal, hepatico, cardiovascular y reproductivo, observindose
los efectos adversos mds importantes sobre el SNC (sistema nervioso central),
principalmente cuando la exposicién se produce durante el desarrollo tanto en seres
humanos (Tong y Lam, 1998; Moline y cols, 2000; Berglund y cols, 2000; Kaul y cols,
2000) como en animales de experimentacién (Tiffany-Castiglioni y cols, 1989).

A lo largo de los afios, los niveles de Pb en sangre en organismo en desarrollo
que se consideraban aceptables han sido modificados y reducidos, a medida que los
conocimientos sobre los trastornos que produce este metal se han ampliado. Esta
sostenida reduccién en los niveles de referencia de Pb sanguineos en la poblacién
infantil, manifiesta una creciente preocupacién por los efectos que se producen ante
bajos niveles de exposicién en organismos en desarrollo. En la actualidad los CDC
(Centros de Control de Enfermedades de Estados Unidos) aconsejan niveles de Pb en
sangre por debajo de los 5 pg/dl en nifios. Estos niveles fueron revisados recientemente
(“Forum CDC Updates Guidelines for Children’s Lead Exposure”, 2012) y revelan una
tendencia descendente a lo largo de los afios, desde un valor de 60 pg/dl (1960), 40
pg/dl (1971), 30 pg/dl (1975), 25 pg/dl (1985), 15 pg/dl (1990), y 10 pg/dl (1991)

(como puede observarse en la figura 2). Ademds se ha recomendado eliminar la

14



Mattalloni Mara S. Capitulo 1

utilizacién de la expresién “nivel de preocupacién de Pb en sangre”, basindose en la
evidencia que ain niveles muy bajos de este metal en nifios se han asociado con
problemas conductuales relacionados con déficit atencional y de bajo rendimiento
académico, argumentando que no existe ningin nivel de Pb en sangre en nifios que sea
considerado seguro. Por todo esto la OMS ha decidido incluir al Pb dentro de una lista
de diez productos quimicos causantes de graves problemas de salud publica que exigen la

intervencién para proteger la salud tanto de trabajadores como de nifios y mujeres en
edad fecunda.

Figura 2: Fuentes de exposicién y descenso a través de los afios de los niveles “de referencia” de Pb en

sangre en nifios establecidos por los CDC. (Extraida de Mattalloni y cols, 2014).

Resulta interesante mencionar que en Cérdoba como resultado de un trabajo
publicado por nuestro laboratorio se determiné que en el afo 1999 el 26% de la
poblacién infantil (entre 6 meses y 9 afios de edad) contenia niveles de Pb en sangre
superiores a 10 pg/dl (Hansen y cols, 1999). Posteriormente, en el 2013 en otro trabajo
reportamos una reduccién sustancial de la exposicién al Pb en la poblacién infantil
puesto que solo el 3,7% de los nifios presentaron plombemias superiores a 10 pg/dl. Sin

embargo, ante la modificacién y reduccién de los niveles considerados seguros que se
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produjo en el afio 2012 por los CDC, el porcentaje de la poblacién pedidtrica expuesta a
niveles no seguros de Pb es ain mayor alcanzando el 16,8% (Martinez y cols, 2013).

En resumen, a pesar de las politicas que intentan reducir y restringir las fuentes de
contaminacién de este metal y debido a su capacidad de acumularse permanentemente en
el ambiente, la contaminacién ambiental con Pb constituye un problema para la salud
publica mundial y una preocupacién para la comunidad cientifica internacional. Si bien
en la actualidad los episodios de intoxicacién aguda son poco frecuentes, la atencién estd
centrada en los efectos téxicos que produce la exposicién crénica, lo que conlleva a

consecuencias sutiles pero determinantes en el desarrollo de un organismo (Cory-Slechta

y cols, 1994).

Distribucion del ploma en el organismo

El Pb puede ingresar al organismo por via digestiva, respiratoria y en menor
medida por via dérmica, siendo la via mds frecuente de exposicién la digestiva. Las
particulas del metal son ingeridas través de las manos, alimentos o bebidas
contaminadas.

Una vez que el Pb inglesa al organismo se distribuye a la sangre, donde se
produce un intercambio dindmico entre diferentes compartimentos. Este metal tiene
una alta afinidad por los eritrocitos por lo que un 95% de la fraccién circulante se une a
ellos y permanece en sangre durante aproximadamente 30 dias antes de ser distribuido a
tejidos blandos como cerebro, higado y rifién donde se acumula aproximadamente por
40 dfas. Posteriormente se almacena en huesos y tejidos duros, sustituyendo al Ca® en la
hidroxiapatita y formando parte de un depdsito dindmico capaz de liberarse ante
determinadas situaciones como desnutricién, embarazo, lactancia y postmenopausia.
Asi, actualmente se sabe que el Pb estd presente en el organismo en por lo menos cuatro
compartimentos: 1) de intercambio rdpido como en sangre; 2) de recambio medio como
en piel, 6rganos internos blandos y musculos; 3) de recambio lento representado por la
fraccién intercambiable de Pb de huesos planos y difisis de huesos largos y 4) de
recambio muy lento como los extremos de huesos largos (Casarett y cols, 2008). Aunque
no se conoce exactamente su vida media en el organismo, se acepta que seria entre 15 y
27 afos en adultos (Liu y cols, 2008). Finalmente, se elimina principalmente a través de
orina (75%), heces y bilis (16%), cabello, ligrimas, saliva y sudor (8%), asi como también
a través de la leche materna. Puede atravesar la placenta por difusién simple dependiente

de la proporcién del flujo sanguineo fetal; mds ain se ha observado una relacién entre la
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concentracién del metal en la sangre materna y el cordén umbilical (Casarett y cols,
2008).

Como se detallard mds adelante estos aspectos toxicocinéticos han sido
considerados tanto en el disefio del esquema experimental como en las conclusiones de

los resultados obtenidos en este trabajo de tesis.

Plomo como neurotoxico del desarrollo

Numerosas evidencias han sefialado que no se requieren cantidades elevadas de
Pb en sangre para inducir efectos neurotéxicos, por el contrario la presencia de este
metal aun en cantidades trazas es suficiente para generar una huella (“imprinting”) que
puede manifestarse a lo largo de la vida del individuo. Ciertos eventos como estrés,
adiccién a drogas, envejecimiento, entre otros que suponen un desafio para el organismo
pueden incluso potenciar ain mds su neurotoxicidad.

Existe particular vulnerabilidad tanto en humanos como en animales de
experimentacion si esta exposicién ocurre durante el periodo fetal y posnatal temprano
(Gulson y cols, 1997d). Al respecto hay estudios que reportan que la exposicién
temprana induce dafio cognitivo, alteraciones conductuales y una respuesta alterada a
drogas de abuso tanto en seres humanos como en animales de experimentacién (Patrick
y cols, 2006). Estudios realizados tanto en primates no humanos como en roedores han
seflalado, que estas alteraciones conductuales son similares a las observadas en seres
humanos y que se presentan a plombemias comparables en todas las especies (Bellinger
y cols, 2006). Se han reportado deterioros en el aprendizaje tanto en nifios como en
animales de experimentacién con niveles de Pb muy bajos en sangre. Estas
manifestaciones neuroconductuales se evidencian predominantemente cuando la
exposicién transcurre durante el desarrollo, periodo de singular susceptibilidad para los
seres vivos a la exposicién a Pb debido a aspectos toxicocinéticos propios del metal como
una mayor absorcién acompanado de una menor excrecién, asi como ontogénicos
(inmadurez de la barrera hematoencefilica) o habitos propios de la edad (pica, llevarse
las manos y objetos a la boca, etc.) (Canfield y cols, 2003). Ademis, el Pb es capaz de
atravesar la barrera placentaria, por lo que si la madre se encuentra durante este periodo
expuesta al metal o ha sufrido exposicién en alguna etapa de su vida, la remocién del Pb
desde el depdsito 6seo aun en cantidades minimas, puede generar en el organismo en
desarrollo una traza que puede permanecer a lo largo de su vida (Patrick y cols, 2006).

Precisamente estas alteraciones han alertado a organismos internacionales como la OMS
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(Organizacién Mundial de la Salud) y los CDC, a establecer politicas preventivas
principalmente para los nifios, de sectores de bajos recursos y para embarazadas que son

la poblacién mas vulnerable.

A pesar de que los efectos toxicos del Pb sobre el SNC son los mds importantes
para la salud humana, una de las manifestaciones de toxicidad mds caracteristica y de
mayor utilidad para el diagnéstico, es la anemia que se produce al estar impedida la
formacién de la hemoglobina, por la inhibicién de tres enzimas claves en su formacién:
&-amino-levulinico sintetasa, &-amino-levulinico dehidrasa y hemosintetasa. La
consecuencia es la disminucién en la formacién de hemoglobina y el aumento de la
presencia de tres precursores: §-amino-levulinico, porfobilinégeno y protoporfirina IX,
que pueden ser identificados y servir de indicadores bioquimicos de la intoxicacién por
Pb (Ahamed y cols, 2012).

Si bien los efectos del Pb sobre numerosos sistemas, principalmente sobre el
SNC estin bien descriptos, no ha sido definido hasta el momento su mecanismo de
accién téxica, debido principalmente a que su patogénesis no obedeceria a un
mecanismo unico, sino que por el contrario, su etiologia serfa multifactorial. Uno de
los mecanismos propuestos para el accionar del Pb en el SNC es su habilidad de
sustituir al Ca’ en todos los procesos celulares en los que interviene este metal. Se ha
descripto ademds, que el Pb también actia modificando la activacién enzimitica,
inhibiendo la absorcién de minerales traza, uniéndose a grupos tioles de proteinas,
alterando la homeostasis del Ca”, induciendo estrés oxidativo y disminuyendo las

reservas antioxidantes del organismo.

Plomo, estrés y drogas de abuso

Durante los dltimos afios, se han reportado evidencias que relacionan la
exposicién a Pb con la vulnerabilidad al abuso de ciertas drogas. Resultados publicados
por nuestro laboratorio asi como por otros autores han demostrado que tanto la
exposicién temprana como adulta a Pb induce alteraciones conductuales asociadas a
determinadas drogas de abuso, por lo que se ha sugerido que la exposicién al Pb podria
incrementar la vulnerabilidad del SNC a la adiccién a drogas (Yu y cols, 1996;
Ensminger y col, 1997; Virgolini y cols, 1999; Cory-Slechta y cols, 2004; Virgolini y
cols, 2004; Haider y cols, 2013; Virgolini y Cancela, 2014). De esta forma ha surgido un
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interés particular dentro del campo de la toxicologia orientado al estudio de la
interaccién de varios agentes quimicos, incluyendo a las drogas de abuso.

Los estudios basados en determinar la capacidad de la exposicién al Pb sobre la
respuesta a la administracién a drogas, como la anfetamina han arrojado resultados
contradictorios (Rafaeles y cols, 1981; Rafacles y cols, 1987; Silbergeld y cols, 1971,
Wince y cols, 1980) que pueden atribuirse a diferencias en los protocolos de exposicién
al Pb y a diferencias en cuanto a su metodologia de administracién. Al respecto
resultados de nuestro laboratorio, demostraron que la exposicién a este metal cuando se
efectda durante el desarrollo indujo un incremento de la respuesta locomotora a
anfetamina, la cual estuvo influenciada por la hiperlocomocién provocada por el estrés
de la inyeccién, manifestaciones que cursaron con un incremento paralelo de los niveles
de corticosterona (principal hormona liberada en respuesta al estrés) (Virgolini y cols,
2004). En relacién a los niveles de corticosterona, se encuentran antecedentes que
seflalan que tanto la exposicién temprana como durante la vida adulta a Pb produce
tanto un incremento basal asi como un incremento de la secrecién de esta hormona ante
un evento estresante como por ejemplo una inyeccién de solucién salina, lo cual favorece
que la exposicién a Pb produzca una mayor reactividad a situaciones estresantes (Cory-
Slechta y cols, 2004; Virgolini y cols, 1999; Virgolini y cols, 2004; Yu y cols, 1996;
Haider y cols, 2013).

En relacién a la respuesta a otras drogas como la cocaina, se han observado
también respuestas contradictorias, en relacién a los efectos estimulantes y reforzantes
de la misma. Se ha evidenciado un retraso en la sensibilizacién conductual y la
autoadministracién de la droga (Nation y cols, 1996), una respuesta locomotora
atenuada (Gover y cols, 1993) pero al mismo tiempo una incrementada sensibilizacién
ante la administracién repetida de la misma (Nation y cols, 2000), una mayor
reinstalacién de cocaina (Nation y cols, 2003) y un incremento de su autoadministracién
(Rocha y cols, 2005). Paradéjicamente la administracién aguda de cocaina a ratas
expuestas a Pb durante el desarrollo provoca una atenuacién de las propiedades
reforzantes de la droga en un paradigma de condicionamiento de lugar asociado a la
droga (Miller y col, 2000). Adicionalmente resultados de nuestro laboratorio (no
publicados), en los que se evalué mediante una curva dosis-respuesta de cocaina en
animales periadolescentes, se pudo observar que la dosis de 5 mg/kg incremento
significativamente la actividad locomotora selectivamente en el grupo expuesto a dosis

bajas de Pb en relacién a sus respectivos controles, mientras que a la dosis de 10 mg/kg
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esta hiperlocomocién se manifesté tanto en los animales controles como en los
expuestos a Pb y a 2,5 mg/kg esta respuesta no fue evidente en ninguno de los dos
grupos. Ademds y de manera interesante en un modelo de sensibilizacién cruzada entre
estrés y cocaina, que ha sido desarrollado por nuestro laboratorio (Esparza y cols, 2012),
demuestra que 24 h después de la ultima sesién de estrés crénico por inmovilizacién (un
total de 7 sesiones de 2 h de duracién cada una) se observa hiperactividad basal en los
primeros 10 min de la prueba de locomocién en todos los grupos, incluso en los
animales expuestos al Pb no estresados (excepto en los animales controles no estrés),
efecto que desaparecié durante la habituacién y en la fase de respuesta al vehiculo, pero
que se manifesté nuevamente ante la administracién de 5 mg/kg de cocaina. Cabe
destacar que estas respuestas no fueron permanentes puesto que no se observaron 21 dias
después de la tltima sesién de estrés crénico por inmovilizacién. Por lo que podemos
concluir en relacién a los efectos estimulantes y reforzantes asociados a cocaina,
nuevamente al igual que con anfetamina que las respuestas dependerian en gran medida
tanto del periodo del desarrollo en el que ocurrié la exposicién como de las condiciones
experimentales en las que fueron evaluadas.

En relacién al impacto de la exposicion de Pb sobre el sistema opioide,
nuevamente el periodo al cual ocurre esta exposicién fue determinante de los efectos que
se manifestaron. Cuando la exposicién se produjo durante la edad adulta, se observé una
reduccién en la actividad locomotora inducida por morfina en los animales adultos, en
tanto que la exposicién temprana produjo un incremento de la misma (Miller y cols,
2000b). Con respecto a las propiedades reforzantes, tanto el condicionamiento a un sitio
previamente asociado a morfina (Valles y cols, 2003), como la autoadministracién de
esta droga (Cardon y cols, 2004) se vieron reducidas por la exposicién a Pb durante el
desarrollo.

En resumen, numerosos datos parecen apuntar hacia la existencia de una
importante interaccién con bases neurobiolégica entre el Pb y las drogas de abuso
(Virgolini y Cancela 2014), lo cual es aplicable a otros metales pesados y pesticidas, sin
embargo no se han reportado todavia datos certeros que permitan dilucidar cuél es el

mecanismo que subyace en esta interaccion.
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Plomo y etanol: ;existe un sitio de accion en comin?

A semejanza de otras drogas de abuso, existen evidencias que avalan la existencia
de una interaccién entre el Pb y el ETOH a nivel bioquimico, farmacolégico y
conductual. Al respecto existen datos que revelan que el consumo elevado de ETOH es
capaz de elevar los niveles de Pb en sangre en una relacién aproximada de 0,5-1.0 ug/dl
por cada 1,35 cl. de ETOH consumido diariamente (Pizent y cols, 2001). Por otra
parte, el ETOH interacciona con el Pb, interfiriendo en la biosintesis del grupo hem,
potenciando la inhibicién enzimatica (ej de 6-ALA, enzima intramitocondrial implicada
en la sintesis del hem) y prolongando la fase de intoxicacién hepitica y eritropoyética
(Lopez y cols, 2002).

Desde el punto de vista neuroconductual, numerosas evidencias apoyan también
esta interaccién. En una serie de experimentos realizados en animales adultos que fueron
expuestos a Pb durante la edad adulta, se observé que algunas respuestas a los efectos
farmacolégicos del ETOH estarian atenuadas tales como la analgesia (Burkey y cols,
1994), la narcosis y el palanqueo por ETOH en un paradigma de autoadministracién
oral de la droga (Nation y cols, 1991 a y b). Sin embargo, otras evidencias mostraron un
incrementado consumo oral de ETOH (Nation y cols, 1986) y un incremento de la
actividad locomotora inducida por ETOH (Correa y cols, 1999). Como puede
evidenciarse, los resultados obtenidos en los estudios experimentales son muy variados,
dependen por una parte en la forma de administracién de ambas sustancias (crénica o
aguda), de las dosis utilizadas para cada una de las drogas, del tipo de test conductual y
principalmente del periodo evolutivo en el que se encuentran los sujetos experimentales
(perinatales o adultos).

Una posible explicacién a esta interaccién se basa en la hipétesis de tensién-
reduccién, la cual propone que el efecto ansiolitico de ETOH seria el principal factor
que lleva a algunos individuos a consumir ETOH para enfrentar situaciones que
generan estrés y ansiedad (Pohorecky y cols, 1981). En relacién a esto y como se
mencioné anteriormente, los animales expuestos al Pb durante el desarrollo presentaron
una mayor reactividad al estrés (inyeccién de salina) y a los efectos ansioliticos de
ETOH. Se observé ademas un incremento del consumo voluntario de ETOH (efecto
presente s6lo en las crias periadolescente y no en adultos) asociado a elevados niveles
basales de corticosterona (Virgolini y cols, 1999, 2004). En relacién a los niveles de

corticosterona, se ha reportado que tanto la exposicién temprana como durante la vida
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adulta a Pb produce elevados niveles basales de la hormona, asi como un incremento de
la secrecién de la misma ante un evento estresante como por ejemplo ante una inyeccién
de solucién salina, lo cual condicionaria que la exposicién a Pb produciria una mayor
reactividad a situaciones estresantes (Cory-Slechta y cols, 2004; Virgolini, 1999;
Virgolini y cols, 2004; Yu y cols, 1996; Haider y cols, 2013). Algunos autores han
sugerido que serian estos elevados niveles de corticosterona los cuales estarian
condicionando el incremento del consumo de ETOH (Prasad y Prasad, 1995), ya que se
ha demostrado que la remocién de las adrenales (Fahlke y cols, 1994b) o la
administracién de un inhibidor de la sintesis de corticosteroides (Fahlke y cols, 1994)
fue capaz de inhibir este incremento, el cual fue revertido con la administracién de
corticosterona (Fahlke y Eriksson, 2000).

Otra posibilidad de interaccién y sobre la cual esta tesis realiza algunas
intervenciones se centra en el estrés oxidativo. Se ha descripto que el Pb, al igual que
otros metales pesados, induce peroxidacién de los lipidos en las membranas celulares y
que, es capaz de modificar la actividad de los sistemas de enzimas antioxidantes de la
célula entre ellos catalasa (CAT) y la enzima superoxido dismutasa (SOD)
(Somashekaraiah y cols, 1992; Sugawara y cols, 1991). En esta hipétesis es necesario
considerar la particularidad de la enzima CAT al presentar un rol dual, puesto que por
una parte forma parte de la baterfa de enzimas antioxidantes con que cuenta el
organismo y por otra tiene una participacién a nivel del metabolismo central del
ETOH.

Por lo todo lo expuesto es muy probable, que la interaccién entre Pb y ETOH
sea el resultado de efectos multifactoriales méds que de un mecanismo tdnico, los que
estén influenciando de alguna manera la manifestacién de respuestas a nivel bioquimico,

neuroendécerino y conductual.

Catalasa como enzima antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son compuestos que derivan de la
molécula de oxigeno (O,) por reduccién quimica parcial, e incluyen a las formas
reactivas del oxigeno, que abarcan a los superéxidos (O, -) y al radical hidroxilo (HO").
Muchos procesos que ocurren naturalmente en la célula generan estas especies, por

ejemplo la cadena respiratoria mitocondrial, las enzimas oxidativas, como la xantina

oxidasa, las NADPH/NADH oxidasas y la acil CoA oxidasa, las citocromo P450 y
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pequefias moléculas autooxidables como las catecolaminas y las quinonas (Helaine y
cols, 2006; Chihuailaf'y cols, 2002).

Papas (Papas y cols, 1999) define a los antioxidantes como cualquier sustancia
que retrasa o previene significativamente la oxidacién de diversos sustratos biolégicos, es
decir minimizando el dafio oxidativo. Los antioxidantes pueden ser compuestos
endégenos producidos por el organismo o compuestos exégenos adquiridos de la dieta
(Helaine y Hagerman, 2006).

Bajo ciertas condiciones fisiol6gicas en el organismo existe un balance entre la
cantidad de EROs que se producen y los antioxidantes que intentan contrarrestarlos
como puede observarse en la figura 4. Sin embargo cuando este balance es perturbado
por algin motivo y la cantidad de EROs comienza a ser excesiva se produce lo que se
define como estrés oxidativo. El estrés oxidativo, involucra un desbalance entre la
generacién de EROs (y su acumulacién celular con el dafio que esto conlleva) y la

presencia de sistemas antioxidantes.

Niveles fisiolégicos de EROS

Estrés Oxidativo Ausencia de EROS

e 2 S

Antioxidantes
4 Alfa- tocoferol
GSH reductasa /
..., Taurina ehipotaurina
\
Radicales hidroxilos GSH peroxidasa l Epinefrina
Anién superoxido Superéxido dismutasa Lactato y piruvato

Peroxido de hidrooeno Catalasa y

Figura 4: Balance entre la formacién de EROS y presencia de antioxidantes.

El proceso enzimatico de remocién de EROs involucra una serie de reacciones
como puede observarse en la figura 5, iniciadas por la enzima superéxido dismutasa

(SOD), encargada de convertir el O,- producido por la cadena de transporte
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mitocondrial a H,O,. Este compuesto es también altamente téxico para las células, por
lo que es removido por las enzimas CAT y glutatién peroxidasa (GPx). La reaccién
quimica en la cual intervienen estas enzimas es la siguiente: H,0, + O=Fe (IV)* - H,O
+ Fe (III)© + O, donde Fe™ representa el nucleo de Fe del grupo hem unido a la enzima

que actian como cofactores.

NADPMADPJr

GR

NADP+ NADPH

Figura 5: Sistema de defensa antioxidante del organismo y remocién enzimdtica de EROs (extraido de
Soto-Bernadini y cols, 2008). La enzima SOD (superéxido dismutasa), es la enzima encargada de
convertir el O,- (superéxido) en H,O, (peroxido de hidrogeno). Existen dos tipos de SOD: cobre zinc-
superoxido dismutasas (Cu, Zn-SOD) localizadas en el citosol y las manganeso superoxido dismutasas
(Mn-SOD) a nivel mitocondrial. Este H,O, es removido tanto por CAT (catalasa) que se ubica
principalmente a nivel de peroxisomas y GPx (glutatién peroxidasa), la cual utilizando GH (glutatién
reducido) lo convierte en GSSG (glutatién oxidado). Finalmente éste es reducido nuevamente por la G

(glutatién reductasa).

Si bien el Pb es un metal inactivo desde el punto de vista redox, es capaz de
alterar el balance pro oxidante/antioxidante de los tejidos, lo cual conformaria uno de los
mecanismos propuestos que explicarian su capacidad para inducir estrés oxidativo. Asi,
el dafio oxidativo inducido por este metal se produciria por dos vias diferentes 1)

mediante la generacién de EROs incluyendo a los H,O,, O,- y HO: y 2) por la
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deplecién directa de las reservas antioxidantes, manifestada como cambios en la
actividad de varias enzimas: CAT, SOD, GPx y glutatién reductasa (G) principalmente
(Ahamed y cols, 2007). Con respecto a su capacidad para generar EROs, se ha
especulado que puede originarse por un efecto directo del Pb sobre las membranas
celulares, ocasionando peroxidacién lipidica o, por inhibicién de dcido delta
aminolevulinico dehidratasa (6—~ALA) que es una enzima que contiene grupos
sulthidrilos, lo que llevaria a una acumulacién de 8-ALA, una fuente endégena de
EROs (Hermes y cols, 1991). En cuanto a los efectos inducidos sobre las enzimas
antioxidantes, se ha sugerido que mientras bajos niveles de Pb producen un incremento
de la actividad de estas enzimas, la supresion de las mismas ocurre a niveles mds altos y
durante periodos mds prolongados de exposicién. Puesto que tanto CAT como GPx
estin implicadas en el desdoblamiento del H,O,, se ha sugerido que CAT actuaria
principalmente como un mecanismo de defensa ante un excesivo nivel de H,O,,
mientras que la GPx actuarfa predominantemente en presencia de bajos niveles del
mismo (Bechara y cols, 1996). Asi, se ha reportado un incremento en la actividad de
CAT en higado (Drigen y cols, 2005), rifién (Aykin-Burns y cols, 2003) y cerebro
(Gurger y cols, 2000) de organismos expuestos al Pb; alteraciones que también se han
reportado en sangre de trabajadores expuestos al mismo (Correa y cols, 2000). Se
postula que el aumento en la actividad de estas enzimas se produciria como un
mecanismo compensatorio de detoxificacién inducido por la administracién aguda o
crénica de Pb. Al respecto, se ha observado que la exposicién temprana a altas dosis de
Pb provoca un incremento de la actividad de CAT en cerebro y cerebelo asi como de la
enzima GPx en hipotilamo e hipocampo en animales jévenes (Valenzuela y cols, 1989).

Ademds, como se mencioné anteriormente existen evidencias que indican que la
peroxidacién lipidica se ve incrementada luego de la administracién de Pb. Se trata de
un proceso ‘in vive” en el cual, alguna forma activa de oxigeno reacciona con 4cidos
grasos polinsaturados para formar peréxidos semiestables, preferentemente a través del
mecanismo de radicales libres, con el consecuente cambio en la actividad GPx, asi como
de CAT. De hecho, se ha observado un incremento significativo en la actividad de CAT
en cerebro y en cerebelo entre los dias 12 y 16 después de la exposicién a Pb. Este
incremento se deberfa a un aumento en la formacién de hidroperéxidos lipidicos en el
cerebro, lo cual constituiria una sefial para mantener niveles altos de actividad tanto de
GPx como de CAT (Patrick y cols, 2006). En base a estas consideraciones, se puede

afirmar que la exposicién a Pb puede actuar como un inductor de la actividad enzimatica
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de CAT, lo cual no sélo adquiere relevancia en el mantenimiento del equilibrio redox en
el organismo luego de la exposicién a este metal, sino que tiene asimismo importantes
implicancias en el metabolismo de ETOH y en el estudio de sus propiedades adictivas
como se detallard mas adelante, la cual es objeto de esta tesis.

Por otra parte es conocido que el ETOH también produce estrés oxidativo. Al
respecto, la principal consecuencia de la naturaleza oxidante de su metabolismo es la
continua produccién de radicales libres derivados del O,, incluyendo al O,-, al H,O,, y
a los iones OCl' y HO-, radicales que son naturalmente generados por reacciones
celulares (Zakhari y cols, 2007).

En resumen, el conjunto de estas evidencias apoyarian la hipétesis de que el Pby
el ETOH son capaces de inducir estrés oxidativo no sélo por generacién de EROs, sino
por modificaciones en la activacién enzimitica, entre las que se encuentra la CAT (en el
caso particular del Pb), la cual como se mencioné presenta una funcién dual puesto que
no sélo cumple funciones en el organismo como antioxidante sino que también participa

en el metabolismo de ETOH como se describira a continuacién.

Metabolismo periférico del ETOH

El ETOH ingresa al organismo principalmente por via oral, pasando por el tubo
digestivo hasta llegar al estémago donde se absorbe aproximadamente el 20% del
ETOH ingerido, completindose finalmente su absorcién en el intestino delgado
(Zakhari y cols, 2007). En el higado va a ser rapidamente metabolizado a ACD por la
enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) y oxidado posteriormente a acetato por la acciéon
de la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH), ambas reacciones dependientes de la
disponibilidad de NADH. Por lo tanto, el paso limitante de la reaccién es la reoxidacién
de NADH a NAD+ en el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial. Cantidades
mis elevadas de ETOH son metabolizados por la isoenzima microsomal CYP2E1
perteneciente al sistema citocromo P450. Por lo tanto, la principal via metabdlica de
oxidacién del ETOH en el higado involucra la enzima ADH presente en el citosol. Esta
via va a producir ACD (acetaldehido), un compuesto altamente reactivo y téxico a nivel
periférico, el cual puede contribuir a la produccién de dafio tisular como asi también
estar involucrado en el proceso adictivo inducido por ETOH como se explicard a
continuacién. De esta manera cuando el ETOH pierde su hidrégeno y genera
equivalentes reducidos (NADH) siendo oxidado a ACD, cada uno de estos productos es

directamente responsable de una variedad de alteraciones que incluyen disfunciones del
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metabolismo proteico y lipidico. Por otra parte, la enzima citocromo CYP2E1 que estd
presente predominantemente en los microsomas, vesiculas o en membranas de células
sin reticulo endoplasmatico, también contribuye al metabolismo hepético del ETOH.
Esta enzima es inducida en el caso de un consumo crénico de ETOH y ademds asume
un rol muy importante en la metabolizacion a ACD en presencia de altas
concentraciones de ETOH (Montoliu y cols, 1994).

Si bien es considerada como un componente de una via metabélica menor a nivel
periférico, se ha demostrado que el consumo crénico de ETOH en ratas, incrementa la
produccién de H,O, en regiones pericentrales del higado conllevando a un incremento
de la actividad de CAT en ese 6rgano (Misra y cols, 1992). Ademds es capaz de difundir
al SNC y alli va a ser metabolizado a ACD, proceso mediado casi exclusivamente por la
enzima peroxisomal CAT en presencia de H,O, (Zakhari y cols, 2007; Zimatkin y
Deitrich, 2007). En la figura 6 se encuentra esquematizada las vias metabdlicas

implicadas en la oxidacién del ETOH en el organismo.
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Figura 6: Representacién esquemitica del metabolismo oxidativo del ETOH extraido y modificado de
Lui y cols 2014. Bajo condiciones fisiolégicas normales, el ETOH es metabolizado principalmente en el
higado. Es oxidado a ACD (acetaldehido), por la enzima ADH (alcohol deshidrogenasa) la cual presenta
localizacion citosélica; posteriormente el ACD es oxidado a acido acético por la enzima ALDH (aldehido

deshidrogenasa) la cual se localiza principalmente a nivel mitocondrial. Este proceso oxidativo depende de
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la disponibilidad de NAD". Existen otras vias que presentan una contribucién menor como son CYP2E1
y CAT (catalasa). A nivel cerebral, el ETOH por el contrario es metabolizado principalmente por CAT y
en menor medida por CYP2E1l puesto que se ha demostrado que ADH presenta una actividad

pricticamente nula en el SNC.

Catalasa en el metabolismo de ETOH

CAT, es una enzima que se localiza en el interior celular en los peroxisomas
(Gaunt y cols, 1976). Como se mencioné con anterioridad, esta enzima junto con la
SOD, funciona como un regulador de los niveles de H,O, en el organismo. Sin
embargo, Keilin y Hartree (Keilin y Hartree, 1945) demostraron que CAT no sélo
participa en la degadacién del H,O,, sino que ademds media la metabolizacién del
ETOH a ACD en presencia de H,O,. De esta manera se demostré que, dependiendo
de la concentracién de H,0,, CAT es capaz de ejercer una funcién dual. A bajas
concentraciones actia de manera peroxidica, de modo que una variedad de dadores de
hidrégeno, entre los que se encuentra el ETOH, metanol, entre otros pueden ser
oxidados, mientras que a altas concentraciones de sustrato, la CAT ejerce una funcién
catalitica descomponiendo el H,O, (Berkaloff y cols, 1988).

Se ha logado demostrar que CAT, utiliza tanto en la reaccién peroxidica como
en la catalitica un mecanismo de dos pasos. En una primera etapa, el Fe del grupo
hemo de la enzima reacciona con el H,O, para formar un H,O, rico en Fe, que se
conoce como compuesto I, el cual a bajas concentraciones de H,O,, es el que reacciona
con el ETOH para formar ACD por la via peroxidica, mientras que a altas
concentraciones reacciona con una segunda molécula de H,O, para producir H,O y O,
por medio de la via catalitica, siendo el rango limitante en ambas reacciones la
disponibilidad de H,O,. Al respecto, se ha observado que en érganos como el higado y
los rifiones en donde hay elevadas concentraciones de CAT se encuentran bajos niveles
de H,O,; mis atn si la actividad de CAT se inhibe, las concentraciones de H,O,
aumentan también (Yang y cols, 1998); por el contrario en érganos como el corazén,
que tienen una baja concentracién de CAT se encuentran altos niveles de H,O, (Chen'y
cols, 1996). Esta enzima no parece tener gran implicancia a nivel hepdtico bajo
condiciones fisiolégicas ya que el pretratamiento con inhibidores de CAT no produce
alteraciones significativas en la farmacocinética del ETOH (Tampier y cols, 1987). Es
decir que a nivel del metabolismo periférico, la oxidacién del ETOH por parte de CAT,

corresponde a una via metabélica de menor importancia. Al respecto, se sabe que sélo a
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dosis de ETOH mayores a 3 g/kg tendria impacto en el metabolismo del ETOH
(Tampier y Mardones, 1986; Aragén y cols, 1991b). Sin embargo, a nivel del
metabolismo central y debido a que se observa una distribucién y una actividad
practicamente nula y limitada de la enzima ADH (Kerr y cols, 1989; Martinez y cols,
2001), la via metabélica mediada por CAT, adquiere un rol preponderante como la
principal via oxidativa del ETOH a nivel del SNC siendo responsable de
aproximadamente el 60% del metabolismo cerebral de ETOH, mientras que un 20%
estarfa a cargo de la CYP450 (Gill y cols, 1996; Zimatkin y cols, 2006) .

La reaccién entre el compuesto I y el ETOH a nivel cerebral se encuentra
sustentada por numerosas evidencias. Experimentos realizados con inhibidores de CAT,
dependientes de H,O, tales como AT (aminotriazol), 4-hidroxipirazol o azida sédica,
ponen en evidencia que la administracién previa de ETOH, tanto in vifro como in vivo,
previene a CAT de la accién inhibitoria de estos compuestos (Aragén y cols, 1986; 1991
a, b, ¢), lo cual sugiere la existencia de una competencia entre el ETOH y los
inhibidores por el compuesto 1. Por otra parte, ha sido demostrada la presencia asi como
la generacién de H,O, a nivel cerebral tanto in wvitro como in vivo (Aragén y cols,
1991c), postuldndose incluso a esta especie como un neuromodulador (Rice, 2011).
Puede concluirse entonces que CAT y H,O, reaccionan para formar el compuesto I, el
cual es destruido de manera irreversible cuando reacciona con inhibidores como AT o
azida sédica.

Los primeros estudios que aportaron evidencias de la oxidacién de ETOH a ACD
por medio de CAT cerebral fueron presentados por Cohen (Cohen y cols, 1980) y
Mardones (Mardones y cols, 1979). Cohen demostré que el ETOH podia prevenir la
inhibicién de CAT cerebral por AT in vivo, mientras que Mardones in vitro, report6
que la adicién de AT a homogenatos cerebrales de rata, producia la reduccién del 50%
de la oxidacién de ETOH respecto de los controles.

Posteriormente, otros estudios logaron confirmar estos resultados respecto al papel
central de CAT en la mediacién de la oxidacién de ETOH. En relacién a esto, la
utilizacién tanto de metirapone — un inhibidor de CYP450- como de pirazol —un
inhibidor de ADH, no fueron capaces de influenciar la formacién de ACD en
homogenatos de cerebros de ratas a partir de ETOH, mientras que la incubacién en el
medio con AT, cianamida (CIAN) o azida sédica, todos inhibidores de CAT,
disminuyeron considerablemente la formacién de ACD (Aragén y cols, 1991c; Gill y

cols, 1992). Ademds la adicién al medio de H,O, o de glucosa oxidasa, un sistema
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generador del mismo, fue capaz de incrementar la formacién de ACD (Aragén y cols,
1992a).

También se obtuvieron evidencias de pruebas realizadas con cepas de ratones
genéticamente diferentes en los niveles de CAT: ratones silvestres (CH3N) y
acatalasémicos (C3HA) (Aragén y cols, 1993), quienes presentan niveles inferiores de
CAT, aproximadamente 50% mds bajos que los normales. Cuando los homogenatos de
estos cerebros fueron incubados con ETOH, se evidenciaron diferencias significativas en
la cantidad de ACD generado en ambos grupos, siendo los ratones acatalasémicos los
que produjeron menor cantidad de ACD (Aragén y cols, 1993). Otros datos
presentados por Zimatkin (Zimatkin y cols, 1998), sugieren la acumulacién de ACD
cerebral en diferentes estructuras cerebrales, el cual fue eliminado parcialmente tras ser
incubado con ETOH vy la administracién previa de AT. Ademads se ha observado que en
cultivos de neuronas hipotaldmicas, el AT fue capaz de disminuir de manera dosis
dependiente la formacién de ACD (Reddy y cols, 1995). Otros autores han demostrado,
que cerebros de ratas pretratadas crénicamente con 0,5 y 1 g/Kg de AT, la actividad de
CAT cerebral disminuy6 entre 100 y 10.000 veces. Sin embargo, las concentraciones de
ETOH en sangre no fueron modificadas, aunque la concentracién de ETOH a nivel
cerebral aumentd tras el tratamiento de la mayor dosis de AT (1 g/Kg) (Lallemand y
cols, 1999).

En resumen, los resultados obtenidos, tanto iz vive como in vitro apoyan la idea
del papel crucial de CAT en el metabolismo a nivel cerebral del ETOH, que adquiere
particular importancia como se detallard a continuacién en relacién a los efectos

farmacolégicos de éste dltimo.

Catalasa y la hipotesis del ACD en las conductas inducidas por ETOH

El primer producto del metabolismo del ETOH, el ACD ha sido involucrado en
diversas conductas asociadas a la droga. Al respecto existen opiniones contradictorias,
algunos investigadores sostienen que este compuesto no desempefiaria ningin rol
definido en los efectos del ETOH, mientras que otros opinan que las acciones
farmacoldgicas del ETOH estarian en realidad mediadas por el ACD. Sin embargo,
otros autores plantean que los niveles de ACD que se alcanzan en cerebro, son
extremadamente bajos como para producir efectos farmacolégicos. Una posicién

intermedia mantiene la posibilidad que ambos estarian actuando de manera sinérgica
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provocando consecuencias tanto a nivel conductual como neuroquimico (Quertemont y

cols, 2004). La figura 7 ilustra las distintas posturas relacionadas al accionar del ACD.
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Figura 7: Representacién esquemitica de los tres modelos alternativos que dan cuenta del papel de
acetaldehido (ACD) en los efectos del etanol (ETOH) extraido y modificado de Quertemont y cols,
2006.

Teniendo en cuenta la importancia adjudicada al ACD en las propiedades
farmacolégicas del ETOH y la relevancia de CAT mediando la oxidacién del ETOH a
nivel central, se plantea la posibilidad de que la actividad de CAT seria un predictor de
algunas conductas asociadas al ETOH, como el consumo voluntario del mismo, entre
otras, el cual mediante la accién de CAT a nivel cerebral llevaria a alcanzar niveles
cerebrales significativos de ACD. Sin embargo, una de las mayores dificultades que se
encuentran actualmente para brindar soporte a esta asercién se relaciona con la
deteccién de niveles relevantes de ACD en el cerebro (Aragén y Amit, 1992; Sanchis-
Segura y cols, 1999; Escarabajal y cols, 2000; Quertemont y cols, 2005; Correa y cols,
2008; Correa y cols, 2012). Aun cuando unos pocos autores, a través de manipulaciones
farmacolégicas y la utilizacién de determinada metodologia han sido capaces de medirlo
(Jamal y cols, 2003; Jamal y cols, 2008), los niveles de ACD que se requieren para

producir efectos farmacolégicos contindan sin ser determinados.
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Numerosas evidencias han demostrado farmacolégicamente, que al modificar el
metabolismo del ETOH varios de sus efectos conductuales son mediados por la
presencia en el cerebro de ACD (Quertemont y cols, 2005). Esta posibilidad se presenta
en contraposicién a las evidencias que demuestran que la acumulacién de ACD a nivel
periférico se encuentra asociada a los efectos aversivos de la droga (alteraciones
cardfacas, nduseas, dolores de cabeza), los cuales son inducidos en la terapia
farmacolégica de alcohdlicos mediante drogas que tratan de impedir el metabolismo
hepitico a través de la inhibicién de la ALDH (Chao y cols, 1995). Al respecto, es
importante considerar que el ACD formado en la periferia dificilmente puede alcanzar
el SNC, ya que a nivel de la barrera hematoencefilica es degradado por la presencia de
una barrera metabdlica de ALDH. Por lo tanto, puede concluirse que el ACD que se
encuentra a nivel central es producido localmente, salvo en el caso de que niveles
extremadamente elevados provenientes del metabolismo periférico pueden llegar a
saturar la barrera e ingresar al SNC (Zimatkin y cols, 1996).

Se ha demostrado que la administracién intracerebral de ACD, en bajas dosis es
capaz de inducir efectos conductuales psicoestimulantes y reforzantes que son similares a
los producidos por el ETOH y que son caracteristicos de drogas con capacidad adictiva
(Fonty cols, 2006; Font y cols, 2008; Rodd-Henricks y cols, 2005). Usando paradigmas
de conducta operante, se ha demostrado que ratas genéticamente seleccionadas para
preferir ETOH, presionan una palanca para autoadministrarse ETOH y ACD en ATV
(drea tegmento ventral), y sorprendentemente el ACD llega a ser un reforzador 1.000
veces més potente que el ETOH. Ademds, una inyeccién de ACD estimula fuertemente
el consumo voluntario de ETOH en ratas que prefieren esta droga (Tampier y cols,
2002). De forma similar ACD, es capaz de promover la preferencia por un sitio y la
actividad locomotora inducida por ETOH (Correa y cols, 2003a). Con respecto a esta
ultima afirmacién, resulta interesante el trabajo publicado por Arrizi-LeFrance en
donde se identifica por primera vez una regién cerebral, la substancia nigra pars
reticulata (SNpr), drea que tiene una alta concentracién de CAT, en la cual tanto el
ACD como el ETOH son capaces de estimular la actividad locomotora de manera
similar (Arrizi-LeFrance y cols, 2006). Un resultado similar, se obtuvo con
microinyecciones en el nicleo arcuato hipotalimico tanto con ETOH (Pastor y cols,
2008) como con ACD (Correa y cols, 2009a). Esta regién también es una de las que
contiene mds alto nivel de expresién de CAT y un bajo nivel de ALDH y por lo tanto

gran acumulacién de ACD, se ha observado que la supresién local de AT en esta area
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produce una disminucién de la locomocién inducida por ETOH y suprime el efecto de
la administracién periférica de ETOH (Correa y cols, 2009).

Algunos autores (Amit y cols, 1971; Hashimoto y cols, 1989; Heap y cols, 1995;
Zimatkin y cols, 1996) han planteado la posibilidad de que el sistema catecolaminérgico
cerebral podria estar implicado en la participacién del ACD en los efectos inducidos por
ETOH en el SNC. De esta forma, las neuronas aminérgicas tendrian una capacidad
insuficiente para eliminar ACD, gracias a que la localizacién de CAT contrasta con la
que muestra la ALDH (Zimatkin y cols, 1995), siendo mayor la de la primera en
comparacién con la segunda, lo que conllevaria a una acumulacién local de los niveles de
ACD tras la administraciéon de ETOH. Asi la localizaciéon de CAT en neuronas
aminérgicas, pobres en ALDH que llevaria a una acumulacién de ACD, se produciria
una activacion de estas neuronas y consecuente estimulacién del consumo de ETOH. Al
respecto, estudios electrofisiolégicos han demostrado que mediante la modulacién de las
enzimas que participan del metabolismo central del ETOH se evidencia la importancia
del ACD en la activacién de las neuronas dopaminérgicas del ATV, por parte del
ETOH. Asi, la administracién intravenosa de ACD como la de ETOH fueron capaces
de provocar una activacién dosis-dependiente de las neuronas dopaminérgicas del ATV
(Foddai y cols, 2004).

Por otra parte, algunos autores han empleado como estrategia alternativa para
demostrar la implicancia del ACD en las conductas asociadas a ETOH, los llamados
agentes secuestrantes, siendo los mds utilizados D-penicilamina y la L-cisteina. Ambos
son capaces de inactivar desde el punto de vista farmacoldgico el ACD, interactuando
con el mismo para formar aductos estables e inactivos (Nagasawa y cols, 1980; Kera y
cols, 1985). En el caso de la D-penicilamina, estos aductos formados han sido
detectados en plasma, higado y cerebro tras la administracién de ETOH (Serrano y cols,
2007). Se ha demostrado que el pretratamiento con D-penicilamina, fue capaz de
reducir de modo dosis-dependiente la actividad locomotora inducida por la
administracién sistémica de ETOH, siendo este efecto selectivo ya que no afecté la
estimulacién provocada por cocaina o cafeina (Fonty cols, 200). Ademds se observé que
con el tratamiento con D-penicilamina, se ven atenuados también los efectos ansioliticos
(Correa y cols, 2008) y el condicionamiento de preferencia a un sitio tras la
administracién tanto sistémica (Font y cols, 2006b) como intragistrica de ETOH
(Peana y cols, 2008). Asi también este agente secuestrante fue capaz de producir una

disminucién del consumo voluntario de ETOH en ratas Long Evans cuando fue
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administrado intracerebroventricularmente (i.c.v.) (Font y cols, 2006a). En el caso de la
L-cisteina, que al igual que D-penicilamina es un agente secuestrante de ACD, se
observé que su administracién sistémica fue capaz de disminuir la autoadministracién
oral tanto de ETOH como de ACD (Peana y cols, 2012).

En relacién a lo expuesto anteriormente, Amit y Aragén encontraron que los
niveles sanguineos de CAT en ratas que nunca habian consumido ETOH se
correlacionaban positivamente con la preferencia por el consumo de la droga (Amit y
cols, 1988). Por lo que podria concluirse que, tanto el incremento en la actividad de la
enzima como en los niveles cerebrales de ACD, estarian condicionando un aumento en
la preferencia por ETOH, y de esta forma contribuirian a los efectos estimulantes del
mismo. Mids atn, se ha demostrado que cepas de ratas que prefieren ETOH,
denominadas ratas P, tienen mayor actividad de CAT que las que presentan una menor
preferencia, ratas no P (Gill y cols, 1996). Al respecto, se ha reportado que los cambios
en la actividad de la enzima han sido correlacionados con los observados en la actividad
locomotora inducida por ETOH, resultando un incremento de la actividad enzimdtica
de CAT asociado estrechamente a un incremento en la actividad locomotora inducida
por ETOH (Correa y cols, 2001). De esta forma, la administracién de un inhibidor de
la actividad (como el AT) a roedores redujo varios de los efectos asociados al ETOH,
como por ejemplo una disminucién de la actividad locomotora inducida por ETOH,
afect6 la duracién de la pérdida del reflejo postural, bloqueé el condicionamiento de
aversién producido por la droga y redujo el consumo voluntario de ETOH tanto en
ratas como en ratones (Correa y cols, 2012).

Estudios que utilizan estirpes de ratones acatalasémicos, demostraron que luego
del tratamiento con ETOH tuvieron menor actividad locomotora que los ratones
normales (Aragén y cols, 1992b). Ademds, cuando la cepa de ratones normales fue
tratada previamente con AT, se observé una disminucién de la actividad locomotora a
valores similares a los ratones acatalasémicos que no tuvieron este tratamiento previo
(Amit y cols, 1993). Otros autores microinfundieron un vector lentiviral que codifica
para una shRNA deprimiendo la sintesis de CAT en el ATV de UChB (ratas
bebedoras), una estrategia genética que suprime el consumo voluntario de ETOH en
estos animales, mientras que su ingesta aumento en respuesta a la inyeccién de un vector
lentiviral que codifica ADH (Karahanian y cols, 2011).

Estudios realizados en humanos, en donde en un grupo de sujetos voluntarios se

examiné la actividad de la CAT sanguinea y el consumo de ETOH, se observé la
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presencia de una correlacién positiva entre ambos pardmetros. Estos datos apoyarian la
hipétesis de que la actividad de la CAT podria ser un fuerte predictor positivo en la
determinacién del consumo de ETOH también en humanos (Koechling y cols, 1992).
En la misma linea, se encuentran los estudios realizados relacionando la actividad de la
CAT y el consumo de ETOH en sujetos de familias con una historia de alcoholismo
(Koeching y cols, 1995) en los que estos individuos se diferenciaban de quienes no
tenian una historia de alcoholismo por los niveles de consumo de la droga y la actividad
de la CAT.

Estas evidencias sugieren que los tratamientos en los que se ha utilizado algin
inhibidor de la CAT producen alteraciones conductuales asociadas al ETOH, que
podrian ser causadas por la disminucién en la formacién a nivel cerebral de ACD, lo
que podria explicar el papel de la CAT cerebral y del ACD como moduladores de las
acciones psicofarmacoldgicas centrales del ETOH. De esta manera, CAT ha sido
relacionada con la respuesta a diferentes conductas asociadas al ETOH, tales como la
locomocién, ansidlisis, consumo voluntario, autoadministracién, condicionamiento a un
sitio entre otros, las cuales, se ha postulado serian mediadas en parte por el ACD, cuya
disponibilidad en cerebro como se enuncié anteriormente depende principalmente de la
oxidacién intracerebral por parte de la CAT. Sin embargo, ain no estd claro si el efecto
que ejerce el ACD es por si mismo, o por los productos activos de condensacién que es
capaz de formar. El ACD es una molécula altamente reactiva que puede unirse
instantdneamente a dopamina, norepinefrina o epinefrina y condensar con estos
neurotransmisores, produciendo compuestos llamados tetrahidroisoquinolinas que
podrian ser responsables de algunos de los efectos del ETOH en el SNC (Correa y cols,
2012). Lo que si se ha demostrado claramente es que no sélo este metabolito es
psicofarmacoldgicamente activo a nivel central sino que su génesis es necesaria para que
el ETOH manifieste algunos sino todos sus efectos conductuales, y es precisamente en

su generacién que la enzima CAT adquiere un rol relevante.

Via de la CAT como sitio comin en la interaccion entre ETOH y Pb

Los trabajos mds decisivos sobre la interaccién entre Pb y ETOH han sido
realizados por Correa y cols, en los cuales una inyeccién aguda de Pb fue usada como
mecanismo activador de la enzima CAT con el objeto de evaluar el rol del ACD
cerebral sobre diferentes conductas inducidas por ETOH. Resulta interesante destacar

que el AT reduce de manera significativa la potenciacién que produce el Pb sobre la
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actividad de CAT y la hiperlocomocién inducida por ETOH en ratones (Correa y cols,
1992b; Correa y cols, 2000; Correa y cols, 2001). M4ds atun, en estudios donde se
compararon diferentes clases de alcoholes frente a la exposicién a Pb, demostraron que
s6lo el metanol y el ETOH, mostraron un incremento en la actividad de la CAT con el
consecuente aumento de la locomocién inducida por ETOH, efectos no observados con
el propanol o el ter-butanol que no son metabolizados por la CAT sino por una via
diferente (Correa y cols, 2005). Esto ayudaria a reforzar mas la idea de un sitio comun

en el SNC entre el ETOH y el Pb, en el cual la enzima CAT ejerceria un rol

fundamental.

En base a estas consideraciones, pareceria que la exposicién a Pb actia como
activador de CAT, lo cual, no sélo adquiere relevancia como mecanismo de defensa
contra un elevado flujo de EROs ocasionado por una situacién de estrés oxidativo
(como el que producirian tanto Pb como ETOH) sino que tiene importantes
implicancias en el metabolismo cerebral de ETOH y en el estudio de sus propiedades
adictivas (figura 8). Por todo lo expuesto, resulta relevante la evaluacion de la actividad
de esta enzima y de su rol en la conducta de consumo de ETOH, lo cual permitira
hipotetizar sobre el inherente rol del ACD en conductas adictivas de esta droga que,

hemos demostrado, estin modificadas por la exposicién temprana a Pb.
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Figura 8: La exposicién a Pb ejerceria un efecto activador sobre la actividad de CAT, a través de un
mecanismo de defensa contra un elevado flujo de EROs ocasionado por la exposicién al metal, lo cual

adquiere en el metabolismo cerebral de ETOH y en el estudio de sus propiedades adictivas.

A partir de las evidencias presentadas se postula que la enzima CAT seria un sitio de
accion comiin entre Pb (que aumentaria su actividad) y ETOH (cuyas altas concentraciones en
cerebro inducirian su activacion con la consecuente formacion de ACD). Asi, los animales
expuestos a Pb, presentarian incrementada la actividad de la enzima como un mecanismo
compensatorio a la generacion de ERQOs, lo cual produciria un incremento del consumo de
ETOH. En consecuencia puesto que CAT metaboliza aproximadamente el 60% de ETOH en
el cerebro su inhibicion, generaria una disminucion de este consumo y por el contrario, su

activacion un incremento, cambios que se interfiere estarian asociados a modificaciones en los

niveles de ACD.
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En base a las evidencias presentadas, el OBJETIVO de este capitulo fue por una
parte determinar parimetros relacionados con el desarrollo pre y posnatal de las madres
y de las crias expuestas a Pb con el propésito de validar el modelo experimental bajo
estudio y por otra, indagar sobre el rol de CAT en el elevado consumo de etanol
reportado para los animales expuestos perinatalmente a Pb. Para ello, se utilizaron
estrategias farmacoldégicas que permitieron la manipulacién de su actividad ya sea a
través de su inhibicién asi como de su sobreactivacién mediante la administracién de

AT y 3NPA respectivamente.

Materiales y Métodos:

D?’Og&l&' Y reactivos

En esta seccién se utilizaron las siguientes sustancias y drogas:

o Soluciones de ETOH: se prepararon de manera fresca todos los dias de un stock
de 96% de ETOH bidestilado (Porta Hnos., Cérdoba, Argentina) disuelto en
H,O filtrada, para logar las distintas concentraciones utilizadas en los
experimentos conductuales (2% al 10%).

o Sacarosa: D (+) sacarosa de Biopack S.A, Argentina, la cual se disolvié en H,O
filtrada en una relacién de 1 g por cada 100 ml de solucién salina al 0,9%, para
alcanzar una concentracién final del 1%.

e Aminotriazol: 3-amino-1,2,4-triazol (AT) de Sigma Aldrich, (Argentina) se
preparé a diario en una solucién de salina 0,9% y se inyecto por via i.p. en una
dosis de 250 mg/kg, 5 horas antes del inicio de las ultimas sesiones de consumo
voluntario.

o Acido 3-nitropropiénico: (3NPA) de Sigma Aldrich (Argentina) se preparé a
diario en salina 0,9% y fue administrado por via subcutinea (s.c.) a diferentes
dosis: 10 mg/kg, 20 mg/kg y 30 mg/kg, y 15 min, 30 min 6 45 min antes del

inicio de la sesién de consumo voluntario.

Inhibidores de CAT: 3-amino-1, 2,4 triazol (AT)

El AT, es un herbicida no selectivo que produce una lenta inhibicién irreversible

de CAT al reaccionar con el complejo I CAT-H,O, de acuerdo a la siguiente reaccién:
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Compuesto I + AT ——> inhibicién irreversible de CAT.

Los estudios realizados in vivo demuestran que el AT (a una dosis de 1 g/kg)
produce una inhibicién en CAT cerebral, renal y hepatica en respuesta a distintas vias
de administracién: i.p, intravenosa y oral, asi como en diversas especies de animales:
ratas, perros y ratones (Heim y cols, 1955; Nelson y cols, 1956; Ishi y cols, 1977 a;
Rettze y Settz, 1985). La reaccién entre el compuesto Iy el AT produce la pérdida de
la actividad catalitica y la destruccién de la proteina por lo que se requiere de nueva
sintesis de la enzima para recuperar dicha actividad (Margolis y cols, 1960).

Por otra parte, la inactivacién de la actividad de CAT cerebral es dependiente de
los niveles de H,O, (Margolis y cols, 1960; Thephly y cols, 1961), ya que se ha
demostrado que el AT falla en reducir la actividad de la CAT en sangre cuando no hay
adecuados niveles del mismo necesarios para que la droga sea capaz de ejercer su efecto
(Aragén y cols, 1991). Sin la presencia de H,O,, la inhibicién que produce es menor,
mucho mis lenta y reversible, y s6lo después de una incubacién prolongada (Margoliash
y Novogodsky, 1958; Thephl y cols, 1961; Hem y cols, 1956). Por el contrario un
incremento en la produccién de H,0O,, podria potenciar la inhibicién mediada por AT
sobre el sistema enzimdtico (Zhang y Piantodosi, 1991). En concordancia con esto
Aragén y cols (Aragén y cols, 2002) demostraron que la exposicién a hiperoxia,
incrementa la habilidad del AT de reducir tanto la actividad de CAT cerebral asi como
la locomocién inducida por etanol en ratones.

En relacién a estudios conductuales y bioquimicos destinados a evaluar la
implicancia de CAT en los efectos del ETOH, AT ha sido uno de los inhibidores mas
usados. Se ha demostrado que el pretratamiento con este inhibidor y con la consecuente
diminucién de la actividad de CAT cerebral en roedores bloquea o atenta diferentes
conductas inducidas por ETOH como: condicionamiento aversivo al sabor (Aragén y
cols, 1985), actividad locomotora (Aragén y cols, 1989; Aragén y Amit, 1993), tiempo
de narcosis y letalidad (Aragén y cols, 1991a; Tampier y cols, 1988), ansiélisis en un test
de laberinto en cruz (Font y cols, 2008) condicionamiento a un sitio previa
administracién con ETOH (Font y cols 2008), consumo de ETOH en ratas (Aragén y
Amit, 1992; Tampier y cols, 1994; Rotzinger y cols, 1994) y en ratones (Koechling y
Amit,1994), y liberacién de corticosterona producida por ETOH (Aragén vy

Amit,1987). Se ha demostrado que estos efectos son especificos para ETOH, ya que el
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AT no fue capaz de atenuar conductas inducidas por otras drogas, como por ejemplo
cocaina y morfina (Aragén y cols, 1985; Quintanilla y cols, 1980). Se ha demostrado
que la inhibicién que produce el AT sobre el consumo voluntario y la actividad
locomotora inducida por ETOH es dosis dependiente (Aragén y Amit, 1992; Rotzinger
y cols, 1994), de la misma forma que el efecto que ejerce sobre la actividad de la CAT
cerebral (Aragén y cols, 1991c¢). En este sentido, mientras dosis bajas de AT (0,01; 0,03;
0,06 g/kg) no disminuyen la actividad locomotora inducida por ETOH (1,6 g/kg), si se
observa esa disminucién sobre estos efectos del ETOH en la actividad locomotora ante
altas dosis de AT (0,125; 0,250y 0,5 g/kg).

Con respecto a la evaluacién temporal entre el tratamiento con AT y la actividad
locomotora inducida por ETOH se ha demostrado que el intervalo 6ptimo entre los
tratamientos es el de 5 h, que coincide con el tiempo de méxima inhibicién en la
actividad de CAT cerebral por el AT. Se ha observado una disminucién de la actividad
de CAT cerebral de un 85-95%, tanto en ratas como en ratones, con respecto a animales
inyectados con salina 4 h después de una inyeccién i.p de AT (0,5 y 1 g/Kg) en tanto
que 20 h después de su administracién los valores retomaron a sus parimetros normales

(Aragén y cols, 1985a, 1989,1991c¢).

Activadores de CAT: Acido 3 nitropropionico (3NPA)

El acido-3-nitropropiénico (3NPA), es una micotoxina que causa neurotoxicidad
tanto en animales como en humanos (Ludolph y cols,1991) al producir una inhibicién
irreversible de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH), la cual forma parte del
complejo II de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria. Como
resultado de esta inhibicién, se produce disfuncién mitocondrial, se observa deplecién de
ATP, la célula pierde su capacidad de regulacién de los niveles de Ca’ intracelular y se
produce como consecuencia un incremento de la produccién de EROs que son
altamente perjudiciales para el organismo (Alexi y cols, 2000). Este deterioro que genera
el 3NPA en la funcién mitocondrial, se extiende a todos los tejidos del cuerpo,
incluyendo el SNC (Goulg y Agustina, 1982).

Se ha demostrado que el 3NPA puede atravesar la barrera hematoencefilica, por
lo que se ha empleado su administracién sistémica en ratas, ratones y primates no
humanos en distintos modelos experimentales. Para su administracién se pueden utilizar
ya sea tanto bombas osméticas, subcutdnea directa o incluso i.p.; sin embargo, debido a

su toxicidad la dosis empleada depende de la cepa de animales utilizada. Por ejemplo se
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sabe que las ratas Fisher son mds susceptibles que las ratas Lewis, que parecen perder la
susceptibilidad al 3NPA, pero se ha demostrado que con la dosis adecuada muestran
lesiones y déficit conductual (Ludolph y cols, 1991). Las lesiones cerebrales que son
causadas por la administracion sistémica del 3NPA, tienen como blanco principal el
estriado debido a su elevada concentracién de SDH, aunque también se han encontrado
en hipocampo, tilamo y corteza cerebral (Borlongan y cols, 1997), por lo que ha sido
utilizado ampliamente en el modelo de Huntington experimental (Beal y cols, 1993;
Borlongan y cols, 1997; Beal y cols, 1999). Asi, el 3NPA es capaz de conducir a la
muerte neuronal por el mecanismo que involucra la inhibicién de SDH, (Ttnez y cols,
2004). Al respecto, se ha demostrado en cultivo de neuronas hipocampales que induce
una rdpida necrosis en algunas neuronas y apoptosis tardia en otras (Pang y cols, 1997).
Bajo estas condiciones, niveles basales de glutamato extracelular generan muerte
neuronal por necrosis y este efecto es mediado por el receptor NMDA (Pang y cols,
1997; Beherens y cols, 1995). Estudios recientes han sugerido la participacién de EROs
y procesos de estrés oxidativo en la neurotoxicidad inducida por 3NPA (Ates y cols,
2007; Binienda y cols, 2001; Fricker y cols, 2008). Al respecto dos trabajos del grupo de
Binienda (Binienda y cols, 1997; Binienda y cols, 1998) reportaron un incremento de la
actividad enzimdtica de CAT en hipocampo y caudado putamen en ratones tratados con
3NPA luego de 90 min, en comparacién con ratones tratados con solucién salina,
seguido de su disminucién luego de 120 min de administrado. Esto fue revertido cuando
los animales fueron tratados previamente con L-carnitina, un potente antioxidante
(Binienda y Ali, 2001).

Interesantemente, Manrique empleando el 3NPA relacioné la elevacién de la
actividad enzimdtica de CAT con la hiperlocomocién inducida por ETOH (Manrique y
cols, 2006). En este trabajo se reporté que ratones pre-tratados con 30 y 45 mg/kg de
3NPA, mostraron niveles elevados de actividad locomotora inducida por ETOH,
aunque s6lo en la dosis de 45 mg/kg se observaron efectos estadisticamente
significativos; es decir, que una inyeccién sistémica de 3NPA fue suficiente para
potenciar el efecto del ETOH sobre la locomocién. El estudio de la curva temporal para
esta interaccién, mostré que 3NPA incrementé la actividad locomotora de manera

méxima en los 90 min posteriores a su administracién (Manrique y cols, 2006).
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Animales y tratamiento perinatal: protocolo de exposicion al Pb

Para todos los estudios se usaron ratas Wistar macho de 35 y 63 dias de edad,
nacidas y criadas en el bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad
Nacional de Cérdoba. Estas crias provinieron de madres expuestas a una solucién de
acetato de Pb, de acuerdo al protocolo que fue descripto por Virgolini y cols (Virgolini
y cols, 1999). Brevemente, ratas hembras adultas fueron divididas en un grupo control
(grupo C) que recibié agua corriente filtrada como tnica fuente de liquido y un grupo
Pb (grupo Pb) que recibié una solucién de 220 ppm de Pb en el agua de bebida (0,4 g/L
de Pb). Cabe destacar que durante el periodo de exposicién los animales tuvieron acceso
ilimitado tanto a la bebida como a la comida y fueron mantenidos en condiciones de
temperatura (22°C + 1) y humedad constante respetando un ciclo de 12 h luz/12 h
oscuridad. Para el proceso de apareamiento, hembras (250-300 g) fueron colocadas en
cajas con machos en una relacién 3/1 durante 3-4 ciclos estrales (aprox. 15 dias).
Subsiguientemente, las hembras prefiadas fueron pesadas y observadas hasta determinar
el momento del nacimiento de las crias que fue considerado como el dia postnatal
(DPN1). Dentro de las 24-48 h de producido el alumbramiento se procedié a ralear las
crias, limitando a 8 animales por camada, manteniendo la mayor cantidad posible de
machos y conservando siempre al menos una hembra. El destete se realizé el dia
postnatal 25 (DPN25), momento en que las madres y las crias hembras fueron
descartadas y los machos hospedados en grupos en cajas, siendo la solucién de Pb
reemplazada por agua corriente filtrada (final de la exposicién a Pb).

Durante el periodo en el cual los animales estuvieron expuestos a Pb, se registr6
en las madres la ingesta de fluidos (agua corriente filtrada o Pb), la ganancia de peso
durante la gestacién y la duracién de la gestacién. En las crias, se determing el tamafio
de cada camada, la proporcién de crias hembras y machos y el peso de estas crias durante
el periodo de tratamiento perinatal.

Todos los procedimientos y manipulaciones se llevaron a cabo de acuerdo con las
normas establecidas por la gufa para el cuidado y uso de animales de laboratorio del
Instituto Nacional de Salud (NIH- National Institute of Health) de Estados Unidos de
América, aprobada por el comité de cuidado y uso de animales de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba. Se realizaron todos los
esfuerzos posibles para minimizar el sufrimiento y reducir el nimero de animales

utilizados.
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Figura 3: Esquema de exposicién al Pb durante la gestacién y lactancia. DG= dia gestacional; DPN= dia

postnatal.

Niwveles de Pb en sangre

Se determiné el nivel del metal en sangre (plombemia) utilizando un
espectrofotémetro de absorcién atémica marca Pekin Elmer Analyst 600 equipado con
horno de gafito cr-90 (Buck 200gf Cientifica) de acuerdo con Subramedian y Meranger,
1981. Se procedié de la siguiente manera: a un tubo que contenia 100 pl de agua y 100
pl de sangre entera heparinizada se le agegé 100 pl de una mezcla de APDC/Tritén (5
ml APDC 2% + 0,25 ml Tritén), se lo agité por 60 seg y se le agegé 100 pl de MIBK
agitando nuevamente durante 60 seg. Esta solucién fue centrifugada por 5 min a 1008 g
y se ley6é la fase acuosa superior. Estas mediciones fueron realizadas por personal
perteneciente al ISIDSA. Se usaron estdndares de concentracién conocida a los cuales
se refirieron las lecturas obtenidas. El limite de deteccién de la técnica fue de 0,75 pg/dl
y el de cuantificacién de 1,80 pg/dl. Los grupos en los cuales se realizaron las
determinaciones fueron: animales de 35 dias de edad (DPN35), de 63 dias de edad que
consumieron ETOH (DPN63 ETOH) y un grupo de la misma edad que no consumié
ETOH (DPN63 noETOH).
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Hemoglobina en sangre

Una alicuota adicional de sangre entera fue usada para la determinacién de
hemoglobina (Hb) de acuerdo al método de Drabkin, en los siguientes grupos: DPN35,
DPN63 ETOH y DPN63 noETOH. Estos valores de hemoglobina fueron
determinados ya que como se mencioné con anterioridad, una de las manifestaciones
toxicolégicas mds caracteristicas de la intoxicacién con Pb es el desarrollo de anemia. El
método utilizado consistié en afiadir 20 pl de sangre homogeneizada a un tubo
conteniendo 5 ml de solucién de Drabkin (Ferricianuro potasio K;Fe (CN), 200 mg;
cianuro potasio CNK 50 mg; fosfato monopotisico KH,PO, 140 mg; detergente no
i6nico 1 ml; agua destilada hasta 1000 ml). Se esper6é un minimo de 5 min para producir
una hemolisis total y completar la transformacién de toda la hemoglobina en ciano
metahemoglobina. Se leyé la absorbancia de la solucién a 540 nm frente a blanco de
agua destilada y de reactivo de Drabkin. La concentracién de hemoglobina fue calculada
en funcién de un estindar de concentracién conocida: 15,6 g/dl (HemogloWiener,

Argentina).

Consumo voluntario de ETOH:

Raciocinio: El consumo voluntario de ETOH, que involucra un paradigma de
libre eleccién entre ETOH y H,O, es ampliamente usado para estudiar las propiedades
motivacionales de ETOH en animales de laboratorio con aplicabilidad en seres
humanos. Es una conducta consumatoria, en donde el animal determina no sélo cuindo
tiene acceso al ETOH sino también la cantidad que va a consumir (Hungund y cols,
2003; Little y cols, 1999). Se le presenta al animal diariamente dos botellas, una con
H,O y otra con una solucién de ETOH. Se registra el volumen consumido de cada
botella, y se calcula el indice de preferencia por ETOH, basado en la proporcién de
ETOH ingerido en relacién con el volumen total de liquido consumido. En el modelo
usado en esta tesis el animal puede optar por consumir diariamente H,O 6 ETOH
durante un intervalo de tiempo limitado a 2 h durante el ciclo de luz. La limitacién del
consumo a 2 h por dia pretende inducir en estos animales una conducta de ingesta de
ETOH compulsiva denominada en inglés “binge drinking” que reproduciria con mayor
realismo los patrones de consumo de los adolescentes.

Otra consideracién importante a tener en cuenta en los modelos de consumo

voluntario de ETOH, es que los roedores pueden llegar a desarrollar aversién al sabor
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del ETOH. Ademais cuando la concentracién de ETOH alcanza valores superiores al
10% entran en juego cuestiones metabdlicas que producen una acumulacién periférica de
ACD generando aversién por su consumo. Por esta razén, deben utilizarse estrategias
para contrarrestar esa aversién y que el animal consuma ETOH por sus propiedades
reforzantes y no por su sabor. Esto puede lograrse mezclando el ETOH con una
solucién palatable como la sacarosa y presentarle al animal soluciones con
concentraciones crecientes de ETOH, a medida que se reducen las de la solucién
apetitiva (Samson y cols, 1986; Waller y Lorch, 1978). Otra opcién es ofrecer ETOH a
los animales a concentraciones bajas, e ir aumentando gradualmente dicha
concentracién a lo largo de los dias (Pennington y Myers, 1991). Esta tltima alternativa
fue seleccionada para esta tesis, aumentando progresivamente cada 4 dias la
concentracién de ETOH. Ademis se tuvo la precaucién de alternar todos los dias la
posicién de las botellas para evitar el condicionamiento a un lugar que podria modificar
la preferencia de los animales.

Asimismo cabe destacar que este paradigma conductual ha sido ampliamente
utilizado para evaluar la implicancia del sistema enzimatico oxidativo del ETOH en los
efectos motivacionales de la droga. Esto se ha demostrado en diferentes cepas tanto de
ratas como de ratones (Koechling y Amit, 1994), ademds en animales seleccionados

genéticamente por su alta preferencia de ETOH (Tampier y cols, 1995).

Procedimiento: El dia previo al inicio del paradigma de libre eleccion ETOH/H,O un
grupo de animales machos de 35 dias de edad fue sacrificado para obtener sangre y
tejido cerebral. Otro grupo de animales de la misma edad fue pesado, alojado en pares
(para evitar el efecto estresor del aislamiento) y restringido al acceso de liquido durante
las 24 h previas al inicio del esquema de consumo voluntario, para habituar a los
animales a un consumo diario limitado. El raciocinio para la eleccién del periodo
periadolescente se basa en resultados previos, asi como evidencias experimentales que
indican que cepas de ratas que naturalmente prefieren el ETOH inician el consumo en
la adolescencia, lo cual condiciona efectos a largo plazo manifestados como mayor
autoadministracién y mayor recaida (“relapse”) en el consumo abusivo de la droga
(McBride y cols, 2005). El protocolo consistié en la presentacién durante 2 h diarias (de
13:00-15:00 h) de 4 probetas graduadas conteniendo H,O o una solucién de ETOH en
concentraciones crecientes de acuerdo al siguiente esquema (expresado en v/v): dias 1-4:

2% dias 5-8: 4%; dias 9-12: 6%; dias 13-16: 8%; dias 17-28: 10% de ETOH. La ingesta
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de ETOH y de H,O se registr6 diariamente y se expresé como gamos de ETOH por
kilogramo de peso corporal, mientras que la proporcién de consumo ETOH/H,O se
expres6 como % de preferencia. A tal fin los animales fueron pesados cada 4 dias
registrindose el aumento de peso. Una vez que la ingesta de ETOH se estabilizé al 10%
(dia 21), los animales fueron asignados a uno de los siguientes tres grupos, de acuerdo a
la droga y al esquema de inyeccién de la misma: a) solucion salina (SAL: dias 21 a 28),
b) AT i.p. (inhibidor de la actividad de CAT): dias 21 a 28 y c¢) 3NPA s.c. (activador de
CAT): dias 24 a 28.

En concordancia con datos reportados por la bibliografia, AT fue administrado 5
h antes en una dosis diaria de 250 mg/kg y durante 8 dias para asegurar una completa
inhibicién de la enzima. En relacién a 3NPA, es importante aclarar que la seleccién de
la dosis y el momento de la inyeccién se bas6 en los reportes de la literatura (Binienda y
cols, 1998. Manrique y cols., 2006), y en experiencias pilotos de estudios dosis/respuesta
realizadas por nosotros. Se determiné de esta manera que la dosis de 20 mg/kg,
administrada 105 min antes de que los animales fueran sacrificados es la que produjo
una mixima ingesta de ETOH asociada a un incremento de CAT y con menor dafio
neurotéxico. Asimismo, la administracién se restringi6 a los ultimos 4 dias de la prueba
para minimizar la neurotoxicidad de la droga.

Al final de la ultima sesién de consumo voluntario de ETOH (en el dia 28 y
limitada a 1 h de duracién), los animales fueron anestesiados con éter y la sangre
extraida por puncién cardiaca. Posteriormente fueron decapitados y se disecaron areas
cerebrales (corteza prefrontal, estriado, nucleo accumbens, hipocampo, hipotilamo y
cerebelo) para determinar la actividad enzimitica de CAT. Como controles de la misma
edad, fue sacrificado otro grupo de animales que no estuvo sometido al paradigma de
consumo voluntario de ETOH y que fue administrado con las mismas drogas que el
grupo ETOH (DPN63 noETOH).

En consecuencia, quedaron conformados los grupos experimentales que se
detallan a continuacién:

- Grupo 35d (C y Pb): en el cual las crias fueron sacrificadas a los 35 dias de

edad (DPN35). Este grupo revela la funcionalidad basal de los parimetros a
evaluar en animales periadolescentes (previo al inicio del esquema de
consumo de ETOH). En este momento, los niveles de Pb atn son
detectables en sangre (ver resultados capitulo I) y se encuentran en una fase

dindmica de movilizacién a los tejidos blandos.
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- Grupo 63d ETOH SAL (C y Pb): crias sacrificadas al final del consumo de
ETOH (DPN63 ETOH-SAL) luego de ser inyectadas a diario con solucién
salina durante 8 dias. Este grupo refleja las modificaciones producidas por el
consumo crénico de ETOH en animales adultos cuyos niveles de Pb en
sangre son indetectables, pero en los que el metal se encontraria depositado

transitoriamente en tejidos blandos.

- Grupo 63d ETOH AT (C y Pb): crias sacrificadas al final del consumo de
ETOH luego de ser inyectadas a diario con AT durante 8 dias (DPN63
ETOH-AT). Este grupo refleja el efecto del bloqueo de la enzima CAT

sobre el consumo crénico de ETOH en animales adultos.

- Grupo 63d noETOH AT (Cy Pb): crias que no fueron sometidas al paradigma
de consumo de ETOH vy a las que se las sacrific a la misma edad que los
animales que consumieron ETOH voluntariamente, y que fueron inyectadas
con AT (DPN63 noETOH-AT), siguiendo el mismo esquema de
administracién que los animales sometidos al paradigma de consumo. Este
grupo refleja los efectos de las manipulaciones farmacolégicas en la actividad

de la CAT en animales que no han consumido ETOH.

- Grupo 63d ETOH 3NPA (C y Pb): crias sacrificadas al final del consumo de
ETOH luego de ser inyectadas a diario con 3NPA durante 4 dias (DPN63
ETOH-3NPA). Este grupo refleja el efecto de la sobreactivacién de la

enzima CAT sobre el consumo crénico de ETOH en animales adultos.

- Grupo 63d noETOH 3NPA (C y Pb): crias que no fueron sometidas al
paradigma de consumo de ETOH y a las que se las sacrificé a la misma edad
que los animales que consumieron ETOH voluntariamente, y que fueron
inyectadas con 3NPA (DPN63 noETOH-3NPA), siguiendo el mismo
esquema de administracién que los animales sometidos al paradigma de
consumo. Este grupo refleja los efectos de las manipulaciones farmacolégicas

en la actividad de la CAT en animales que no han consumido ETOH.
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- Grupo 63d noETOH (C y Pb): crias que no fueron sometidas al paradigma de
consumo de ETOH vy a las que se las sacrificé a la misma edad que los
animales que consumieron ETOH voluntariamente (DPN63 noETOH-
SAL). Este grupo se usé como control de los grupos adultos.

En los esquemas presentados a continuacién (figura 9) se puede observar en la

linea de tiempo el momento en el que se realizaron los experimentos involucrados en

este capitulo:

sacrificio

Esquema de consumo

sacrificio

Esquema de consumo

Figura 9: Esquema de administracién de drogas empleadas en este capitulo. A) Administracién de AT

durante 8 dias y B) administracién de 3NPA durante 4 dias.

Curva dosis/respuesta de SNPA:

Se realizaron experimentos piloto para determinar la dosis y el tiempo de
administracién de 3NPA en la conducta de consumo voluntario de ETOH. Ademis,
dado que como se explicé anteriormente es una neurotoxina que resulta pertinente

evaluar si la dosis utilizada es capaz de producir una neurotoxicidad importante que
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pudiera influenciar nuestros resultados. El consumo de ETOH vy la actividad de CAT se

determinaron en las dosis de 10, 20 y 30 mg/kg 3NPA administrado en forma crénica.
Asimismo, sélo para la dosis de 20 mg/Kg, se realiz6 una curva temporal para

determinar el tiempo correcto de administraciéon de 3NPA previo al esquema de

consumo voluntario. En la figura 10 se observa el esquema empleado para esta dosis.

Administracion de 3NPA

@

Consumo de ETOH (1 h) a N
75 min

[ =

@ 15 min
o _/

30 min

filalal,

90 min

L

Sacrificio

45 min

Figura 10: Curva temporal para la administracién de 3NPA: Administracién s.c. 15, 30 y 45 min antes
del esquema de consumo voluntario de ETOH (de 1 h de duracién) y sacrificio de los animales

inmediatamente después.

Consumo de sacarosa:

Se evalud la ingesta total de sacarosa, una sustancia palatable, con el objetivo de
determinar y evaluar si la exposicién al Pb durante el desarrollo, fue capaz de modificar
las propiedades motivacionales a reforzadores naturales (comida, agua, sexo) y de esta
forma comprobar que si los efectos observados de AT y 3NPA sobre el consumo de
ETOH, fueron exclusivos del ETOH y no se extendieron a otros reforzadores.
Especificamente se registr6 el consumo de sacarosa al 1%, una sustancia que es
altamente apetecible considerada un reforzador natural siguiendo un protocolo
empleado en nuestro laboratorio (Zurita y Molina, 1999). Un grupo de crias machos de
35 dias de edad fueron hospedadas de a dos y restringidas al consumo de liquido durante

24 h antes del inicio del esquema de consumo. Al dia siguiente se les presentaron cuatro
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probetas, y la opcién de beber durante 2 h H,O o una solucién de sacarosa al 1%,
durante 12 dias. Se registré la ingesta diaria de ambos fluidos y los resultados se
expresaron como % de preferencia de sacarosa en relacién a H,O. Durante los dias 1-4,
se consider6 la ingesta de sacarosa como basal, y a partir del dia 5-12, se inyecté un
grupo de animales con SAL (DPN63 ETOH-SAL), en tanto que un segundo grupo
fue administrado con 250 mg/kg i.p. de AT, 5 h antes del inicio del esquema de libre
eleccién (DPN63 ETOH-AT) y otro grupo administrado con 20 mg/kg 3NPA s.c. 45
min antes del consumo (DPN63 ETOH-3NPA).

Actividad locomotora:

Raciocinio: Los efectos del ETOH sobre la actividad locomotora en animales de
laboratorio, dependen fundamentalmente de la especie animal en cuestién, asi como de
la dosis y la via de administracién. El ETOH administrado sistémicamente, es capaz de
generar efectos estimulantes locomotores en la mayoria de las cepas de ratas y ratones
(Colombo y cols, 1998; Rodd y cols, 2004), excepto en algunas como por ejemplo los
C57/BL6 (Correa y cols, 2004b). Por otra parte, se ha demostrado que la
administracién i.c.v. de ETOH a dosis pequefias o moderadas es capaz de estimular la
actividad motora en ratas (Correa y cols, 2003a). Un efecto similar se observé cuando
esta administracién es localizada en determinadas regiones del SNC, como por ejemplo
en la SNpr (Arizzi-LaFrance y cols, 2006), regién cerebral en la que confluyen
diferentes sistemas de neurotransmisores (como dopamina y GABA) que interactian
para regular la actividad motora del animal (Mayorga y cols, 1999; Trevit y cols, 2002).
Ademis, es una regién rica en CAT, en la que el ETOH, tras su administracién
localizada, podria convertirse en ACD (McKenna y cols, 1976; Brannan y cols, 1981,
Moreno y cols, 1995; Zimatkin y Lindros, 1996). Otra zona implicada en la mediacién
de las propiedades estimulantes del ETOH es el nucleo arcuato hipotaldmico, en el cual
el ETOH puede actuar de manera dosis dependiente para producir también una clara
activacién motora en los animales (Pastor y cols, 2008).

En base a la teoria que propone que la estimulacién sobre la actividad
locomotora inducida por ETOH es un reflejo de las propiedades estimulantes y
reforzantes de la droga (Wise y Bozarth, 1987), nos propusimos evaluar si la cantidad de
ETOH ingerido en el esquema de consumo voluntario fue suficiente para inducir un

aumento en la actividad locomotora en las ratas expuestas a Pb, con el fin de aportar
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nuevas evidencias a los mayores efectos motivacionales/reforzantes del ETOH

observados en estos animales.

Procedimiento: La actividad locomotora fue determinada, mediante la utilizacién de
aparatos denominado actégrafos. Consisten en 8 cajas rectangulares (30 x 19 x 46 cm)
equipadas con dos fotocélulas de rayos infrarrojas localizados 3 cm por encima del piso.
La interrupcién de cualquier haz de luz (rayo infrarrojo) resulta en una cuenta en la
fotocélula, que se traduce en una computadora conectada a una interfase. El aparato estd
ubicado en una habitacién equipada con un tubo de luz fluorescente de 350-400 lux de
intensidad, separada del sitio donde residen los animales de manera permanente y libre
de ruido.

Durante la ultima sesién de ingesta voluntaria, en el DPN63 (dia 28 y de 1 h de
duracién), los animales fueron monitoreados en los actografos, durante 1 h en intervalos
de 10 minutos. Otro grupo de animales, designado como DPN63 noETOH, fue
monitoreado bajo las mismas condiciones como grupo control de los animales adultos.
Adicionalmente otro grupo de crias machos fue sometido también a la prueba en el
DPN35. Es importante destacar que todos los animales fueron habituados previamente
tanto a la habitacién como a las cajas del aparato locomotor, durante el dia anterior al

experimento para su libre exploracién durante 1 h (datos que no fueron registrados).

Alcoholemia

Se midieron ademads los niveles de ETOH en muestras de sangre tomadas 15
minutos después de finalizado el consumo voluntario el dia 28 del esquema de ingesta
(DPN63 ETOH-SAL, DPN63 ETOH-AT y DPN63 ETOH-3NPA). La eleccién
del tiempo de extraccién estuvo relacionada con la cinética del ETOH sobre la base de
datos obtenidos de la bibliografia y de estudios previos realizados por nosotros (Virgolini
y cols, 1999). Se utiliz6 para medir la alcoholemia o “blood alcohol concentration” (BAC),
como se describe en Pepino y cols 2002 (Pepino y cols, 2002), un cromatégrafo de gases
(Hewlett-Packard modelo 5890, Palo Alto, CA, EE.UU.) con butanol como patrén
interno. Los resultados se promediaron para cada muestra y se expresaron como mg de
ETOH/dI de sangre. Estas mediciones se realizaron por parte del personal del Instituto

Ferreyra.
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Actividad de CAT:

La actividad enzimitica de CAT se evalu6 mediante técnicas
espectrofotométricas de acuerdo al método de Aebi (Aebi, 1984) con ligeras
modificaciones. Se determiné la actividad tanto en glébulos rojos como en las aéreas
cerebrales mencionadas sobre la base de reportes previos que demuestran que la
actividad de la enzima no estd distribuida homogéneamente en el SNC (Zimatkin y
cols, 1999).

Las dreas fueron disecadas y homogeneizadas en 100 pl de buffer TRIS-HCl
0.01 M pH=7,4 (200 pl para cerebelo) conteniendo 100 pl/ml de un inhibidor de
proteasas y fosfatasas y centrifugadas a 9158 ¢ durante 10 min a 4°C. Una alicuota del
sobrenadante se usé para determinar la actividad de la enzima y el resto para la medicién
de proteinas mediante un kit comercial basado en el método de Bradford (BioRad
Bradford Protein Assay Kit, Hércules, CA, USA). Se midi6 la actividad de CAT
utilizando un espectrofotémetro Varian Cary 50. Este método se basa en el seguimiento
de la descomposicién del H,O, que se observa con el decremento en la absorbancia a
una longitud de onda de 240 nm. Los valores de absorbancia obtenidos fueron
transformados a unidades de actividad/min/ml/mg de proteina mediante la siguiente
férmula (en la cual se ha considerado el coeficiente de extincién molar del H,O, €240 =
0,0394 mmol™” cm™.

A Abs/min x V cubeta = U CAT/mg prot/min/ml

40 x V muestra x mg proteina x 100

El procedimiento empleado consistié en colocar en una cubeta 1,25 ml de buffer
fosfato 50 mM (pH=7) al que se agregé 100 pl de H,0O, 150 mM y 25 pl de la muestra
de tejido. Se tomaron mediciones cada 1 min durante 10 min.

En el caso de la determinacién de CAT eritrocitaria, posteriormente a la
determinacién de Hb, la sangre entera restante fue centrifugada a 573 g durante 10
min; el plasma separado y los eritrocitos lavados 3 veces con solucién fisiolégica y
congelados a =20 °C. En el momento de la determinacién, el paquete eritrocitario fue
hemolizado 1/10 con H,O destilada y diluido posteriormente 1/200 con buffer fosfato
50 mM, resultando una dilucién final de 1/2000. La determinacién de CAT se realizé
siguiendo el método de Aebi descripto anteriormente. Los valores obtenidos se
expresaron como unidades de actividad enzimatica (UE) /min/g de Hb de acuerdo a la

siguiente férmula:
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AAbsx10°x 1,375x 100 =X1

40 x Volumen de muestra (ml)

X, x 100(factor de dilucién)= X,
U CAT /g Hb=X, / Hb (g/dl)

Se considera a una unidad enzimdtica como la cantidad de CAT que cataliza la
conversién de 1 pmol de H,O,/min a pH=7y a 25 °C.

La actividad de la enzima se determiné al inicio y al final del consumo
voluntario de ETOH en animales que consumieron ETOH, asi como en sus controles
respectivos no ETOH en respuesta al inhibidor y al activador de la actividad de CAT,
AT y 3NPA, respectivamente.

Estudio de neurotoxicidad del 3SNPA con violeta de cresilo

Raciocinio: Como consecuencia de que el 3NPA, es una neurotoxina ampliamente
utilizada para inducir la enfermedad de Huntington, que afecta principalmente a
neuronas del estriado (Geene y cols, 1998), se analizé dicha estructura en los diversos
grupos con el objeto de seleccionar la dosis en donde se observara menor neurotoxicidad
asociada con una mayor actividad de CAT y consumo voluntario de ETOH.
Procedimiento: En esta técnica también conocida como tincién de Nissl, se utilizan
colorantes acidéfilos como el violeta de cresilo para observar la distribucién y
morfologia de neuronas en el SNC. Este colorante se une al ARN contenido en los
ribosomas, por lo que va a tefir el nicleo, el nucléolo y los ribosomas del reticulo
endoplasmico rugoso de neuronas, en tanto que en las células gliales se tifien inicamente
los nucleos.

Los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral (16%, 400 mg/kg i.p.) y
perfundidos de manera intracardiaca con 0,9 % de solucién salina y 4% de
paraformaldehido (PFA, pH=7,4) durante 1 h, a una velocidad de 15 ml/min
(mediante una bomba MasterFlex, Modelo 77200-20). Sus cerebros fueron extraidos y
posteriormente congelados y cortados en secciones de 40 pm usando un criostato Leica.
Se montaron los cortes en portaobjetos tratados con gelatina Albrecht (1,5% de gelatina,
80% alcohol). Luego se procedié a exponer los cortes montados durante un periodo de

entre 5 a 10 min de exposicién al colorante, violeta de cresilo (Sigma, Argentina)

53



Mattalloni Mara S. Capitulo 1

preparado al 0,5 % p/v, pH=3,9 y luego a una fase de aclarado y deshidratacién. Para
aclararlos se sumergieron los cortes en un bafo de H,O destilada durante unos segundos
e inmediatamente después se deshidrataron, sumergiéndolos en cubetas sucesivas con
soluciones de alcoholes de graduacién ascendente hasta llegar al alcohol absoluto.
Finalmente se utilizé un disolvente orgdnico como el xilol para facilitar su conservacién
y montaje con DPX (Sigma, Argentina). Los cortes fueron observados a una
magnificacién de 2,5x y 40x y las células contadas a 40x promediando 4 campos de 16
pulgadas® usando el programa de uso libre IMAGE ] (Instituto Nacional de Salud de
Estados Unidos, NIH). Se seleccionaron 2 cortes de estriado y posteriormente se obtuvo

un valor final promedio de estos conteos para cada unidad de experimentacién.

Analisis estadistico:

Los valores de plombemia obtenidos en sangre no pudieron ser comparados
estadisticamente puesto que muchos cayeron por debajo del nivel de cuantificacién. Los
niveles de hemoglobina en sangre fueron analizadas mediante la prueba t de Student.

Para facilitar la interpretacién del anilisis estadistico, los datos diarios de la
ingesta de ETOH se dispusieron en bloques de 4 dias, cada uno de ellos perteneciendo a
la misma concentracién de ETOH y analizados mediante un ANOVA de dos vias de
medidas repetidas, contrastando la variable grupo frente a la concentracién de
ETOH/tiempo como la variable repetida. Para el tratamiento crénico de AT (dias 21-
24y 25- 28), los datos fueron analizados también mediante un ANOVA de tres vias de
medidas repetidas comparando las variables grupo, tratamiento y concentracién de
ETOH/ tiempo como la variable repetida. Por otro lado, para analizar el efecto de
3NPA (dias 25-28), se aplicé un ANOVA de dos vias, utilizando como variables grupo
y tratamiento. En cuanto a la ganancia de peso a lo largo del esquema de ingesta de
ETOH se analiz6 con un ANOVA de dos vias de medidas repetidas, grupo (C vs Pb) y
concentracién de ETOH/tiempo como la variable repetida. En todos los casos, cuando
se encontré una interaccién significativa, se realizé una prueba de Tuckey como prueba
post hoc, con el resultado de los valores de significancia (p) indicados en las leyendas de
las figuras.

La actividad de CAT en sangre y en cerebro se analizé mediante de un ANOVA
de dos vias: grupo (C wvs Pb) y edad /ETOH (grupos DPN35, DPN63 y DPN63
ETOH/noETOH). Posteriormente, se aplicé un ANOVA de tres vias: grupo x

consumo de ETOH x tratamiento seguido por la prueba de Tuckey. En el caso de la
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actividad de CAT cerebral, se compar6é con un ANOVA de tres vias con un andlisis
separado por drea.

Por tltimo, la actividad locomotora fue analizada mediante un ANOVA de tres
vias de medidas repetidas: grupo (C ws Pb), consumo de ETOH (ETOH vs no ETOH)
y tiempo como la variable repetida para el andlisis en bloques de 10 min. Las cuentas

totales fueron analizadas mediante un ANOVA de dos vias: grupo (C vs Pb) y consumo
de ETOH (ETOH vs no ETOH).

Resultados:

Pardmetros del modelo de exposicion al Pb:

En la tabla 1, se presentan los parimetros medidos en las madres y sus crias en
el modelo de exposicién perinatal a Pb. Al respecto, y en concordancia con reportes
previos de nuestro laboratorio (Virgolini y cols, 1999), hemos podido reproducir y
demostrar que la exposicién a 220 ppm de Pb en el agua de bebida durante la gestacién
y lactancia no induce modificaciones significativas en ninguno de los parimetros
medidos. Al respecto, en relacién a la ingesta de liquido no se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los dos grupos (C/Pb). Tampoco se observaron cambios en
la ganancia de peso de las madres al final de la gestacién ni en la duracién de la misma.
Asimismo, no reportamos alteraciones en el tamafio de las camadas, en la relacién
macho/hembra ni en la curva de crecimiento de las crias desde el nacimiento hasta el

destete, momento en que se interrumpi6 la exposicién al Pb.

Niweles de Pb en sangre:

En la tabla 2 se presentan las plombemias obtenidas para animales controles y
expuestos a Pb a la edad periadolescente y adulta. De acuerdo a lo esperado, los
resultados demuestran que los animales controles no presentaron niveles de Pb
sanguineos detectables bajo la metodologia usada, es decir que la concentracién del
metal en sangre fue inferior a 0,75 pg/dl, lo cual podria estar indicando que ni el
alimento ni el agua de bebida constituyen una fuente considerable de exposicién a Pb
para las crias. Por el contrario, los animales de 35 dias expuestos a Pb durante la

gestacion y lactancia presentaron niveles de Pb en sangre de 6,51 * 0,26 pg/dl, valores
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que se encuentran ligeramente por encima del nivel considerado como seguro por los
CDC para organismos en desarrollo a partir de la dltima modificacién en los niveles de

referencia que se realizé en 2012 que fue de 5 pg/dlL

Hemoglobinemia:

En la tabla 2 se presentan los resultados de los niveles de Hb en sangre obtenidos
en los grupos experimentales bajo estudio. Puede observarse que las crias de 35 dias de
edad expuestas a Pb mostraron niveles de Hb significativa pero ligeramente inferiores a
sus controles de la misma edad (test de Student t=4.44, p<0,01). Estos resultados son
esperables puesto que como hemos sefialado en el marco teérico, atn bajos niveles de Pb
tienen la capacidad de reducir la formacién del grupo hem, manifestindose este efecto
como anemia microcitica e hipocrémica. Sin embargo, la Hb en sangre va
incrementindose con la edad, alcanzando a la edad adulta niveles semejantes a los de los
controles, por lo que la reduccién observada en las crias expuestas a Pb fue revertida,

cuando ya el metal no es detectable en sangre.

PERIODO GESTACIONAL MNACIMIENTO PERIGIDO POSTNATAL
Dt D2z zﬁ DPNY DNy DPNS DPN2 o DPN2 5 DPN3S
DPNa 3
sicidn af Ff
Mladres Pesode crias machos (g
cm Ph ity C= 653015 40
Ph= 46+ 011(37)
Ingesta diaria de liquido (ml}
19,9+ 1.5 19,3 + 1.3 C= 11,4320,57
Ph=11, 05 £ 0, 46
C a5 Ph (28 C= 21,58+1,(0
Ph=21, 32 s 0,88

Pesa corporal (g DG1
C= 32, 17+£227

OO 22T =111 T Pl e
Pesa panade(g) DG1-GD22 Tamana de la camada
C ) Ph (37)
00+ 4 A2 H2, 68+ 4,26
Maches 3,81 £0.35 387 £ 030

Tiempo de gestacicon (dias)
Hermbris 5,81 = 0,41 547049
2224 £ 013 2235 +10,12

Tatal Q54 £ 01.54 023 £ (153

TABLA 1: Linea del tiempo para el protocolo de exposicién al Pb y pardametros del modelo registrados
para las madres y sus crias. C= grupo control, Pb= grupo expuesto al Pb. DG= dia gestacional; DPN= dia

postnatal. Datos entre paréntesis indican el nimero de animales por gr
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C <0,75(6) < 0,75(5)
Niveles de Pb en sangre (pg/dl)
Pb 6,51+ 0,26"(5) <0,75 (1)
<1,80(5)
. -
(C 146409 8) 18,4 + 0,6 (5) N
Niveles de Hemoglobina (g/dl)

Pb 11,0 + 0,4* (8) 20,8 + 0,5 (5)

o ~/

TABLA 2: Determinaciones bioquimicas registradas en el modelo de exposicién. C= grupo control; Pb=
grupo expuesto al Pb. Niveles de Pb en sangre pg/dl (arriba) limite de deteccién=0,75 pg/dl; limite de
cuantificacién=1,80 pg/dl. Niveles de hemoglobina en g/dl. *(t=4,44, p<0,01). Entre paréntesis se indica el
numero de animales de cada grupo. * Denota diferencia en relacién a su respectivo control de la misma

edad a p<0,01.

Consumo voluntario de Etanol en respuesta a AT:

Los datos graficados en las figuras 11A) y 11B) corresponden al consumo
voluntario de ETOH de animales C y perinatalmente expuestos al Pb durante los 28
dias de duracién del experimento. A los fines de facilitar su andlisis y su observacién, se
han compactado los dias en los que la concentracién de ETOH permanecié constante
en bloques de 4 dias (indicado por rectingulos con flechas), incluyendo los ultimos 8
dias en los que los animales fueron inyectados con SAL o con AT, (dltimos 4 dias en el
caso de 3NPA). Por otra parte, se ha discontinuado el eje horizontal del grifico para
enfatizar el momento en el que se comenzé a administrar los moduladores de CAT: AT
o 3NPA. Asi, en la figura 11A) estd representado el consumo de ETOH expresado
como g de ETOH consumido por Kg de peso corporal mientras que la figura 11B)
muestra la preferencia de ETOH sobre H,O, en ambos casos en funcién de los dias
agrupados por concentracién de ETOH. Ademds, en la parte superior de ambos grificos
se ha esquematizado la via de metabolizacién del ETOH en condiciones fisiolégicas
(izquierda), mientras que indicado por una flecha cuando se ha inducido el bloqueo

farmacoldgico de la enzima CAT (derecha) o cuando la CAT fue activada, coincidiendo
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espacialmente ambas condiciones con la curva de consumo de ETOH (tomada de
Quertemont y Didone, 2006).

Consumo basal: de la observacién de la figura 11A) puede evidenciarse que a

concentraciones de ETOH del 6% y hasta el 10% (dia 20 del esquema), se evidencia un
mayor consumo voluntario de ETOH, selectivamente en los animales expuestos a Pb
(panel izquierdo), manifestindose como una diferencia estadistica entre los grupos C y
Pb, lo que contrasta con el bajo consumo de los animales C durante todo el esquema.
Asi, los datos obtenidos por la prueba de ANOVA para muestras repetidas indican un
efecto significativo del factor tratamiento perinatal, grupo (C vs Pb): F(1,156)=33,21;
p<0,001 asi como de la variable repetida (tiempo/concentracién de ETOH):
F(4,156)=4,93; p<0,001, y de la interaccién entre ambos: F(4,156)=2,45; p<0,05.

En la figura 11B) se representa la relacién de preferencia entre las soluciones de
ETOH y H,O durante los dias 1-20 de la prueba de libre elecciéon de ETOH. De
acuerdo a lo esperado, la preferencia por la droga disminuyé a medida que aumenté la
concentracién de ETOH, cayendo a 10-20% cuando las concentraciones de ETOH
fueron elevadas al 10%. E1l ANOVA de dos vias de medidas repetidas revel6 diferencias
significativas en el grupo: F(1,156)=9,94; p<0,01, y en la variable repetida:
F(4,156)=11,08; p<0,001.

Con respecto al efecto que produce la ingesta de ETOH sobre el incremento de
peso, podemos observar que los resultados demostraron que, si bien en ambos grupos se
produjo el aumento normal con el tiempo, el consumo voluntario de ETOH disminuyé
la pendiente de este aumento: F(1,144) =17,90; p<0,001) como puede observarse en la
figura 12.

Administracion de AT el consumo elevado de ETOH observado diferencialmente en

los animales expuestos perinatalmente a Pb pudo ser revertido con el pretratamiento de
250 mg/kg de AT, agente bloqueante de la enzima CAT, administrado 5 h antes del
consumo durante los ultimos 8 dias del test (dias 21-28; panel derecho). Los resultados
del ANOVA para medidas repetidas (dias 21-24 y 25-28) revelaron un efecto
significativo de la variable grupo (C ws Pb): F(1,37)=27,80; p<0,001, tratamiento (SAL,
AT): F(1,37)=4,28; p<0,05, de la interaccién entre ambas: F(1,37)=6,74; p<0,02 y en
forma marginal para la interaccién entre la variable repetida tiempo/tratamiento y
grupo: F(1,37)=4,10; p=0,0502. De la misma manera, el pretratamiento con AT fue
capaz de disminuir la preferencia al ETOH diferencialmente en las ratas expuestas al Pb

(figura 10B). El andlisis estadistico revelé un efecto significativo de grupo (C ws Pb):
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F(1,37)=6,27; p<0,02, una diferencia casi significativa de tratamiento (SAL, AT):
F(1,37)=4,09; »=0,05, una interaccién significativa entre el grupo y tratamiento:
F(1,37)=15,48; p<0,001, asi como en la interaccién entre el grupo y la variable repetida:
F(1,37)=4,59; p<0,05.

La ingesta de Etoh (g/kg) en los dias 17-20 fue de: C—SAL=1,13iO,29; C-
AT=1,10+0,17; Pb-SAL=1.87+0.26; Pb-AT=2,12+0,32.
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Figura 11: Esquema de consumo voluntario de ETOH en respuesta a la administracién de AT. En la
parte superior se representa el metabolismo de ETOH en condiciones fisiolégicas (izquierda) y luego del
bloqueo farmacolégico de la enzima (derecha) (tomado de Quertemont y Didone, 2006). A) Consumo de
etanol expresado como g de etanol/kg de peso corporal. B) Relacién de preferencia etanol/agua. Los datos
(media + ES) fueron agrupados en bloques de 4 dias a lo largo del eje horizontal. Las concentraciones de
ETOH fueron simbolizados como cilindros (dias 1-4: concentracién de ETOH al 2%; dias 5-8:
concentraciéon de ETOH al 4%; 9-12: concentraciéon de ETOH al 6%; 13-16 dias: concentracién de
ETOH al 8%, y dias 17-20: concentracién de ETOH al 10%). Las flechas representan la administracién
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de SAL o AT (dias 21-24 y 25-28; 0,25 mg/kg i.p.). *indica p= 0,0001 en comparacién con los respectivos
C. Administracién de AT: # significa diferencia significativa a p<0,0001 en relacién a los animales
inyectados con SAL del mismo grupo; $ Diferente entre los animales C con los animales inyectados con
AT en p<0,02.

C-SAL=10; C-AT=11; Pb-SAL=11; Pb-AT=9 animales por grupo.
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Figura 12: Pesos de los animales sometidos al esquema de consumo voluntario y sus respectivos grupos
controles noETOH. El nimero de animales para cada grupo fue de: C-ETOH=12, Pb-ETOH=14, C-
noETOH-=8, Pb-noETOH-=8.

Consumo voluntario de Etanol en respuesta a SNPA:

Consumo basal: la figura 13 (izquierda) representa el consumo voluntario de ETOH en
condiciones basales (dias 1-20). Tal como se demostré previamente se evidencia un
aumento de la ingesta de ETOH en los animales expuestos perinatalmente a bajas dosis
de Pb, en este caso a partir de la concentracién del 2%, mientras que los animales C
muestran desde el inicio un consumo relativamente bajo, que se mantiene estable

durante todo el experimento. Puede observarse que el andlisis estadistico revelé un

60



Mattalloni Mara S. Capitulo 1

efecto significativo de grupo: F(1,175)=111,50; p<0,0001, la variable repetida:
F(5,175)=7,22; p<0,0001, y su interaccién: F(5,175)=2,57; p<0,05. En el caso de los
datos de preferencia de ETOH/H,O, el ANOVA de dos vias de medidas repetidas
revela un efecto significativo del grupo: F(1,175)=99,88; p<0,0001 y la variable repetida:
F(5,175)=6,52; p<0,0001.

Administracion 3NPA: en la figura 13 A) (derecha), puede observarse el efecto de la

administracién durante 4 dias de 3NPA en el consumo voluntario de ETOH. Es
importante aclarar que al finalizar el experimento ningin animal manifesté indicios de
toxicidad evidente, lo cual constituye un dato relevante debido a la toxicidad que genera
en los animales la utilizacién de esta droga. En el dia 20 del esquema de consumo
voluntario, se registr6 durante 4 dias adicionales la ingesta total de liquidos, y
posteriormente se procedié a la administracién de 3NPA en los 4 dias finales del
esquema (dias 25-28). La dosis de 20 mg/kg fue la seleccionada, ya que a esta dosis
observamos la mayor ingesta de ETOH, asociada con un incremento de la actividad de
CAT y con la menor citotoxicidad a nivel estriatal (como se detallard mas adelante). Los
datos analizados, demuestran que el 3NPA fue capaz de incrementar el consumo de
ETOH no sélo en los animales que estuvieron expuestos al Pb sino también en el grupo
C en comparacién con los animales inyectados con SAL. El andlisis estadistico del
ANOVA de dos vias de medidas repetidas, refleja un efecto significativo de grupo:
F(1,33)=9,97; p<0,01 y drogas: F(1,33)=14,43; p<0,001. Se observé un efecto similar en
cuanto al andlisis de la preferencia de ETOH/H,O, mostrando principalmente una
mayor preferencia de ETOH en el grupo expuesto al Pb con una diferencia significativa
en la variable grupo: F(1,33)=6,88; $<0,02, y en el tratamiento con la droga:
F(1,33)=7,90; p<0,01.

La ingesta de Etoh (g/kg) en los dias 21-24 fue de: C-SAL = 0,53+0,08; C-
3NPA=0,55+0,10; Pb-SAL=1,49+0.15; Pb-3NPA=1,40+0,11.
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Figura 13: Consumo voluntario de ETOH en respuesta a la administracién de 3NPA (durante 4 dias:
25-28). En la parte superior se representa el metabolismo normal del ETOH (izquierda) y después de la
administracién  del activador de la actividad enzimdtica de CAT (derecha) (tomado de Quertemont y
Didone, 2006). A) Consumo de ETOH expresado como g de ETOH/kg de peso corporal. B) Preferencia
de ETOH/H,0. Los datos (media + ES) fueron agrupados, de igual manera que con el AT en bloques de
4 dias a lo largo del eje horizontal, correspondiendo cada bloque a la misma concentracion de ETOH, la
cual (como se indicé) fue incrementindose cada 4 dias (dfas 1-4: concentracién de ETOH al 2%,; dias 5-
8: concentracién de ETOH al 4%; 9-12: concentraciéon de ETOH al 6%; 13-16 dias: concentracién de
ETOH al 8%, y dias 17-20: concentracién de ETOH al 10%). La flecha representa el inicio de la
administracion de SAL o 3NPA (dias 25-28; 20 mg/kg s.c.). *indica p<0,002, y **p<0,0001 en
comparacién con el grupo C. C-SAL=8; C-3NPA=11; Pb-SAL=9; Pb-3NPA=9 animales por grupo.
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Curva dosis/respuesta de SNPA:

Administracion cronica de SNPA a una dosis de 10 mg/kg: con el objeto de realizar una

curva dosis-respuesta de SNPA en el consumo de ETOH, se administr6 3NPA en una
dosis de 10 mg/kg una vez que el mismo se estabilizé durante los ltimos 4 dias (25-28).
En este caso, al igual que en los experimentos anteriores, la sola exposicién a Pb fue
capaz de incrementar el consumo de ETOH, como puede evidenciarse en el andlisis
estadistico del ANOVA de medidas repetidas de dos vias, que revel6 un efecto
significativo de la variable grupo: F(1,125)=102,38; p<0,0001, la variable repetida:
F(5,125)=6,78; $<0,0001, y su interaccién: F(5,125)=3,73; p<0,01 como puede
observarse en la figura 13. La preferencia de ETOH/H,O durante el inicio del estudio
revel6 resultados similares. En efecto, el ANOVA de medidas repetidas de dos vias
revelé un efecto significativo de la variable de grupo: F(1,125)=123,97; »<0,0001, la
variable repetida: F(5,125)=8,76; p<0,0001, aunque la interaccién entre ambos no fue
significativa. Sin embargo, la administracién crénica de esta dosis de 3NPA no fue
suficiente para incrementar el consumo de ETOH o la preferencia en ambos grupos en
comparacién con los animales inyectados con SAL. Por lo tanto, el andlisis del
ANOVA, sélo revelo un efecto significativo de la variable de grupo: F(1,23)=17,62;
$<0,001. Del mismo modo, el anilisis de la preferencia de ETOH/H,O demostré un
efecto significativo de la variable de grupo: F(1,23)=5,82; p<0,05 y tratamiento:
F(1,23)=5,09; p<0,05, pero no se observé una interaccién significativa entre ellos (figura
14).

Administracion cronica de 3SNPA a una dosis de 30 mg/kg: 1a dosis de 3NPA 30 mg/kg fue

administrada siguiendo el procedimiento ya descripto para las otras dos dosis, es decir
durante los ultimos 4 dias del consumo, una vez que éste se mantuvo estabilizado. Tal
como puede observarse en la figura 15, el consumo de ETOH basal fue mayor en el
grupo expuesto a Pb en comparacién con los animales C, reproduciendo nuevamente los
datos obtenidos en los experimentos anteriores. Segun lo revelado por el analisis del
ANOVA de dos vias de medidas repetidas, hubo un efecto significativo de la variable
grupo: F(1,185)=102,89; p<0,0001, la variable repetida: F(5,185)=10,37; »<0,0001, y su
interaccién: F(5,185)=3,76; p<0,01. Se obtuvieron efectos similares cuando se analizé la
preferencia de ETOH/H,O, el analisis del ANOVA de medidas repetidas evidencié un
efecto significativo de la variable grupo: F(1,185)=75,39; »<0,0001, la variable repetida:
F(5,185)=16,00; p<0,0001, con una interaccién entre ambas no significativa. Este efecto

se potenci6 cuando se procedi6 a administrar 3NPA y se observé, de manera sorpresiva
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nuevamente no sélo en los animales expuestos a Pb, sino también en los C en
comparacién con los animales inyectados con SAL. En efecto, el anilisis del ANOVA
revel6 un efecto significativo de grupo: F(1,35)=27,72; p<0,0001, tratamiento:
F(1,35)=33,69; p<0,0001, con una interaccién no significativa entre ellos.

Por lo tanto, y a pesar de que la administracién crénica de 30 mg/kg de 3NPA
fue capaz de incrementar el consumo de ETOH en ambos grupos, se seleccioné la dosis
de 20 mg/kg, con la cual se obtuvo el mismo efecto pero acompafiado de un menor
dafio a nivel del estriado, teniendo en cuenta las propiedades neurotéxicas de 3NPA
resultado que fue analizado a través de la tincién de Nissl, como se explicard a

continuacion.
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Figura 14: Consumo voluntario de ETOH en respuesta a la administracién de 3NPA (10 mg/kg s.c.
durante 4 dias). A) El consumo de ETOH se expresé como g de ETOH/kg de peso corporal. B)
Preferencia de ETOH/H,O. Los datos (media + ES) fueron agrupados en bloques de 4 dias
correspondientes a la misma concentracion y de manera creciente de ETOH (dias 1-4: 2%; dias 5-8: 4%;
dias 9-12: 6%; 13-16 dias: 8%, y los dias 17 a 20 y de 21 a 24: 10%). La flecha significa la administracién
de SAL o 3NPA (dia 25-28; 10 mg/kg): * indica p<0,01, y **p<0,0001 en comparacién con el grupo C. C-
SAL = 8; C-3NPA = 5, Pb-SAL = 9, Pb-3NPA = 5 animales por grupo.
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Figura 15: Consumo voluntario de etanol en respuesta a la administracién SNPA (30 mg / kg s.c durante
4 dias). A) El consumo de ETOH se expresé como g de ETOH/kg de peso corporal B) Preferencia de
ETOH/ agua. Los datos (media + ES) fueron agrupados en bloques de 4 dias correspondiente cada
bloque a la misma concentracién de ETOH, a concentraciones crecientes del mismo (dias 1-4: 2%; dias
5-8: 4%; dias 9-12: 6%; 13-16 dias: 8%, y los dias 17 a 20 y de 21 a 24: 10%). La flecha significa la
administracién de SAL o 3NPA (dia 25-28; 10 mg / kg. * indica p<0,01, y ** p<0,0001 en comparacién
con el grupo C. C-SAL = 8; C-3NPA = 11, Pb-SAL = 9, Pb-3NPA = 11 animales por grupo.

Consumo de sacarosa:

Los resultados demuestran que todos los animales mostraron una clara
preferencia por sacarosa y no se observaron diferencias entre los grupos C y Pb durante
los primeros 4 dias del esquema, como puede observarse en la figura 16. La
administracién de SAL durante los dias 5-12, no fue capaz de modificar la ingesta de
sacarosa, aunque puede observarse (tal como lo revela el andlisis estadistico del ANOVA
de dos vias de medidas repetidas) un ligero aumento en la preferencia en ambos grupos,
F(1,4)=10,47; p<0,05. La administracién de AT, no produjo una disminucién de la
preferencia por la solucién palatable; por el contrario, tanto los C como los animales
expuestos a Pb mostraron un pequefio aumento en la ingesta de sacarosa en el tiempo:

F(2,6)=13,55; p<0,01, de manera similar a los animales administrados con SAL.
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Figura 16: Consumo voluntario de sacarosa en ratas tratadas con SAL, 3NPA o AT. Los datos (media +
ES) se agruparon en bloques de 4 dfas a lo largo del eje horizontal. La ingesta de sacarosa se representd
como el porcentaje de preferencia de sacarosa sobre el H,O. Las flechas simbolizan el inicio de la
administracién de SAL, AT o 3NPA. A) Consumo de sacarosa basal (dias 1-4), y después de la
administracién SAL (dias 5-12). C-SAL= 2; Pb-SAL= 2 animales por grupo. B) Consumo de sacarosa
basal sin tratamiento (dias 1-4), y después de la administracién de AT (dfas 5-12; 250 mg /kg i.p.). C-
AT= 2, Pb-AT= 3 animales por grupo. C) Consumo de sacarosa basal (dfas 1-8), y después de la
administracién 3NPA (dfas 9-12; 20 mg/kg s.c.). C-3NPA=2, Pb-3NPA=3 animales por grupo.

Actividad locomotora:

En la figura 17 puede observarse en el panel derecho el total de cuentas durante
los 60 min de la prueba, tanto de los grupos sometidos al esquema de consumo
voluntario como sus contrapartes controles noETOH. En la parte inferior se han

graficado los datos de las cuentas cada 10 min a lo largo de los 60 min de la prueba. El
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empleo de un ANOVA de medidas repetidas revel6 un efecto significativo de grupo:
F(1,47)=11,24; p<0,002, tiempo: F(5,235)=82,61; »<0,001, grupo x consumo de
ETOH: F(1,47)=9,745, p<0,005, tiempo x consumo de ETOH: F(5,235)=6,36;
p<0,001, y la interaccién global entre grupo x consumo de ETOH x tiempo
F(5,235)=3,45; p<0,01. Ademads, del andlisis del ANOVA realizado para analizar los
recuentos totales de la actividad locomotora revelé una interaccién significativa entre
grupo y consumo de ETOH F(3,47)=7,22; p<0,001, lo que evidencia que la
hiperlocomocién que se observa después del esquema de consumo voluntario es

observada preferencialmente en los animales expuestos a Pb.
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Figura 17: Efecto del consumo voluntario de ETOH en la actividad locomotora. El grifico representa los
datos tanto de A) animales sometidos al paradigma de libre eleccion de ETOH/H,O y B) sus
contrapartes no-ETOH. * Denota p<0,05 en comparacién con todos los grupos al mismo tiempo; #
Indica p<0,05 en relacién con los animales C en el mismo tiempo que consumieron ETOH; y A denota
$<0,05 entre el grupo Pb DPN63 ETOH y los animales expuestos a Pb DPN63 noETOH. La letra "a"
denota significativamente diferente de todos los otros grupos p<0,02. C DPN63d ETOH =11; C
DPN63 noETOH = 14; Pb DPN63 ETOH =12; Pb DPN63 noETOH =14 animales por grupo.
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Alcoholemia:

Los resultados demuestran, que los niveles de ETOH en sangre obtenidos en el
grupo de animales controles inyectados con SAL fueron similares a los de las ratas
expuestas a Pb, lo cual indicaria que no existen cambios significativos en la
farmacocinética de la droga en sangre y permitiria presuponer que las diferencias en la
ingesta de ETOH podrian deberse a los efectos reforzantes del ETOH (o ACD) en
cerebro. Los resultados del ANOVA sélo demuestran una diferencia significativa en la
variable droga (SAL vs AT vs 3NP): F (1,33)=10,60 p<0,01.

Los valores obtenidos de concentracién de ETOH en sangre (BACs) en mg/dl
con limite de cuantificacién=1,0 mg/dl fueron: C DPN63 ETOH-SAL= 4,1+3,2 (9), C
DPN63 ETOH-AT= 55,0+11,8 (9), C DPN63 ETOH-3NPA= 4,3(1) y <1,0 (3) y Pb
DPN63 ETOH-SAL= 8’0i4’9 (9), Pb DPN63 ETOH-AT= 44i21’6 (10), Pb DPN63
ETOH-3NPA= <1,0 (4).

Actividad de CAT:

En la tabla 3, se expresa la actividad enzimética de CAT, tanto en sangre como
en las distintas 4dreas cerebrales en los grupos C y los animales expuestos perinatalmente
a Pb en el DPN35 y para los animales que fueron expuestos al paradigma de libre

eleccién de ETOH y fueron inyectados con SAL, AT o 3NPA (20 mg/Kg) asi como

aquellos que no consumieron ETOH.

Actividad enzimdtica de CAT en sangre:

La actividad enzimidtica de CAT se compard, en primer lugar en los dos grupos
etarios diferentes en la condicion noETOH (grupo DPN35 ws. Grupo DPN63
noETOH-SAL). Se empleé como anilisis estadistico un ANOVA de dos vias, el cual
evidencié un efecto significativo del grupo: F(1,22)=13,84; p<0,01, edad: F(1,22)=17,92;
$<0,001, y su interaccién: F(1, 22)=16,96; p<0,001.

Por otra parte, se realiz6 de manera separada un ANOVA de dos vias para
comparar la actividad de CAT en sangre en el grupo DPN35 con animales adultos que
fueron expuestos al consumo de ETOH DPN63 ETOH (grupo DPN35 s grupo
DPN63 ETOH-SAL), revelando un efecto significativo del grupo: F(1,27)=52,40;
$<0,0001, la ingesta de ETOH/edad: F(1,27)=10,77; p<0,01, y su interaccién: F(1,27)=

12,00; p<0,01. Finalmente, se compararon mediante un ANOVA de tres vias los grupos
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de animales adultos. Este analisis mostré un efecto significativo de grupo:
F(1,43)=11,70, p<0,01, firmaco: F(2,43)=13,09; p<0,0001, ingesta de ETOH:
F(1,43)=10,22; p<0,01, grupo x tratamiento: F(2,43)=9,72; p<0,001, grupo x ETOH:
F(1,43)=10,99; p<0,001, tratamiento x ETOH: F(1,43)=10,86; p<0,001 y la interaccién
entre los tres factores: F(2,43)=11,27; p< 0,0001.

Actividad de CAT en sangre: experimentos piloto para determinar la dosis y el
tiempo de administracion de SNPA:

Se realiz6 un andlisis de ANOVA de tres vias separadas para los grupos
administrados con las dosis de 10 mg/kg y 30 mg/kg. Las figuras 18 y 19 (izquierda),
representan la actividad enzimiética de CAT en sangre, tanto de los animales C como de
los animales expuestos al Pb que han sido inyectados con las dosis de 10 y 30 mg/kg de
3NPA, que han estado expuestos al paradigma de consumo voluntario asi como sus
respectivos grupos no ETOH.

Los datos indican que la dosis de 10 mg/kg de 3NPA no fue capaz de provocar
un incremento significativo de la actividad enzimdtica de CAT en ningtin grupo de
animales (figura 18 izquierda). Los resultados del ANOVA de tres vias apoyan estas
afirmaciones que conducen a un efecto significativo de grupo: F(1,37)=14,88; »<0,001,
de tratamiento: F(1,37)=19,72; p<0,0001, ingesta de ETOH: F(1,37)=19,09;
$<0,0001,tratamiento x grupo: F(1,37)=15,05; p<0,001, grupo x ETOH: F(1,37)=16,12;
p<0,001, tratamiento x ETOH: F(1,37)=11,99; p<0,01, y la interaccién entre los tres
factores: F(1,37)=16,05; p<0,001.

Del mismo modo, la administracién crénica de 3NPA a la dosis de 30 mg/kg no
modificé la actividad enzimidtica de CAT en sangre en ninguno de los grupos, tal como
puede evidenciarse en la figura 19 (izquierda) aunque se observé un aumento en los
grupos de animales que no estuvieron sometidos a la ingesta voluntaria de ETOH
(figura 16B). El anilisis del ANOVA de tres vias mostré un efecto significativo de
grupo: F(1,41)=14,70; p<0,001, de tratamiento: F(1,41)=14,17; p<0,001, ETOH:
F(1,41)=10,27; p<0,01, grupo x tratamiento: F(1,41)=15,65; p<0,001, grupo x ETOH:
F(1,41)= 17,19; p<0,001, tratamiento x ETOH: F (1,41) = 21,89; »<0,0001, y la
interaccién global entre los tres factores: F(1,41)= 15,43; p<0,001.
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Actividad de CAT cerebral: Experimentos piloto para determinar la dosis y el
tiempo de administracion de SNPA:

La figura 18 (derecha) representa la actividad enzimatica cerebral de CAT
analizada en los animales inyectados con la dosis de 10 mg/kg de 3NPA para los grupos
ETOH y noETOH respectivamente. E1l ANOVA de tres vias, que fue realizado por
separado para cada drea del cerebro revelé un efecto significativo de la interaccién de
tratamiento x ETOH: p<0,05 en el cerebelo, la corteza frontal y el nicleo accumbens.
El andlisis del hipocampo revelé un efecto significativo en la variable tratamiento:
F(1,44)=9,44; p<0,01, ETOH: F(1,44)=14,57; p<0,001, en la interaccién de grupo x
ETOH: F(1,44)=13,41; p<0,001, y en la interaccién grupo x tratamiento x ETOH
F(1,44)=8.05; p<0,01. Del mismo modo, el anilisis del hipotdlamo presenté un efecto
significativo en la variable tratamiento: F(1,44)=57,04; »<0,0001, ETOH:
F(1,44)=10,08; p<0,01, en la interaccién grupo x ETOH: F(1,44)=13,41; p<0,001, y en
la interaccién general grupo x tratamiento x ETOH F(1,44)=8,24; »<0,01.

Los resultados obtenidos para los animales ETOH y noETOH inyectados con la
dosis de 30 mg/kg de 3NPA, pueden observarse en las figuras 19 (derecha). El andlisis
del ANOVA de tres vias realizado para cada drea del cerebro por separado revelé una
diferencia significativa en la interaccion ETOH x edad para el cerebelo, la corteza
frontal, el hipotdlamo, y el nicleo accumbens p<0,01, mientras que el andlisis de los
datos de hipocampo manifesté una efecto significativo en la variable tratamiento:
F(1,51)= 46,76; p<0,0001, ETOH: F(1,51)=4,11; p<0,05, en la interaccién grupo x
ETOH: F(1,51)=13,76; p<0,001, y en la interaccién general grupo x tratamiento x
ETOH F(1,51)=13,94; p<0,001.
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Figura 18: A) Actividad enzimidtica de CAT en sangre expresada en mmolH,Oy/min/gHb (izquierda) y
cerebral (derecha) expresada en mmolH,O,/min/mg proteina en los animales inyectados con la dosis de
3NPA 10 mg/kg y expuestos al esquema de consumo voluntario. *Indica una diferencia significativa de los
animales inyectados con SAL en la misma condicién de ETOH a ** p<0,0001. B) Actividad enzimdtica
de CAT en sangre (izquierda) y cerebral (derecha) en los animales noETOH inyectados con la dosis de
10 mg/kg 3NPA. Indicado entre paréntesis se sefiala el nimero de animales por grupo.
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Figura 19: A) Actividad enzimdtica de CAT en sangre (izquierda) expresada en mmolH,Oy/min/gHb y
cerebral expresada en mmolH,O,/min/mg proteina (derecha) en los animales inyectados con la dosis de
30 mg/kg y expuestos al esquema de consumo voluntario. * Indica una diferencia significativa de los
animales inyectados con SAL en la misma condicién etanol a *** $<0,0001. B) Actividad enzimitica de
CAT en sangre (izquierda) y cerebro (derecha) en los animales inyectados con la dosis de 30 mg/kg no

sometidos al consumo voluntario. Se indica entre paréntesis el nimero de animales por grupo.

Actividad enzimdtica de CAT en cerebro:

En los datos presentados en la tabla 3, puede observarse la actividad enzimatica
de CAT en los grupos DPN35, DPN63 ETOH-SAL, DPN63 noETOH-SAL,
DPN63 ETOH-AT, DPN63 noETOH-AT, DPN63 ETOH-3NPA, DPN63
noETOH-3NPA (C wvs Pb). Se observan incrementos en los grupos expuestos al Pb,
con excepcion de los animales tratados con AT. En relacién a sus controles noETOH,
la ausencia de la ingesta de la droga disminuye la actividad de la enzima. Estas
observaciones son apoyadas por los datos estadisticos que se presentan a continuacién:

La comparacién de los grupos DPN35 y los grupos DPN63 noETOH-SAL
revel6 diferencias significativas en la variable edad en el cerebelo: F(1,27)=4,05; p<0,05,

corteza prefrontal F(1,26)=13,91; p<0,001, cuerpo estriado F(1,26)=19,36; p<0,001, y en
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hipotilamo F(1,26)=33,62; p<0,001. El anilisis de CAT cerebral en el hipocampo
demostré un efecto significativo de la edad/ingesta de ETOH F(1,26)=13,39; p<0,01 y
en la interaccién F(1,26)= 10,82; p<0,01.

En segundo lugar, se compararon los grupos DPN35 y DPN63 ETOH-SAL, lo
cual demostré un efecto significativo de la edad en cerebelo F(1,27)=643,45; »<0,001,
cuerpo estriado F(1,27)=49,00; p<0,001, hipotilamo F(1,27)=18,46, p<0,001 y nucleo
accumbens F(1,9)=12,67; p<0,01, sin diferencias en la corteza prefrontal, y un efecto
significativo de grupos: F(1,27)=10,15; p<0,01 en el hipocampo.

Por ultimo, se analizé la actividad enzimitica cerebral de CAT en los grupos de
animales adultos DPN63 utilizando un ANOVA de 3 vias, de manera separada para
cada drea cerebral. En el cerebelo, se observaron efectos significativos de los
tratamientos: F(2,59)=19,81; »<0,0001, ETOH: F(1,59)=19,81; p<0,01 y de la
interaccién tratamiento x ETOH: F(2,59)=4,92; $<0,01. El analisis estadistico de la
corteza prefrontal, demostré un efecto significativo de la variable grupo: F(1,59)=4,82;
p<0,05 y en la interaccién tratamiento x ETOH: F(2,59)=7,00; p<0,002. La
comparacién de los datos para el hipocampo revel6 un efecto significativo de
tratamiento: F(2,59)=15,82; »<0,0001, grupo x ETOH: F(1,59)=4,61; p<0,05,
tratamiento x ETOH: F (2,59)= 9,68; p<0,001 y la interaccién global entre los 3
factores: F(2,59)=9,49; p<0,001. En el cuerpo estriado, hubo un efecto significado de los
tratamientos:  F(2,59)=18,62;  p<0,0001, ETOH: F(1,59)=4,42; p<0,05 y
tratamiento/ETOH: F(2,59)=5,24; p<0,01, mientras que el andlisis del hipotilamo
revel6 un efecto significativo del tratamiento: F(2,59)=38,05; #<0,0001 y el
tratamiento/ ETOH: F(2,59)=13,81; p<0,0001. Finalmente en nicleo accumbens, solo
se evidenci6 la interaccién tratamiento/ETOH: F(2,39)= 6,21; p<0,01.
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TABLA 3: Actividad enzimidtica de CAT en sangre y tejido cerebral. Actividad enzimitica de CAT en
sangre expresada como mmol H,0,/min/g de Hb. Los nimeros entre paréntesis indican el nimero de
animales por grupo. $ denota diferencia significativa comparado con los animales periadolescentes en el
DPN35 en los animales del mismo grupo en las condiciones de consumo de ETOH y no ETOH $$%

£<0,0001. * Indica una diferencia significativa de los animales inyectados con SAL en el mismo grupo y

oo

en la condicién de consumo o no de ETOH a £<0,0001. #denota una diferencia significativa de

animales C con la misma condicién de tratamiento y consumo o no de ETOH a #p<0,05, ## p<0,001,
### y p<0,0001. La actividad cerebral de CAT fue expresada como H,O, mmol/ml/mg de proteina.
Entre paréntesis se indica el nimero de animales por grupo, extensivo a todas las demds regiones del
mismo grupo, excepto para el Nac, donde se indica el nimero correspondiente de animales para esta drea
que difiere del resto. $ Denota una diferencia significativa en los animales del mismo grupo a diferentes
edades en las condiciones de consumo de ETOH y noETOH $$$ »<0,0001. * Indica una diferencia
significativa de los animales controles inyectados con SAL en la misma condicién ETOH a * p<0,05,"
$<0,001, y ** p<0,0001. A diferencia significativa del mismo grupo en la condicién no ETOH A p<0,05,
AN p<0,001, y AMA p<0,0001. #denota una diferencia significativa del grupo C en la misma condicién de

tratamiento y ETOH a #p<0,05, ## p<0,001, ### y p<0,0001.

Estudio de neurotoxicidad del 3NPA con violeta de cresilo

En la figura 20 se representan las secciones histolégicas pertenecientes al cuerpo
estriado de los grupos C y de los animales expuestos a Pb luego de la administracién
crénica de 3NPA (20 mg/kg) asi como sus respectivos C inyectados con SAL, tanto de
animales expuestos al esquema de consumo voluntario de ETOH (paneles superiores),
como en sus contrapartes noETOH (paneles inferiores). El anilisis estadistico revelé un
efecto significativo del tratamiento: F(1,10)=8,64; p<0,02. Ademas, el andlisis separado
del ANOVA de dos vias para los grupos ETOH y noETOH, revel6 un efecto
significativo del tratamiento: F(1,5)=11,07; p<0,02 sélo en las ratas que no estuvieron
expuestas al paradigma de libre eleccién de ETOH.

Por otra parte, los efectos de la administracién de las dosis de 3NPA (10 y 30
mg/kg) en el estriado se muestran en la figura 21 tanto en los grupos ETOH como en
los noETOH. El anilisis del ANOVA de tres vias para la dosis de 10 mg/kg, revelé un
efecto significativo de grupo: F(1,8)=7,52; p<0,05, una diferencia no significativa en la
variable de ETOH: F(1,8)=5,11; p=0,053, y un efecto significativo del tratamiento:
F(1,8)=11,03; p<0,05. El anilisis del ANOVA separado para los grupos de ETOH y
noETOH no mostré efectos significativos en ninguno de los pardmetros analizados.
Con respecto al andlisis realizado para la administracién de la dosis de 30 mg/kg, el
ANOVA de tres vias revelé un efecto significativo de grupo: F(1,8)=5,58; p<0,05, una
diferencia no significativa en la variable de ETOH: F(1,8)=1,08; p=0,33, y un efecto
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significativo del tratamiento: F(1,8)=67,46; p<0,001, asi como una interaccién ETOH x
dosis del tratamiento F(1,8)= 8,91; p<0,05. El andlisis de los ANOVAs separados
realizados para los grupos ETOH y noETOH revel6 un efecto significativo de grupo:
F(1,4)=7,92; p<0,05, una diferencia significativa de tratamiento: F(1,4)=59,11; p<0,01, y
un efecto no significativo en la interaccién grupo x dosis de tratamiento: F(1,4)=1,40;
$=0,30. En contraste, los grupos noETOH mostraron sélo un efecto significativo de la
dosis del tratamiento: F(1,4)=14,55; p<0,05. Si bien el nimero de neuronas no fue
estadisticamente diferente, la observacién visual del cuerpo estriado sugirié la presencia
de una palidez inducida por la dosis de 30 mg/kg en la regién dorsolateral del cuerpo

estriado en los limites del cuerpo calloso.

ABNPA
mg/kg .
0
I
O
-
11}
20
3NPA B
B gkg
0
I
2
u R
g 3
20

Figura 20: Estudio de neurotoxicidad del 3NPA con violeta de cresilo de animales inyectados con SAL y
3-NPA (20 mg/kg s.c. por 4 dias). El grifico representa secciones coronales del estriado en 2,5x y 40x.
Los valores (media + ES) indican el ndmero total de neuronas por mm? de un promedio de 2-3 animales
por condicién contados en cuatro campos diferentes a 40x (escala representativa barra = 65 micras, en el

grafico sefialado con una flecha negra).
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Figura 21: Estudio de neurotoxicidad del 3NPA con violeta de cresilo.de animales inyectados con SAL y
3-NPA (10 y 30 mg/kg s.c. por 4 dias). El grifico representa secciones coronales del estriado en 2,5x y
40x. Los valores (media + ES) indican el nimero total de neuronas por mm® de un promedio de 2-3
animales por condicién contados en cuatro campos diferentes a 40x (escala representativa barra= 65

micras, en el grafico sefialado con una flecha).

Conclusiones y discusiones parciales:

Los resultados obtenidos al analizar los parimetros bioquimicos del modelo
demuestran, que la exposicion a Pb no fue capaz de inducir alteraciones
morfolégicas/bioquimicas importantes tanto en las madres como en las crias, esto
significa que todos los cambios y efectos que observamos se van a producir con niveles
de Pb en sangre ligeramente por encima de los niveles considerados como seguros por el

CDC. Por consiguiente, las alteraciones encontradas en estos animales adquieren
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relevancia puesto que estos niveles sanguineos de Pb reflejarian una exposicién a
concentraciones que no inducen manifestaciones clinicas evidentes de la exposicién,
pero que son suficientes para evidenciar respuestas alteradas en caso de eventos
desafiantes en la vida futura del organismo. Es importante destacar que de acuerdo a la
toxicocinética del Pb, en el momento de la toma de muestra (DPN 35) si bien la
exposicién al Pb ha cesado 10 dias antes, el metal podria estar ain estd presente en
sangre y estarfa intercambidndose con los tejidos blandos entre ellos cerebro, rifién y
médula (Liu y cols, 2008). Asi, aun cuando los niveles obtenidos en sangre han
declinado considerablemente, encontrindose en su mayoria por debajo del limite de
cuantificacién: 1,80 pg/dl el metal estaria presente en los 6rganos blanco ejerciendo sus
efectos téxicos.

En relacién a las manipulaciones farmacolégicas de CAT los resultados
obtenidos, proporcionan nuevas evidencias de la participacién de CAT en el elevado
consumo voluntario de ETOH, en ratas expuestas perinatalmente a Pb. Al respecto, se
observé que el pre-tratamiento con el antagonista de CAT: AT fue capaz no solo de
atenuar el incremento de la ingesta voluntaria de ETOH, sino también el aumento de la
actividad de CAT en sangre y en cerebro (particularmente en cerebelo e hipocampo)
observado selectivamente, en ratas expuestas a Pb. Por el contrario, la sobreactivacién de
CAT, con 3NPA no sélo fue capaz de producir un incremento en el consumo de los
animales que estuvieron expuestos al Pb sino también, de manera interesante, en los
animales C que no presentaban una historia previa de consumo elevado. Estas
alteraciones observadas, no pueden ser atribuidas a cambios en la toxicocinética del
ETOH, debido a que no se observaron diferencias en los niveles de ETOH en sangre
entre los C y los animales expuestos a Pb, lo cual sugiere de alguna manera que la
interaccion entre el ETOH y el Pb se produciria a nivel central. Ms interesante es ain
el hecho de que estos efectos estuvieron asociados con niveles de Pb en sangre que se
encuentran por debajo del umbral presente en organismos en desarrollo, lo cual
representa una prueba mds de que aun a niveles sanguineos bajos se manifiestan efectos
adversos sutiles (Canfield y cols. 2003). Por lo tanto, es importante destacar que la
huella (“imprinting”) causado por la exposicién al Pb durante el desarrollo, podrian ser
responsables de alteraciones permanentes en la ingesta de ETOH. Por una parte,
resultados de nuestro laboratorio han demostrado que animales expuestos a Pb
presentan una mayor sensibilidad a los efectos ansioliticos, motivacionales y sedantes

del ETOH (Virgolini y cols, 1999). En segundo lugar, el hallazgo de que los animales
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expuestos al Pb prefieren consumir cantidades similares de sacarosa que sus contrapartes
C proporciona una evidencia adicional de la selectividad de ETOH como reforzador
positivo en ratas expuestas al Pb. Por dltimo, y aunque los niveles de ETOH en sangre
que se alcanzaron luego de la sesién de ingesta voluntaria de ETOH fueron bajos en
animales expuestos al Pb, pudo comprobarse que fueron suficientes para inducir
hiperlocomocién selectivamente en estos animales. Esta hiperlocomocién se observé en
los primeros 30 min de la sesidn, lo cual se corresponde con el tiempo en el cual el
ETOH alcanza su concentracién méxima en sangre. A partir de estas evidencias
sostenemos que las alcoholemias que se alcanzaron son farmacolégicamente relevantes y
capaces de inducir efectos psicoestimulantes. Ademds, cabe destacar que la gran
variabilidad observada podria deberse a diferencias interindividuales en el consumo de
ETOH y en la preferencia al mismo puesto que, como se explicé anteriormente, en el
paradigma que empleamos la ingesta de ETOH es voluntaria.

Por otra parte, pudo observarse que en el DPN35, se produjo un incremento de
la actividad de CAT en sangre preferencialmente en el grupo expuesto a Pb, momento
que de acuerdo a la toxicocinética del Pb, el metal se encuentra presente en sangre. Al
respecto, se ha informado en ratones que una tnica inyeccién de 100 mg/kg de Pb, fue
suficiente para producir un incremento de la actividad de CAT en sangre (Correa y cols,
1999a, 2000). De manera interesante, hemos logado un efecto similar exponiendo a los
animales a Pb durante la gestacién y la lactancia. Este efecto se mantuvo y se potencié
en la edad adulta, pero solo en el grupo que ha consumido ETOH, ya que en el grupo
que no consumié ETOH esta diferencia en la actividad desaparecid, por lo que se
tratarfa de un efecto directamente relacionado con la presencia concomitante del
ETOH, y que pudo ser bloqueado por el AT y fue restablecido nuevamente con la
administracién de 3NPA.

En relacién a las manipulaciones farmacolégicas, se ha descripto que AT induce
una inhibicién irreversible de la actividad catalitica por reaccién con el complejo I CAT-
H,0,. La falta de efecto del AT que observamos en los animales C, sugiere que la
inhibicién de la enzima requiere ya sea de una ingesta elevada de ETOH para que se
ponga de manifiesto el antagonismo y resulte en una reduccién del mismo o de un
contenido elevado de H,O, en el cerebro. Por lo tanto, podemos especular que la mayor
inhibicién de AT ejercida sobre la ingesta de ETOH en los animales expuestos a Pb en
comparacién con los C, podria estar relacionada con una mayor produccién de EROs

(principalmente de H,O,), diferencialmente en las ratas expuestas a Pb. Con respecto a
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esto, hemos demostrado una elevada produccién de EROs en sangre, en respuesta a
diferentes concentraciones de ETOH, en animales de 35 dias de edad expuestos a Pb en
comparacién con sus respectivos C (datos no mostrados). Asimismo, un trabajo
realizado por Tampier (Tampier y cols, 1995), evidencié que el AT es capaz de reducir
el consumo de ETOH en ratas seleccionadas genéticamente por su alto consumo de
ETOH (UchB) no asi en bajas bebedoras (UchA). Adicionalmente, estos datos
contrastan con evidencias que sugieren que la especificidad del efecto del AT sobre el
consumo de ETOH es cuestionable, ya que el AT también fue capaz de reducir la
ingesta de sacarina y comida en ratas. Sin embargo, en este trabajo la dosis que se utilizé
de AT fue de 1 g/kg, (4 veces miés elevada que la empleada en este trabajo de tesis), lo
cual podria explicar los resultados obtenidos. Estos se encuentran sustentados por la
prueba de consumo de sacarosa, en la que hemos demostrado que la administracién de
AT no fue capaz modificar las propiedades motivacionales a reforzadores naturales. Por
lo tanto, podemos concluir que el efecto observado del AT sobre el consumo voluntario
de ETOH seria selectivo sobre esta droga.

Por otro lado, como ya se menciond, sélo unos pocos trabajos han abordado las
consecuencias farmacolégicas de la sobreactivacién de la actividad enzimatica de CAT,
que puede realizarse ya sea a través de la administracién aguda de Pb, la cual produce un
aumento en la actividad catalitica CAT, que se traduce en una potenciacién de los
efectos motores estimulantes del ETOH, tras la administracién de esta sustancia i.p en
ratones Swiss (Correa y cols, 1999b; Correa y cols, 2004b; Correa y cols, 2005). Otra
estrategia que también se ha empleado para incrementar la actividad, se basa en
aumentar los niveles de H,O, mediante la hiperoxia normobdrica, la cual ha producido
también, un incremento en la respuesta motora al ETOH (Pastor y cols, 2002; Aragén
y cols, 2005). Existen ademds otras sustancias, como el 3NPA cuya utilizacién produce
un incremento de la actividad de CAT, la cual se correlaciona con un aumento de los
efectos psicoestimulantes locomotores del ETOH en ratones (Manrique y cols, 2006a).
Los presentes resultados, si bien abordados desde diferentes estudios comportamentales,
coinciden con los de Manrique y cols. puesto que en ambos estudios, se produce un
incremento de la actividad catalitica de CAT, lo cual es acompafiado en su caso por una
hiperlocomocién tras la administracién s.c. de 3NPA previo a la administracién i.p. de
ETOH; y en nuestro caso de un incremento marcado del consumo voluntario de
ETOH, no sé6lo en los animales expuestos a Pb, sino de manera interesante también en

los C. Estas evidencias estarfan indicando que el incremento en la actividad de CAT se
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correlaciona con un aumento en el consumo voluntario de ETOH no sélo en animales
que presentan una historia previa de consumo voluntario del mismo sino también en
animales que no han sido altos consumidores de ETOH. Al igual que con AT, la
prueba de sacarosa permitié evaluar si la administracién de esta sustancia es capaz de
modificar las propiedades motivacionales a reforzadores naturales asi como las
propiedades organolépticas. Nuevamente no se evidenciaron diferencias en el consumo
de sacarosa entre animales inyectados con SAL y con 3NPA, lo que permite afirmar que
los efectos observados serian especificos del ETOH. En relacién a las propiedades del
3NPA de los datos estadisticos se desprende que existe un efecto de la droga, es decir
que efectivamente el 3NPA redujo el nimero de células estriatales si se compara con el
grupo que no recibié tratamiento; sin embargo, no se evidencia un efecto con relacién al
consumo de ETOH ni tampoco relacionado a la exposicién o no al Pb. Por lo tanto,
seleccionando la dosis de 20 mg/Kg mediante experimentos piloto de dosis-respuesta se
log6 una activacién de CAT, con la minima neurotoxicidad asociada a un aumento de la
ingesta de ETOH. Finalmente, y con referencia a consideraciones anatémicas, es
necesario mencionar que el estriado drea en donde se observé un incremento de la
actividad de CAT se trata de un 4rea rica en SDH como se mencioné con anterioridad,
por lo cual como consecuencia de su inhibicién por parte del 3NPA se presentaria una
mayor produccién de EROs, y como resultado de esto se observé una activacién de
CAT como resultado de un mecanismo compensatorio de detoxificacién.

En cuanto al patrén diferencial de la actividad enzimitica de CAT en los
animales expuestos a Pb, se evidencia que este metal inducirfa dafio preferentemente en
hipocampo y cerebelo, siendo algunas caracteristicas clinicas de la exposicién al Pb
atribuidas a estas regiones anatémicas especificas (Finkelstein y cols, 1998). Con
respecto al ETOH, la corteza prefrontal y el hipocampo se encuentran entre las zonas
mds susceptibles (Jamal y cols, 2007), las cuales forman parte de aéreas
mesocorticolimbicas, que también han sido identificadas como de mayor actividad de
CAT (Zimatkin y cols, 1996). Al respecto, se encontré que la exposicién a Pb, aumenta
la actividad de CAT en el cerebelo en crias de 35 dias lo cual ocurre en paralelo con la
mayor actividad de CAT en eritrocitos. Posteriormente, la ingesta de ETOH en el
DPNG63 en los animales expuestos a Pb no sélo incrementé la actividad de CAT en
sangre sino también en cerebelo e hipocampo, ambos sitios identificados en los efectos
deletéreos tanto de Pb como de ETOH (Oberto y cols, 1996; Pintala y cols, 1997). La

administracién de AT fue capaz de revertir esta actividad diferencial lo cual se
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correlaciona con lo observado en el consumo de ETOH. El hipocampo es un drea que
recibe extensivas inervaciones dopaminérgicas y glutamatérgicas, que participan en los
procesos de memoria y aprendizaje asi como también en procesos involucrados en la
adiccién (Chao y cols, 2007; Jamal y cols, 2007; Sharifi y cols, 2002; Verina y cols,
2007). Mientras que en cerebelo, se ha observado que la exposicién prolongada a
ETOH, produce cambios degenerativos sobretodo en la vermis cerebelar, que afecta a
funciones cerebelares como la coordinacién motora y el aprendizaje motor (Sullivan y
cols, 1995). Se ha visto que mds del 40% de los pacientes alcohélicos tiene algin tipo de
atrofia cerebelar y que este dafio estd relacionado con la formacién de ACD (ForFrias y
cols 2003). Las células de Purkinje contienen altos porcentajes de ALDH2 baja Km (la
cual es lenta para metabolizar ACD) y se ha detectado un porcentaje significativo de la
formacién de aductos del ACD en la capa granular y molecular, sugiriendo que el ACD
puede ser formado alli localmente (Rintala y cols, 1997, 2000). Por lo tanto, el
fundamento de la determinacién de la actividad cerebral de CAT en regiones del
cerebro y no en homogenatos de cerebro entero, responde a que la oxidacién del ETOH
no se produce con la misma eficiencia en todo el cerebro, existiendo dreas en donde es
mds baja y otras en donde es mayor. Por consiguiente, se han seleccionado aquellas
regiones que reportaron ser afectadas tanto por la exposicién al Pb como por ETOH, asi
como también dreas que se encuentran implicadas en la via mesocorticolimbica y que
presentan una mayor actividad de CAT (Zimatkin y Lindros, 1996).

Finalmente, el anilisis de CAT cerebral en el hipocampo demostré un efecto
significativo de la edad/ingesta de ETOH lo que sugiere una respuesta diferencial de la
actividad de CAT en esta drea en las edades analizadas. Al respecto, de acuerdo a
algunos resultados se ha sugerido que el hipocampo seria un drea susceptible al estrés
oxidativo dependiente de la edad (Hussain y cols, 1995) al igual que la actividad de
CAT. Se ha observado que hay una disminucién de la actividad de CAT con la edad y
en diferentes regiones en cerebro de ratén (Nistico y cols, 1992; Cand y Verdetti, 1989,
Hussain y cols, 1995). Se ha reportado que inmediatamente después del nacimiento los
niveles de CAT son elevados y luego decrecen al DPN 30, efecto que se observa en
varias regiones del SNC (Maestro y cols, 1986). Asimismo se ha observado que la
actividad de la enzima es mds elevada en el cerebro fetal que en el cerebro de un animal
adulto (Gill y cols, 1992; Del Maestro y McDonald, 1987).

En conclusién, estos resultados proporcionan evidencias que apoyan la

participacién de un mecanismo mediado por CAT (e indirectamente por ACD) en el
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efecto de las propiedades motivacionales de ETOH, principalmente sobre el consumo
del mismo en animales expuestos perinatalmente a Pb. Esta interaccién puede ser
mediada tanto por las propiedades antioxidantes asi como por las metabdlicas de la
enzima lo cual parece ser determinante en el consumo de ETOH, el cual estaria

regulado principalmente por la generacién de ACD.

Como conclusion parcial: CAT tendria un rol critico en el consumo de
ETOH, ya que el pre tratamiento con AT fue capaz de inhibir el alto consumo
del mismo registrado en los animales expuestos a Pb asi como también revirtid las
diferencias observadas en la actividad de la enzima. Ademds el pretratamiento
con 3np fue capaz de incrementar el consumo de ETOH registrado en los
animales expuestos a Pb y controles y fue capaz de aumentar la actividad de CAT

en sangre y estriado en relacion a los controles.
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Capitulo I1: “Evaluacion de la abundancia relativa de CAT cerebral

al final del esquema de consumo voluntario de ETOH en condiciones

basales y en respuesta a manipulaciones farmacolo’gicas de la enzima’.

Marco tedrico:

Como se mencioné anteriormente, la enzima CAT se encuentra localizada
principalmente en la matriz de los peroxisomas en las células hepéticas de mamiferos,
incluidos humanos y ratas (Yokoda y Fahimi, 1981; Bendayan y Reddy, 1982;
Yamamoto y cols, 1988), células de rifién de bovino y ratas (Usuda y cols, 1988; Zaar y
cols, 1992), en células neuronales en los orginulos correspondientes conocidos como
microperoxisomas (Novikoff y Novicoft, 1973; Gaunt y de Duve, 1976) de rata
(Moreno y cols, 1995; Zimatkin y Lindros, 1996) y de humanos (Houdou y cols, 1991)
y en los neutrofilos humanos ( Ballinger y cols, 1994). También se ha encontrado en el
citosol de hepatocitos de ovejas (Roels y cols, 1986), en monos Rhesus (Roels y cols,
1977) y conejillo de indias (Roels y cols, 1977; Geerts y cols, 1984; Yamamoto y cols,
1988; Bulitta y cols, 1996).

La presencia de CAT en regiones cerebrales ha sido estudiada de manera
bioquimica, histoquimica e inmunohistoquimica en animales adultos (McKenna y cols,
1976; Gaunt y cols, 1976; Zimatikin y cols, 1996; Moreno y cols, 1995), en cerebros en
desarrollo (Arnold y cols, 1978) y en cultivos de células cerebrales de ratas fetales
(Aspberg y cols, 1993; Hamby-Mason y cols, 1997). Si comparamos la expresién de
CAT en las secciones de cerebro, en relacién a la observada en higado es relativamente
menor (Zimatkin y cols, 1996). La distribucién cerebral de CAT fue estudiada en un
principio mediante métodos bioquimicos (Gauntn y cols, 1976; Brannan y cols, 1981).
Afios posteriores, a través del estudio de la distribucién regional de la enzima, por
métodos inmunocitoquimicos se revelé que esta no presenta una distribucién uniforme y
que se encontraban zonas de mayor expresién que otras. Ademds, el estudio de la
distribucién regional de CAT revelé un cierto paralelismo con los datos bioquimicos
previamente encontrados. Asi el trabajo publicado por Moreno (Moreno y cols, 1995)
demostré inmunoreactividad en todas las estructuras neuronales analizadas, tanto a nivel

neuronal como a nivel glia, siendo ciertas aéreas mds reactivas que otras. Se observé que
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en roedores, la enzima se expresa de manera altamente selectiva en determinadas 4reas
como en células hipocampales piramidales de CA3, a nivel hipotalimico entre otras,
mientras que en otras dreas como nucleo accumbens se encuentra una baja expresién.
Trabajos posteriores (Zimatkin y cols, 1996), mediante estudios también de
inmunohistoquimica se focalizaron en el desequilibrio existente entre la produccién y la
eliminacién de ACD a partir de la oxidacién de ETOH, por medio de CAT.
Nuevamente se observé una distribucién diferencial de la enzima. Por ejemplo dreas
como el nidcleo del tracto solitario, drea postrema, nicleo del raphe dorsal y nicleo
hipotaldmico y ATV presentan la mitad de sus células CAT positivas y hasta en algunas
se aproximan a su expresién en hepatocitos. Estas dreas presentan la particularidad de
ser dreas con una importante cantidad de neuronas aminérgicas. Otras regiones ricas
encontradas fueron el locus ceruleus y la sustancia nigra pars reticulata, que también son
aéreas aminérgicas. Sin embargo, otras dreas aminérgicas como nucleo accumbens,
nucleo caudado putamen y la eminencia media presentaron una baja expresién. Este tipo
de estudios permitieron concluir, que la enzima se localiza principalmente en los
peroxisomas de neuronas adrenérgicas, noradrenérgicas y serotoninérgicas del tronco
cerebral.

Por otra parte, los resultados obtenidos demostraron que la localizacién de CAT
contrastaba con la de ALDH (Zimatkin y cols, 1995), la cual presenta en relacién a
CAT una baja expresién en neuronas aminérgicas tanto en ratas (Zimatkin y cols, 1991;
1992) como en humanos (Motavkin y cols, 1990). Ademds, contrasta su localizacién
con la de las otras dos enzimas que son productoras potenciales de ACD, como la ADH
y CYP450. La ADH, como se mencioné con anterioridad presenta una distribucién
relativamente nula a nivel del SNC, localizindose principalmente a nivel de las células
de Purkinje, neuronas de la regién media cerebral cortical y cuerpos mamilares
neuronales (Bullher y cols, 1983; Kerr y cols, 1989). Mientras que la CYP450, se
localiza principalmente en células gliales, endoteliales y neuropilos (Hansson y cols,
1990).

Esto ha llevado a numerosos autores a plantear la posibilidad de que la
distribucién de CAT en neuronas aminérgicas pobres en ALDH, podria llevar a una
acumulacién de ACD en determinadas aéreas cerebrales aminérgicas implicadas en el
reforzamiento con la consecuente implicancia en el consumo de ETOH (Zimatkin y

col, 1996; Moreno y col, 1995; Heap y col, 1995). Lo que ha conducido, como se
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mencioné con anterioridad a que algunos autores (Amit y cols, 1971; Hashimoto y cols,
1989; Heap y cols, 1995; Zimatkin y cols, 1996) planteen la posibilidad de que el
sistema catecolaminérgico cerebral se encuentre implicado en los efectos inducidos por
ETOH en el SNC. Por lo cual, si bien la actividad de CAT es relativamente baja
(Gaunt y Duve, 1976; Aragén y cols, 1992; Gill y cols, 1992) esta actividad podria tener

una importancia funcional a nivel local.

Por lo expuesto, esperariamos que se observe una expresion diferencial en determinadas

dreas, la cual ademds estard condicionada por el tratamiento experimental (Pb vs C), el

consumo de ET'OH vy el tratamiento farmacologico con SAL, AT 0 SNPA.

En base a estas evidencias el OBJETIVO de esta seccién fue determinar si las
observaciones relacionadas a la actividad de CAT tanto en condiciones basales como en
respuesta a drogas que modulan su actividad, lo cual hemos demostrado, se
corresponden con una mayor expresién de la enzima en dreas relacionadas con las

propiedades reforzantes de las drogas de abuso en general y de ETOH en particular.

Materiales y Métodos:

Obtencion de las muestras y procedimiento

Luego del tratamiento correspondiente (los grupos se detallan a continuacién),
los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral (400 mg/Kg i.p) y perfundidos de
manera transcardiaca, exponiendo la cavidad toricica y obstruyendo el flujo sanguineo
en la aorta descendente. Cada animal fue perfundido con wuna solucién de
salina/heparina (NaCl 0,9%/1000 unidades/l), lo cual permiti6 lavar el tejido del flujo
sanguineo circulante (aproximadamente 250 ml por animal) y luego una solucién
fijadora de paraformaldehido al 4% en buffer fosfato (PB) 0,1 M pH=7,4
(aproximadamente 300-350 ml por cada animal). Los cerebros luego fueron removidos y
permanecieron en la solucién de paraformaldehido al 4% durante 12 hs a 4 °C, y luego
fueron transvasados a una solucién de sucrosa al 30% en buffer fosfato (PB) por 72 hs a

4 °C como minimo hasta el momento en que fueron analizados.
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El dia del experimento los cerebros fueron retirados de la solucién de sucrosa y
sometidos a una congelacién rdpida con aerosol congelante (Biofreetz, Biopack) y
adheridos a un soporte (taco del criéstato) con un medio de inclusién crioprotector
(Cryoplast, Biopack). Para igualar la temperatura en todo el tejido con el medio de
montaje se dejaron las muestras durante 15 a 20 min. Se realizaron secciones coronales
de 30 um de espesor, utilizando un criostato (Leica CM15105), obteniéndose cortes
correspondientes a corteza prefrontal, Nucleo Accumbens (Nac), Estriado dorsal e
Hipocampo (CA1y CA3), utilizando como guia el atlas “The rat brain” (Paxinos et al
2009). Los cortes fueron lavados en tres intervalos de 10 min cada uno con PB 0,01 M.
Posteriormente, los cortes fueron incubados en una solucién de 10% metanol, 30% de
H,0O, en PB por 1 h en agitacién para eliminar la actividad de la peroxidasa endégena.
Luego se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PB 0,01 y los cortes incubados
por 2 hs en agitacién en una solucién de bloqueo especifico (1% albumina serica bovina
—BSA Tethaedron-, 0,1% Tritén X-100, 10% de suero de cabra —Sigma, Argentina- en
PBS 0,01 M). A continuacién los cortes fueron incubados durante 24 hs a 4 °C y en
agitacién constante con un anticuerpo policlonal antiperoxidasa anticatalasa (rabit
abcam) en una dilucién 1:1500 en PB 0,01 M, conteniendo 0,1% de Tritén x-100 1%
suero de cabra, 1% albumina sérica bovina. Al dia siguiente los cortes fueron lavados 3
veces por 10 min cada vez, e incubados durante 2 hs en agitacién con un anticuerpo
secundario biotinilado anticonejo (vector laboratorios, Burlingame, CA, USA), dilucién
1:1000 en 0,01 M de PBS ), seguido por la incubacién con el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (vector ABC kit, vector laboratorios, Burlingame, CA, USA) por 1 h a
temperatura ambiente y en agitacién constante. Como cromégeno se utilizé diamino-
benzidina (DAB, Sigma Aldrich, Argentina) por 5 a 7 min, en una solucién
conteniendo 0,05% DAB y 0,006% de H,O, en PB 0,1 M. De este modo el producto
final desarroll6 una coloracién marrén en presencia de marcacién y sin coloracién en los
controles negativos (cortes que no fueron incubados con el anticuerpo primario). Una
vez finalizado el revelado se realizaron 3 lavados con PB 0,1 M. Los cortes fueron
posteriormente montados en portaobjetos con una solucién de gelatina Albrecht (1,5%
de gelatina, 80% alcohol) y una vez secos cubiertos con liquido de montaje (DPX,

Sigma, Argentina) y cubreobjetos para su visualizacién.
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Inmunohistoquimica de Catalasa: recuperacion antigénica

La recuperacién antigénica es una etapa necesaria para la realizacién de
inmunoensayos sobre muestras que han estado un tiempo sin ser procesadas desde su
obtencién, ademis resulta beneficiosa ya que permite el correcto desenmascaramiento de
los epitopes antigénicos. La técnica que se utilizé es la de HIER (heat induced epitope
retrieval), la cual se basa en el desenmascaramiento de los epitopes antigénicos a través
de la exposicién de las secciones histolégicas a temperaturas elevadas (80-90 °C). En
una primera instancia se precalenté el buffer citrato de sodio 10 Mm (citrato de sodio
0,05% tween 20, pH= 6) en un bafio con termostato a 90 °C. Luego se colocé en tubos
de vidrio templado con tapa, el buffer en cantidad suficiente y los cortes histolégicos. Se
dejaron los tubos en el bafio durante 10 min. Al finalizar se procedié a enfriar durante
10 minutos bajo agua corriente los tubos tapados y se realizaron 3 lavados de los tejidos
con PBS 0,01 M, cada uno de 10 min antes de comenzar el protocolo de

inmunohistoquimica.

Cuantificacion de células positivas para CAT

Las células CAT positivas fueron identificadas y fotografiadas usando
microscopio de campo claro (Leica DM 4000B, Cambrigde, UK) con una cdmara
montada (Leica DFC 300Fx) y el programa de computacién IM50 (Leica) con una
magnificacién de 20x. Se seleccionaron 2 liminas de cada drea cerebral y en cada caso se
cuantificaron ambos hemisferios (4 campos visuales de cada una de las aéreas
seleccionadas) y posteriormente se obtuvo un valor final promedio de estos conteos para
cada unidad de experimentacién de cuatro animales que fueron cuantificados por grupo
experimental. El reencuentro de células positivas para CAT, se realiz6 utilizando el
programa IMAGE J (Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos, NIH).

Los grupos experimentales que se utilizaron para el andlisis de la expresién de

CAT fueron los que se detallan a continuacién:

- Grupo 35d (Cy Pb): en el cual las crias fueron sacrificadas a los 35 dias de edad.
Este grupo revela la funcionalidad basal de animales periadolescentes (previo al

inicio del esquema de consumo de etanol). En este momento ademds, los niveles
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de Pb adn son detectables en sangre (ver resultados capitulo I) y se presentan en

una fase dindmica de movilizacién a los tejidos blando

- Grupo 63d ETOH SAL (C y Pb): crias sacrificadas al final del consumo de etanol
(DPN 63) luego de ser inyectados a diario con solucién salina durante una
semana. Este grupo refleja las modificaciones producidas por el consumo crénico
de ETOH en animales adultos cuyos niveles de Pb en sangre son indetectables,

pero en los que el metal se encuentra depositado en tejidos blandos.

- Grupo 63d ETOH AT (CuvsPb): crias sacrificadas al final del consumo de etanol
luego de ser inyectadas a diario con AT durante una semana. Este grupo refleja
el efecto del bloqueo de la enzima CAT sobre el consumo crénico de etanol en
animales adultos cuyos niveles de Pb en sangre son indetectables, pero en los que

el metal se encuentra depositado en tejidos blandos.

- Grupo 63d ETOH 3NPA (C y Pb): crias sacrificadas al final del consumo de
etanol luego de ser inyectadas a diario con 3NPA durante 4 dias. Este grupo
refleja el efecto de la sobreactivacién indirecta de la enzima CAT sobre el

consumo crénico de etanol en animales adultos.

- Grupo 63d noETOH (C y Pb): crias que no fueron sometidas al paradigma de
consumo de etanol y a las que se las sacrificé a la misma edad que los animales
que consumieron etanol voluntariamente, y que fueron inyectadas con AT o
3NPA, siguiendo el mismo esquema de administracién que los animales
sometidos al paradigma de consumo. Este grupo refleja los efectos de los
tratamientos en la actividad de la CAT, en animales que no han consumido

etanol.

- Grupo 63d noETOH (C y Pb): crias que no fueron sometidas al paradigma de
consumo de etanol y a las que se las sacrificé a la misma edad que los animales
que consumieron etanol voluntariamente. Este grupo se usé como control de los

grupos adultos.
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Analisis estadistico:

El andlisis estadistico se efectué en cada 4drea por separado para facilitar su
andlisis e interpretacién. Se analiz6, por una parte el efecto que produce la edad posnatal
sobre la expresién de la enzima mediante de un ANOVA de dos vias: grupo (C vs Pb) y
edad /ETOH (grupos DPN35, DPN63 y DPN63 ETOH/noETOH). Posteriormente,
se aplicé un ANOVA de tres vias para evaluar el efecto que produjeron las drogas: grupo
x consumo de ETOH x tratamiento y seguido por la prueba de Tuckey cuando esta se

correspondia.

Resultados:

Efecto de la edad posnatal sobre la expresion de CAT: los datos graficados en las

figuras 22B) ,23B) ,24B) ,25B) y 26B) corresponden a la expresiéon de CAT en las
diferentes estructuras: corteza, estriado, hipocampo CA1y CA3 y Nac, las cuales fueron
analizadas por separado. Del anilisis estadistico en donde se evalué el efecto que
produce la edad posnatal sobre la expresion de la enzima mediante un ANOVA de dos

vias se puede observar:

-corteza (figura 22B): el anilisis estadistico indica un efecto significativo del factor
tratamiento perinatal, grupo (C ws Pb): F(2,18)=27,55; p<0,001 asi como de la edad:
F(1,18)=34,75; p<0,0001, y de la interaccién entre ambos: F(2,18)=34,26; p<0,0001. El
andlisis post hoc revel6 diferencias entre C DPN35 ws Pb DPN35 (p<0,0001) y a nivel
del grupo Pb (DPN35 vs DPN63 ETOH/noETOH) tal como puede observarse en la
figura 22B).

-estriado (figura 23B): los resultados del ANOVA revelaron un efecto significativo de la
variable grupo (C wos Pb): F(1,18)=22,03; p<0,001, edad (DPN35, DPN63
ETOH/noETOH): F(1,18)=7,38; p<0,01 y de la interaccién entre ambas:
F(2,18)=5,08; p<0,02. El anélisis post hoc revel al igual que lo observado en corteza,
diferencias a nivel del grupo Pb (DPN35 vs DPN63 ETOH/noETOH) tal como puede

observarse en la figura 23B).
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-hipocampo CA1 (figura 24B): el anilisis estadistico revelé un efecto significativo
Unicamente de la variable grupo: F(1,18)=6,72; p<0,02

-hipocampo ca3 (figura 24B)): el ANOVA de dos vias revelo un efecto significativo del
grupo: F(1,18)=25,21; p<0,0001 y de la variable edad: F(2,175)=6,52; p<0,0001.

-Nac (figura 26B): se observé un efecto similar al de hipocampo CA3, con una
diferencia significativa en la variable grupo: F(2,18)=118,45; »<0,0001, y de la variable
edad: F(1,18)=70,96; p<0,0001.

Efecto del tratamiento de AT y 3NPA durante el consumo voluntario de Etoh sobre la

expresion de CAT: se realizé un andlisis de ANOVA de tres vias separadas cada
estructura; las figuras 22A), 23A), 24A), 25A) y 26A) representan la expresién de la

enzima luego de los tratamientos con SAL, AT y 3NPA. De los resultados de este
andlisis se puede observar:

-corteza (figura 22A): el analisis del ANOVA revel6 una diferencia significativa para los
pardmetros droga: F(2,36)=29,45; »<0,0001, grupo x consumo: F(1,36)=6,30; p<0,02 y
de la interaccién entre ambos grupo x droga: F(2,36)=3,27; p<0,05. Ademds se observé
una diferencia significativa de la interaccién entre la variable consumo x droga
F(2,36)=12,85; p<0,0001 asi como en la interaccién entre grupo x consumo x droga:
F(2,36)=10,75; p<0,0002.

-estriado (figura 23A): los resultados del ANOVA demuestran un efecto significativo de
la variable grupo: F(1,36)=21,43; p<0,0001, droga: F(2,36)=22,19; $<0,0001 y de la
interaccién entre ambas: F(2,36)=10,11; p<0,001. También se observaron diferencias
estadisticas en la interaccién grupo x consumo: F(1,36)=9,05; »<0,005, consumo x
droga: F(2,36)=20,47; p<0,0001 y de la interaccién entre grupo x consumo x droga:
F(2,36)=6,67; p<0,005.

-hipocampo CA1 (figura 24A): El anilisis estadistico revelé un efecto significativo
Gnicamente de la variable droga: F(2,36)=15,53; p<0,0001, de la interaccién entre grupo
x droga: F(2,36)=12,8 ; p<0,0001 y consumo x droga: F(2,36)=5,33; »<0,01.

-hipocampo CA3 (figura 25A): el ANOVA de tres vias revel6 un efecto significativo de
consumo: F(1,36)=5,61; p=0,02, de la variable droga: F(2,36)=4,14; p=0,02 y de las
interacciones grupo x droga: F(2,36)=43,09; p<0,0001, consumo x droga F(2,36)=22,89;
$<0,0001 y grupo x consumo x droga: F(2,36)=6,44; p<0,005.

92



Mattalloni Mara S.

-nac (figura 26A): se observé una diferencia significativa en las variables grupo:

F(1,36)=9,70; p<0,005, consumo: F(1,36)=5,98; p<0,02, droga: F(2,36)=110,71;

Capitulo 11

$<0,0001 y de las interacciones entre grupo x consumo: F(2,36)=8,85; »<0,05, grupo x

droga: F(2,36)=96,93; p<0,0001, consumo x droga: F(2,36)=112,41; p<0,0001y grupo x

consumo x droga: F(2,36)=9,23; p<0,02.
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Figura 22: Expresion de CAT en corteza A) efecto del tratamiento de AT y 3NPA sobre la expresion de

. . . 2 . . . . .,
CAT. El ntimero de células positivas fue expresado por 0,1 mm®. * indica diferencias en comparacién

con los C de la misma condicién (Pb ETOH-SAL vs C ETOH-SAL) a *p<0,01; # denota
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diferencias entre tratamiento con AT dentro del mismo grupo y condicién (Pb ETOH-SAL s
Pb ETOH-AT) a ## p<0,01; & indica diferencia entre tratamiento con 3NPA dentro del mismo grupo
C ETOH-SAL s C ETOH-3NPA a && p<0,005 y $ denota diferencias dentro del mismo grupo de
acuerdo a si han consumido o no ETOH (Pb ETOH-SAL vs Pb noETOH-SAL) a $ p<0,01.

B) efecto de la edad sobre la expresion de CAT. El nimero de células positivas fue expresado por 0,1
mm”. * indica diferencias en comparacién con los C de la misma edad a **5<0,0001, ** <0,001 y *
p<0,05, # denota diferencias entre Pb DPN35 ws PbDPN63 noETOH y Pb DPN35 ws Pb
DPN63 ETOH a ### p<0,0001 y ## p<0,01.
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Figura 23: Expresion de CAT en estriado A) efecto del tratamiento de AT y 3NPA sobre la expresion de

CAT. El nimero de células positivas fue expresado por 0,1 mm?®. * indica diferencias en comparacién
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con los C de la misma condicién (Pb ETOH-SAL vs C ETOH-SAL) a ™*5<0,0001; # denota
diferencias entre tratamiento con AT dentro del mismo grupo y condicién (Pb ETOH-SAL
vs Pb ETOH-AT) a ### p<0,001 y $ denota diferencias dentro del mismo grupo de acuerdo a si han
consumido o no ETOH (Pb ETOH-SAL vs Pb noETOH-SAL) a $$$ <0,0005.

B) efecto de la edad sobre la expresion de CAT. El ntumero de células positivas fue expresado por 0,1

mm”. * indica diferencias en comparacién con los C de la misma edad a * p<0,01 # denota

diferencias entre Pb DPN35 ws Pb DPN63 noETOH a # p<0,05. Mientras que $ denota
diferencias entre C DPN35 o5 C DPN63 no ETOH y C DPN35 @s C DPN63 ETOH a $$
$<0,001.
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Figura 24: expresion de CAT en CA1 hipocampo. A) efecto del tratamiento de AT y 3NPA sobre la
expresién de CAT El nimero de células positivas fue expresado por 0,1 mm’. # denota diferencias
entre tratamiento con AT dentro del mismo grupo y condicién (Pb ETOH-SAL wvs Pb
ETOH-AT) a ### p<0,001.

B) efecto de la edad sobre la expresion de CAT. El numero de células positivas fue expresado por 0,1

mm?. No se observan diferencias entre los grupos
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Figura 25: Expresiéon de CAT en CA3 hipocampo A) efecto del tratamiento de AT y 3NPA sobre la

2

expresién de CAT. El nimero de células positivas fue expresado por 0,1 mm®. * indica diferencias en

comparacién con los C de la misma condicién (Pb ETOH-SAL os C ETOH-SAL) a
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*5<0,0001; # denota diferencias entre tratamiento con AT dentro del mismo grupo vy
condicién (Pb ETOH-SAL vs Pb ETOH-AT) a ### $<0,001 y (C noETOH-SAL s C
noETOH-AT) a ## p<0,002 y $ denota diferencias dentro del mismo grupo de acuerdo a si han
consumido o no ETOH (Pb ETOH-SAL ws Pb noETOH-SAL) a $ p<0,02.

B) efecto de la edad sobre la expresion de CAT. El numero de células positivas fue expresado por 0,1

mm?. No se observan diferencias entre los grupos
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Figura 26: Expresiéon de CAT en Nac A) efecto del tratamiento de AT y 3NPA sobre la expresién de
CAT. El nimero de células positivas fue expresado por 0,1 mm’. * indica diferencias en comparacién

con los C de la misma condicién Pb ETOH-SAL vs C ETOH-SAL a *5<0,01 y a *p<0,001 Pb
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noETOH-SAL vs C noETOH-SAL; # denota diferencias entre tratamiento con AT dentro del
mismo grupo y condicién Pb ETOH-SAL ws Pb ETOH-AT a ### p<0,001 ; y $ denota
diferencias dentro del mismo grupo de acuerdo a si han consumido o no ETOH, Pb ETOH-SAL s Pb
noETOH-SAL / C ETOH-SAL o5 C noETOH-SAL a $$$ »<0,0001 y & indica diferencia entre

tratamiento con 3NPA dentro del mismo grupo (C noETOH-SAL «s C noETOH-3NPA) a &&&
£<0,0001.

B) efecto de la edad sobre la expresion de CAT. El ntimero de células positivas fue expresado por 0,1
2
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Figura 27: Fotografias representativas de inmunohistoquimicas realizadas en corteza para cada uno de los

grupos explicados anteriormente.
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Figura 28: Fotografias representativas de inmunohistoquimicas realizadas en estriado para cada uno de

los grupos explicados anteriormente.
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Figura 29: Fotografias representativas de inmunohistoquimicas realizadas en CA1 hipocampo para cada

uno de los grupos explicados anteriormente.
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Figura 30: Fotografias representativas de inmunohistoquimicas realizadas en CA3 hipocampo para cada

uno de los grupos explicados anteriormente.
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Figura 31: Fotografias representativas de inmunohistoquimicas realizadas en Nac para cada uno de los

grupos explicados anteriormente.
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ETOH noETOH

Grupo C Pb C Pb

C | DPN35 |- - 41+3 95+ 4

O 'DPN63 | 366 70+ 7 45:2 234

R

T SAL

g | DPN63 |33:4 15+ 4 45+ 4 413

z | AT

A | DPN63 | 53+7 625 66 = 11 70 + 1
3NPA

g | DPN35 | - - 74+ 9 7427

S | DPN63 | 28x6 67+ 9 27+2 33+ 4

T 1 sAL

R DPN63 | 20:3 10+ 2 39+ 1 402

L AT

D | DPN63 |32+ 10 65+5 47+ 4 53+3

O | 3NPA

H | DPN35 | - - 11325+ 455 13650 + 864

I | DPN63 | 10775 = 651 13200 + 1763 8650 + 751 10600 + 1276

P 1sAL

2 DPN63 | 9150 = 942 3150 = 563 9625 + 618 5925 + 919

c |AT

A | DPN63 | 8225 = 906 8450 + 821 10550 + 554 9275 % 919

1 | 3NPA

H | DPN35 | - - 6887 + 445 8875 + 478

I | DPN63 | 5412779 7462 =216 3687 + 385 5387 % 275

P lsAL

2 DPN63 | 6275 = 402 1962 + 372 6200 = 304 5062 = 206

c |AT

A | DPN63 | 5660 =256 6650 + 181 4412 * 396 5687 + 339

3 | 3NPA
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ETOH noETOH
Grupo C Pb C Pb
N | DPN35 | - - 71+ 4 93+ 4
A TDPN63 | 453 42:6 15202 36+4
¢ SAL
DPN63 | 15+ 1 2t 03 40=5 462
AT
DPN63 | 401 675 646 64+5
3NPA

Tabla 5: nimero de células CAT positivas en cada una de las dreas seleccionadas ante los distintos

tratamientos.

Discusién:

Los resultados obtenidos proporcionan nuevas evidencias de la participacién de
CAT en el elevado consumo voluntario de ETOH, en ratas expuestas perinatalmente a
Pb. Al respecto, se observé que la expresion de la enzima en concordancia con reportes
previos presenta una expresion selectiva en determinadas édreas cerebrales (Zimatkin y
cols, 1996, Moreno y cols, 1995), con un patrén diferencial de acuerdo a la edad
posnatal y al tratamiento con las diferentes drogas (AT o 3NPA).

En concordancia con reportes previos (Benzi y cols, 1989; Ciriolo y cols, 1997,
Houdou y cols, 1991), se observa una disminucién de la expresién de CAT con la edad
cuando se compararon los grupos que no estuvieron administrados con las drogas. Esta
aseveracién puede comprobarse cuando se compararon los grupos DPN35 s DPN63
noETOH en estriado (diferencialmente en el grupo Pb), en corteza y Nac (tanto en C
como en Pb), se observa una tendencia en hipocampo CA3 y no se evidencia en
hipocampo CA1. De manera interesante, en el caso de estriado y corteza tinicamente en
el grupo Pb que fue sometido al esquema de consumo voluntario esta disminucién en la
expresion de CAT no se observé en comparacién con el grupo Pb de 35 dias.

En relacién al analisis del efecto del tratamiento con SAL, AT y 3NPA para

cada drea por separado se puede concluir:
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en todas las aéreas excepto hipocampo CA1, se observan diferencias
significativas cuando se compara los grupos Pb ETOH-SAL vs C ETOH-SAL,
observindose un mayor nimero de células positivas en el grupo expuesto a Pb.
Estas diferencias no se observan, cuando se comparan los grupos que no han
consumido ETOH (Pb noETOH-SAL ws C noETOH-SAL) (excepto en
Nac).

Se observan diferencias significativas en todas las dreas (excepto en CA1) cuando
se contrasta los grupos Pb ETOH SAL vs Pb noETOH-SAL, evidencidndose
una mayor cantidad de células CAT positivas en el grupo expuesto a Pb y
sometido al esquema de consumo. Estas diferencias no se observan cuando se
compararon sus respectivos controles(C ETOH-SAL ws C noETOH-SAL).

En relacién al tratamiento con AT (inhibidor de la enzima,) se observé que
tanto en estriado como en corteza en los grupos controles no produjo ningin
efecto al comparar tanto los grupos que no consumieron ETOH (C noETOH-
SAL os C noETOH-AT) como los que consumieron (C ETOH-SAL vs C
ETOH-AT). Esto no se observé en Nac en donde en ambos grupos
(ETOH/noETOH), se produjo una diferencia significativa evidencidndose una
disminucién de la expresién en los grupos tratados con AT. En tanto en los
grupos expuestos a Pb, se observé (excepto en CA1) una diferencia estadistica en
los grupos que estuvieron expuestos al esquema de consumo de ETOH (Pb
ETOH-SAL s Pb ETOH-AT), observindose nuevamente una drastica
disminucién en la expresién de células CAT positivas tras el tratamiento con la
droga. En tanto en sus contrapartes noETOH expuestas a Pb (Pb noETOH-
SAL vs Pb noETOH-AT) sélo se observé una diferencia significativa en Nac.
El tratamiento con 3NPA no produjo un incremento en la expresién de la
enzima como se esperaria con excepcién del estriado (C ETOH-SAL «s C
ETOH-3NPA) y Nac (C noETOH-SAL wvs C noETOH-3NPA Pb
noETOH-SAL vs Pb noETOH-3NPA).

Como puede evidenciarse los animales expuestos al Pb y sometidos al esquema

de consumo voluntario, presentan una mayor cantidad de células CAT positivas lo cual

se correlaciona con el mayor consumo de ETOH observado en estos animales. Esto no

se observa cuando los animales que no han consumido ETOH. Por otra parte, el

tratamiento con AT solo produjo una disminucién significativa en el grupo expuesto a
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Pb y que consumié ETOH, lo cual se encuentra en concordancia con resultados previos
presentados en esta tesis (seccién II) y con resultados previos de otro laboratorio
(Tampier y cols, 1995) que sugieren que el AT es capaz de inhibir la actividad de la
enzima solamente cuando se encuentra en el medio una elevada concentracion de H,0,.
En cuanto al 3NPA no observamos (en estriado Pb y en C Nac) ningtn efecto sobre la
expresién de la enzima (excepto en los grupos noETOH).

Teniendo en cuenta que de acuerdo a previos reportes (Zimatkin y cols, 1996;
Moreno y cols, 1995), la cantidad de células CAT positivas forman parte de una
pequefia porcién poblacional neuronal (tanto células neuronales como células gliales),
este dato podria explicar la baja actividad que se observa en cerebro total y la baja
produccién de ACD a partir de ETOH en homogenatos de cerebros (Gaunt y Dave,
1976; Aragén y cols, 1992; Gill y cols, 1992). Ademads la alta actividad observada en
neuronas aminérgicas (en nuestro resultados observada en Nac y en reportes previos en
ATV, locus ceruleus y la sustancia nigra pars reticulata) sugiere que la produccién de
ACD en estas estructuras podria mediar cambios en la actividad del sistema aminérgico.
Este sistema aminérgico sobre el cual se hard mayor hincapié en la seccién VI constituye
un importante y esencial sustrato neuroanatémico para el desarrollo de los efectos
reforzantes de las drogas de abuso. De hecho, la activacién de neuronas dopaminérgicas
de determinadas dreas como ATV es un fenémeno clave para lograr la activacién del

sistema de recompensas que involucra la mayoria de las drogas de abuso (Pankseep y

cols, 1998; Ikemoto y cols, 2007).

Como conclusion parcial:  CAT presenta una expresion selectiva en
determinadas dreas con un patron diferencial de acuerdo a la edad postnatal, si
han consumido o no EOH 'y al tratamiento con las diferentes drogas (AT o
3NPA). Los animales expuestos a Pb y sometidos al esquema de consumo
voluntario, presentan una mayor cantidad de células CAT positivas lo cual se

correlaciona con la actividad de la enzima y con el MAyor consumo de ETOH.
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lentivirales shRINA anticatalasa en drea tegmento >

Marco tedrico:

Especificidad en la modulacion enzimdtica del metabolismo de ETOH

Existen en la actualidad ciertos firmacos que se encuentran dirigidos a manipular
los sistemas enzimdticos implicados en el metabolismo del ETOH y principalmente,
debido a su importancia en la generacién y eliminacién del ACD (Hipdlito y cols,
2007). Sin embargo, la mayoria de los firmacos utilizados pueden no sélo actuar sobre la
enzima de interés sino también, sobre otras enzimas metabolizadoras de ETOH. Esta
ultima cuestién no hace mds que dificultar la interpretacién de los resultados y la
necesidad de introducir experimentos de control adicionales. Ademads dificulta la
interpretacién de resultados la via de administracién empleada, ya que cuando ésta se
realiza de forma sistémica, afecta no sélo el metabolismo periférico sino también el
metabolismo central del ETOH y como consecuencia de los efectos opuestos que se
observan del ACD (reforzantes a nivel central y aversivos a nivel periférico), cuando se
analizan conductas asociadas al ETOH no es posible dilucidar cudl efecto es responsable
de la misma.

Sin embargo, en los ultimos afos el desarrollo de terapias génicas en modelos
animales con prometedores enfoques terapéuticos destinados a reducir la ingesta de
ETOH en pacientes dependientes, parece de alguna manera abordar las dificultades
relacionadas con la especificidad de los firmacos. Mediante la terapia génica, se han
utilizando distintas estrategias para transferir genes completos o segmentos de ellos al
interior de las células para ser capaces de regular ciertos procesos celulares y enzimaticos
(Strachan y cols, 1999). Una de las evidencias mds directas de proteccién génica al
desarrollo de una enfermedad como el alcoholismo, es la defensa innata debido a la
presencia de una mutacién en un solo gen, desarrollada en la poblacién oriental con la
presencia de la forma alérgica ALDH2*2 (Thomasson y cols, 1991) en la que se basan
las terapias dirigidas a la inactivacién de ALDH2. En estos estudios se utilizan vectores
lenti o adenovirales dirigidos a suprimir o incrementar la actividad especifica de estas
enzimas, ya sea a nivel central o periférico los cuales han demostrado ser capaces de

modificar los patrones de ingesta en animales (Ocarranza y cols, 2008; Karahanian y
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cols, 2014). Asi una sola inyeccién i.v. de un gen antisentido de ALDH2 transportado
por un vector adenoviral, que fue capaz de reducir en un 85% la actividad hepitica de la
enzima inhibié el consumo voluntario de ETOH en un 50% durante 34 dias en ratas
dependientes de ETOH (UChB) en comparacién con las que no lo eran (Ocarranza y
cols, 2008). Mientras que la utilizacién de un vector lentiviral que produjo un
incremento de la actividad de ALDH2 en cerebro en ATV posterior, también redujo el
consumo voluntario en ratas naive (Karahanian y cols, 2013). Siguiendo la misma linea,
la administracién de oligonucleétidos antisentidos de fosforotioato, que imitan de
alguna manera la baja actividad de la forma alérgica ALDH2*2 produciendo el
incremento de los niveles en sangre de ACD, llevaron también a una aversién por el
ETOH (Garver y cols, 2001). En relacién a CAT, el tnico estudio que se ha
desarrollado hasta la actualidad utilizando vectores lentivirales ha consistido en inhibir la
actividad de la enzima en ATV posterior, con la consecuente reduccién del consumo
voluntario en ratas que son altas bebedoras de ETOH (Karahanian y cols, 2011).

Consecuentemente, la utilizacién de estas estrategias genéticas experimentales,
que son mds especificas para la enzima de interés permiten arribar a conclusiones mas
certeras que las aproximaciones farmacoldgicas. De este modo, por ejemplo el uso de
terapias que implican la administracién cerebral de vectores lentivirales que inhiben
especificamente la expresién de CAT cerebral nos permitird obtener conclusiones mds
certeras con respecto al posible rol de esta enzima (y del ACD formado localmente a
nivel cerebral) sobre los efectos motivacionales del etanol en el modelo de exposicién a
Pb durante el desarrollo. Por lo tanto, la manipulacién genética de CAT a través de los
nuevos métodos experimentales de terapia génica podria tener mayores implicancias
terapéuticas, al prevenir especificamente el metabolismo central de ETOH sin afectar el
metabolismo periférico ni otros sistemas enzimdticos que puedan estar implicados

(Karahanian y cols, 2011).

Vectores virales: lentivirus

La terapia génica es uno de los avances mds importantes en los dltimos afos de la
biologia y la medicina actual. Consiste basicamente en introducir genes de interés y
disefiados con el propésito de corregir o modificar funciones celulares. Los vectores
virales fueron uno de las primeras herramientas utilizadas por su alta eficiencia como
vehiculos de los dcidos nucleicos. Se encuentran compuestos por un ADN o ARN,

rodeado por una cipside proteica y en algunos casos por una envoltura lipoproteica. Un
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dato de suma importancia reside en el hecho de que, para poder utilizar un virus como
vector en terapia génica es importante insertar el dcido nucleico terapéutico en el
genoma viral, y conseguir al mismo tiempo que el virus no se replique y por tanto que no
sea patogénico. Por esto, los virus utilizados en terapia génica se denominan virus
recombinantes y defectivos (carecen de alguna funcién necesaria para su propio ciclo
replicativo) y de esta manera son inocuos para el organismo donde se van a insertar. Para
producir estos virus defectuosos, se utilizan lineas celulares (célula empaquetadora, una
de las mas utilizadas HEK 293T), que poseen los genes virales insertados en el genoma
celular, de modo que van a expresar establemente las proteinas virales (figura 32).

Un ejemplo de estos virus, son los retrovirus que pertenecen a la familia
Retroviridae, dentro de la cual se encuentran los lentivirus siendo el mds conocido el del
sida (HIV-1). Son virus que contienen como material genético ARN que tienen una
envuelta fosfolipidica con glicoproteinas. Dentro de esta envoltura se encuentra una
capside proteica de estructura icosaédrica que contiene 2 copias del genoma viral, la
transcriptasa inversa (RT), y la integrasa. El genoma de un retrovirus es una molécula de
ARN, que se encuentra compuesta por 3 tipos de genes principales: genes gag (que
codifican las proteinas de la cdpside), genes po/ (que codifican las enzimas necesarias
para el ciclo viral, como la proteasa y la integrasa) y genes env (que codifican las
glicoproteinas de la envuelta). Una vez que el virus invade la célula huésped, se produce
la retrotranscripcién para formar un ADNec bicatenario (este proceso tiene lugar dentro
de la nucleocipside, antes de su llegada al nicleo de la célula), y después se desensambla
la capside al llegar a la membrana nuclear. El genoma viral se integra en el genoma de la
célula huésped (mediante la integrasa del virus), y entonces comienza la transcripcién a
partir del promotor U3 que esti en el LTR izquierdo y se produce un ARNm.
Conllevan la dificultad de que sus promotores virales se pueden silenciar por metilacién,
por lo cual su expresién no es tan prolongada como se requeriria. Luego de ser
integrado, el gen terapéutico se expresa utilizando las enzimas de la célula huésped

(Eglitis y cols, 1985).
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Plasmidos

Vectores

|@

Figura 32: Sistema de generacion de vectores lentivirales, extraido de Romero Garcia y cols (2009). La
produccion de los lentivirus se produce por la transfeccién de 3 pldsmidos en la célula empaquetadora: 1)
pldsmido vector, con el ARN genémico en el cual los genes virales han sido eliminados y se ha sustituido
en su lugar el gen de interés y su promotor; 2) plasmido de envoltura (env) para la cubierta del virus y
fusién de la célula diana; 3) plismido empaquetador (gag-pol) con genes gag que permiten el
empaquetamiento del ARN gendémico en la particula viral y pol necesario para la transcripcion en reverso

e integacién al genoma celular.

Silenciamiento génico postranscripcional

La inhibicién de la expresién de un gen en animales, se logra a través de la
construccién de un gen que sintetice en la célula un ARN que se pliegue sobre si mismo
para formar un estructura en forma de horquilla (el tallo lo constituye el ARN de doble
hebra). Esta horquilla, sintetizada por la ARN polimerasa III bajo el control del
promotor ARN U6 humano, expresa un ARN carente de Cap (caperuza) y poli A-
ambas protegen contra la degradacién de ARNasas, produciendo una molécula muy
similar a un ARN de doble hélice que puede ser sustrato de Dicer (ribonucleasa
miembro de la familia de las ARNasa III) y liberar un siARN o shARN. El mecanismo
por el cual se produce el silenciamiento es el siguiente: 1) se inicia con la introduccién a
las células de un ARN de doble cadena, bien sea, naturalmente por un evento de
transposicién por un virus, por la produccién a nivel celular de microARNs endégenos,
o por distintos procedimientos experimentales; 2) el ARN de doble hebra es procesado
por la enzima Dicer liberando ARN de doble hebra de 21-23 pb (pares de bases); 3)
estos ARN pequefios son incorporados al complejo de silenciamiento RISC (RNA

induced silencing complex) que al activarse se ensambla y presenta una actividad similar a
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una helicasa asignada al complejo, desenrolla la doble hélice del siARN queddndose con
la hebra antisentido o guia, la maquinaria de RISC activa reconoce a los ARN
mensajeros que contiene la secuencia complementaria perfecta o casi perfecta, para guiar
el corte preciso del mARN en una posicién complementaria al nucleétido 10 (pb 10) de
la hebra guia cuando se cuentan los nucleétidos a partir del extremo 5, e impidiendo

que se traduzca dicho mARN (Correa de Adjounian y cols, 2007) (figura 33).

5'LTR JUR

Vector de expresion del gen

Célula target

-
- ~
°
-
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o %

Células 293T

Vector de envoltura Vector de empaquetamiento

Figura 33: Utilizacién de vectores lentivirales para la produccién de shRNA vy silenciamiento génico

postranscripcional, modificado de Balasthy y cols (2011).

Clircuito de motivacion y recompensa. circuito mesocorticolimbico y drea z‘egmem‘al

ventral

Un hallazgo importante relacionado a la adiccién a drogas como cocaina, ETOH
y anfetaminas ha sido poder relacionar las propiedades euforizantes de estas sustancias
con mecanismos celulares y moleculares en los que participan estructuras neurales del
SNC (Vetulani, y cols, 2001). El concepto de recompensa, estaria relacionado con las
consecuencias y sensaciones subjetivas experimentadas como positivas y placenteras
producidas por la estimulacién de los denominados centros de placer existentes en el
SNC, y que llevarian a repetir determinadas acciones. A partir de los afios 60, los
estudios de autoadministracién demostraron que todas las drogas eran capaces de actuar

como reforzadores positivos, lo cual representé una importante evidencia de que estas
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actuan sobre un sistema de recompensa neuroanatémico especializado que es comun con
los reforzadores naturales como alimento y sexo entre otros y que cumple un papel
esencial en los procesos cognitivos, de refuerzo y motivacion (Tomkins y cols, 2001). El
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico situado en la parte anterior del cerebro
constituye este sustrato neuroanatémico esencial para el desarrollo de los efectos
reforzantes de las drogas de abuso (Koob y cols, 2006). Estd conformado por una serie
de ndcleos interconectados entre si, principalmente por los cuerpos neuronales
localizados en el ATV con axones que proyectan hacia el Nac, que producen la
liberacién de dopamina, tal como se muestra en la figura 34. Se ha demostrado que en
las primeras fases de la adiccién se produce una importante estimulacién de las neuronas
dopaminérgicas y una acumulacién de dopamina predominantemente en el Nac (Koob y
Bloom, 1988; Wise y Bozarth, 1987). De ahi la concepcién que sostiene que la adiccion
a drogas, puede ser considerada como una enfermedad que involucra el sistema de
recompensa cerebral (Vetulani y cols, 2001). Las sustancias de abuso por lo tanto, son
capaces de modular este circuito, que es fundamental en el inicio y mantenimiento de
comportamientos importantes para la supervivencia tales como alimentarse o la

actividad sexual.

Nicotina

Alcohol __\'ti.

Péptidos
opioides

Opiodes Inputs Glutamato

(ej desde corteza)

Alcohol
Opiodes

N =

i

Nicotina +
.+
Inputs Glutamato (ej
desde Amigdala)

Figura 34: Circuito mesocorticolimbico, representado principalmente por ATV y Nac con la consecuente

Canabinoides J

liberacién de dopamina en Nac, modificado de Nestler y cols (2005).
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El ATV, dentro de este circuito de motivacién recibe particular interés. Se trata
de una regién del cerebro en donde se efectia el procesamiento tanto de la informacién
sensorial y emocional saliente, controlando comportamientos relacionados con la
motivacién, la recompensa natural y relacionada con las drogas, también la recompensa
relacionada con el aprendizaje, el estado de dnimo, y participacién de las patologias
asociadas (Nestler y Carlezon, 2006; Campos y cols, 2007; Gacia y cols, 2007;
Bromberg-Martin y cols, 2010; Hong y cols, 2013; Ikemoto y Bonci, 2014). Existen
evidencias a nivel neuroanatémico que sefialan que mas alli de una heterogeneidad
celular, se encuentra un gradiente entre la zona antero-posterior (ATV anterior y ATV
posterior), que condiciona conductas tales como actividad locomotora,
condicionamiento asociado a un sitio, autoadministracién, en respuesta no sélo al
ETOH sino también el ACD como asi también a otras drogas incluyendo opioides,
cocaina y nicotina (Ikemoto y cols, 2007). Es importante destacar, que si bien las
evidencias indican que las proyecciones enviadas de ATV posterior hacia Nac Shell son
las mds importantes en los fenémenos de reforzamiento, no son las tnicas si bien todo
indicaria que son las principales (Carlezon y cols, 1996).

Asi, las subdivisiones del ATV se han definido en base a consideraciones
neuroanatémicas y funcionales. Las primeras divisiones, tuvieron en cuenta la
heterogeneidad morfolégica més que la funcional. Estudios publicados en el afio 1979
(Phillipson y cols, 1979a, b, ¢) utilizando tincién de Golgi dividieron el ATV en cinco
nucleos; dos nucleos laterales: nucleo paranigral (PN) y el nucleo pigmentoso
parabranquial (PBP) y tres nucleos mediales: interfascicular (IF), el de la linea rostral
(Rli) y los nucleos de la linea caudal (Cli). En la actualidad se han propuesto cuatro
zonas principales: los tradicionales PN y PBP y dos mds que incluyen al drea adyacente
al parafasciculo reflexo (PFR) y la cola del tegmento ventral (tATV), (en la figura 35 se
puede observar la localizacién y posicién relativa de estas zonas) (Ikemoto y cols, 2007;
Sanchez Cataldn y cols, 2012). Tanto la PBP como el PN son zonas ricas en cuerpos
neuronales dopaminérgicos, mientras que tATV y PFR presentan un contenido inferior
en células dopaminérgicas. Este ultimo dato es importante pues, aunque el ATV ha sido
considerado cldsicamente como una regién eminentemente dopaminérgica, la realidad
es que en la rata algo menos del 60 % de subpoblacién neuronal es dopaminérgica
(Swanson y cols, 1982; Margolis y cols, 2006b). A pesar de que en los dltimos trabajos

se ha logado obtener una subdivisién mds certera con respecto a la existencia de
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diferencias anatémicas del ATV, el abordaje de sus respectivas funciones resulta dificil
de estudiar, seguramente debido a la dificultad de manipular selectivamente estos grupos
de células, como consecuencia de su pequefio tamafio, su proximidad y en que en su

mayoria comparten sustratos neuroquimicos (Sanchez- Catalén y cols, 2012).

=680 mm

i parabrachial pigmented n.

paranigral n rostral and cawdal linssr n

intarfascicular n. itz of the ventral tegmental area

Figura 35: Esquema de organizacién neuroanatémica de ATV en ratas, en donde se encuentran

representados los 5 ndcleos principales, extraido de Sanchez-Cataldn (2014).

Teniendo en cuenta el doble papel de la CAT como un antioxidante y componente clave
de la oxidacion cerebral de ETOH, en el presente estudio se pretende evaluar los efectos de la
inactivacion CAT en el ATV sobre la ingesta de ETOH en un paradigma de libre eleccion
ETOH/agua. Por lo tanto, esperamos que la administracion de un vector lentiviral antiCAT
en aéreas criticas para procesos de recompensantes disminuya el consumo voluntario de ETOH
en estos animales, lo cual proporcionaria una evidencia adicional sobre el papel de CAT (y

ACD central) en las conductas inducidas por ETOH.
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En base a lo expuesto anteriormente el OBJETIVO de este capitulo fue determinar si el
silenciamiento del gen que codifica para CAT en el ATV reduce el elevado consumo de ETOH
tal como hemos reportado en secciones anteriores (mediante la inhibicién farmacolédgica de la
enzima con AT). Para ello, un vector lentiviral sShRNA antiCAT fue microinfundido previo a la
fase de adquisicién del consumo de ETOH o una vez que éste estuvo estabilizado cuando los
niveles de ingesta de la droga fueron mayores en los animales expuestos a Pb. Como sitio de
administracién se seleccioné ATV posterior, drea cerebral relacionada con las propiedades

recompensantes y motivacionales de las drogas incluyendo a ETOH.

Materiales y Métodos:

Generacion de vectores lentivirales antiCAT

La construccién del vector lentiviral se realizé de acuerdo a procedimientos
publicados por Karahanian y cols, 2011. Especificamente, el vector lentiviral de rata
que tiene como “zarget” el shARN de CAT (ARN de transferencia) fue impulsado por el
promotor humano (ARNi Consortium, Broad Institute of MIT y Harvard
TRCNO0000120679) y empaquetado por un sistema “lentivector packing” (System
Biosciences, Mountain View, CA) en células HEK293T, de acuerdo al protocolo
provisto por el vendedor. Los vectores controles virales fueron generados a partir de los

mismos vectores pero en ausencia de la secuencia shARN.

Pldsmidos

Los plasmidos utilizados para este experimento fueron:
- pshARN antiCAT plko.1 (The RNAi Consortium, Broad Institute of MIT and
HarvardTRCN0000120679) que contiene el ARN que codifica para el DNA de interés
(gen de silenciamiento para la expresién de la proteina CAT) para la generacién del
vector lentiviral.

- pcatalasa pexpress que codifica para el control positivo del DNA de interés.
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- pPVSV-G y pdelta8, 9 plismidos que contienen los genes de envoltura y los genes
gap, pol y rev necesarios para la correcta generacién e incorporacién al organismo de los

vectores lentivirales (cipside protectora, maquinaria de sintesis, etc.).

Pldsmidos: identificacion y confirmacion

El método que se describe a continuacién es, por su simplicidad, uno de los més
utilizados para transformar E. co/i. La transformacién es una técnica rutinaria de enorme
utilidad, que nos permite introducir pricticamente cualquier pldsmido en su forma
circular o superenrollada en casi cualquier tipo de bacteria. Para detectar la
transformacién, el ARN introducido llevard un marcador seleccionable en el medio
adecuado.

Se utilizaron bacterias Escherichia coli DH50, a las cuales se las convirtié en
quimiocompetentes mediante el uso de un medio con NaCl, para facilitar su
transformacién con los plasmidos de interés mediante choque térmico (calor/frio) y
posterior recuperacién. Como marcador para identificar la introduccién del plasmido de
interés en las bacterias, se confiri6 la resistencia a ampicilina. Por lo que posterior a su
recuperacién se procedié a plaquearlas en un medio de cultivo con agar y ampicilina para
poder seleccionarlas. Se aislé un clon de una colonia que crecié en las placas y se empleo
un método de “lisis alcalina” para la obtencién y purificacién del plismido de interés.
Este método se basa en la desnaturalizacién y precipitacién selectiva del ADN
cromosémico en medios con NaOH y SDS. En estas condiciones el ADN plasmidico
permanece intacto debido principalmente a su pequefio tamafio y a su naturaleza circular
y superenrollada. El tratamiento con alta concentracién de sal (acetato potisico) y SDS
produce la precipitacién de gran parte de las proteinas. El tratamiento con RNasa
elimina la contaminacién de ARN que puede ser importante. La purificacién del ADN
plasmidico se completa entonces por precipitacién con ETOH absoluto. Luego de esto
se procedié a la identificacién y la confirmacién del plasmido cortindolo con enzimas de
restriccién adecuadas para cada uno de ellos y su posterior visualizacién en una
electroforesis en un gel de agarosa.

Las enzimas de restriccién que se utilizaron para cada uno de los pliasmidos

fueron las siguientes:

— pshRNAantiCAT plko.1: HindIII, Spel y EcoRI
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— pdelta8, 9: EcoRI e HindIII

— pCAT pexpress: EcoRI e HindIII
— pPVSV-G: BstB I, Sacl y EcoRI

Cultivos de células embrionarias humanas de rision HEK293T

Se utilizaron cultivos de células HEK293T (ATCC CRL-1573) para construir
los vectores lentivirales. Se cultivaron las células HEK293T en un medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), complementado con 3,7 g/L. de NaHCO; mas
penicilina 100 U/ml y estreptomicina 0,1 mg/ml y 10% de suero fetal de bovino

caracterizado y esterilizado mediante filtros de nitrocelulosa de 0,2 pm (Gelman

Sciences, Ann Arbor, MI, EE.UU.) en placa de 35 mm (Falcon® Becton Dickinson
Labware 6 Corning®). Los cultivos se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera
humidificada de 5% CO, (Indura, Santiago, Chile) y 95% aire en un incubador Napco
6101F-1 (Chicago, IL, EE.UU.). Las células se mantuvieron subconfluentes realizando
traspasos segln se necesitara, a continuacién se extrajo la totalidad del medio de cultivo,
se les agreg6 1 ml de Tripsina-EDTA 1X (Gibco™. Gand Island, NY, EE.UU.) y
luego de 2 min a 37 °C se le agregé 3 ml de DMEM con suero para neutralizar la
enzima. Las células se resuspendieron y se sembré 1/10 del volumen en las placas en un

medio de cultivo fresco con suero.

Transfeccion de células HEK293T con pCAT
Las células HEK293T se seleccionaron, debido a su gran capacidad para

incorporar dcidos nucleicos formando complejo con lipofectamina. Estas células se
transfectaron con el plismido pCAT que codifica para la expresién de la enzima CAT
(control positivo).

El proceso de transfeccién comenzé con la tripsinacién de las células HEK293T,
que se contaron en una cimara de Neubauer (HBG. Giessen-Luetzellinden, Alemania)
y sembraron a razén de 1,2x10° células por placa de 35 mm (Falcon® Becton Dickinson
Labware 6 Corning®) con 2 ml de medio DMEM con suero y sin antibiético y se
incubaron a 37°C y 5% de CO2. Luego de 24 h una vez que las células alcanzaron una
confluencia del 70-80%, se reemplazé el medio de cultivo por 1 ml de DMEM sin suero

y sin antibiético, luego de 20 min en el incubador necesario para equilibrar el medio y se
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transfectaron con el complejo lipofectamina 2000-4dcido nucleico. Para transfectar una
placa de 35 mm se diluyé en 250 pl de DMEM sin suero y sin antibiético 2 pg y 3 ug
del plismido pCAT. La dilucién se incubé a temperatura ambiente durante 10 min.
Mientras tanto se diluyé en un tubo aparte 5 pl de lipofectamina 2000 en 245 pl de
DMEM sin suero y sin antibidtico, y se incubé a temperatura ambiente durante 10 min.
Posteriormente se mezclaron ambas soluciones (ADN vy lipofectamina 2000) y se
incubaron a temperatura ambiente durante otros 10 min. El complejo de ADN-
lipofectamina se adicioné gota a gota a las células en cultivo. Las células se incubaron
durante 6 h, en un volumen de 1,5 ml en ausencia de suero. Finalmente se cambié el
medio de transfeccién por 2 ml de DMEM con suero, y se continué el cultivo de las
células a 37 °C y CO, al 5% por otras 48 h. En ese momento las células se cosecharon
con polietilenglicol y NaCl, y se las dejé en un balancin a 4 °C durante la noche. Al dia
siguiente las células fueron lisadas y resuspendidas en PBS y medida en ellas la actividad
de CAT mediante un kit (Catalase ActivityColorimetric/Fluorometric Assay Kit Highly
sensitive Assay de Biovision) para determinar si las células fueron transfectadas con el

plasmido. El procedimiento puede observarse en la figura 36.

Transfeccion de celulas HEK293T con el plismido
pC}‘LT ydeterminacion de suactividad

1) Siembra 24 hs antes para que esténcontluentes al
70-90%en DMEN + 5FR

!

2) Transteccion Peat 2 ug y 3 wg agregando al
plismida polietilamida y NaCl

pCatalasa

3 Remplazo de medio de las celulas por medio sin ¢
antibidtico ni SFB & hs después agregado de DMEN A293T Cells

+ 5FR +antibidtico l

4)Lisis de las celulas 48 hs despueés para medir Transfect Taraet Cells '

actividad Células blancos transfectadas

Control +
pGFP

2ug

Control s/
2ug/12 ul transfeccion

Figura 36: proceso de transfeccién de células HEK293T con el plismido pCAT.
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Generacion de lentivirus: Transfeccion de células HEK293T con los pldsmidos
pshRNAantiCAT, pVSVG y pdelta 8,9

Tal como se observa en la figura 37 se procedi6 a transfectar las células siguiendo
el mismo procedimiento que con el vector pCAT, pero en su lugar las células fueron
transfectadas con pshRNAanticat plko.1, pdelta 8, 9 y pPVSV. Los vectores obtenidos
fueron resuspendidos en PBS y guardados a -80 °C.

Generacion de los lentivirus:
Transfeccion de células HEK293T conlos plasmidos
pshRNAanti CAT, pVSVG ypdelta8, 9.

1)Siembra 24 hs antes para que esténconfluentes al
T0-20%en DMEN + SFB

l Envelope Vector

2iTransfeccion con los plismidos y agregado de

polietilamida y Nal'l

pshRNAanticatalasa deltaz 5
3) Remplaze demedio de las células por medio sin . P '

antibidtico ni SFB & hs despues agregado de DMEN
+ 8 FB +antibidtico

l A293T Cells
4)48 hs después secosecha los virus con - L=
volietilenglicol + NaCl Se los deja 24C en ,
[\;Ll;m-.'l'n ' : Transfer Vector Células blancos transfectadas ~kaging Vector

shibA

!

5)Centrifugacion al dia siguiente v se resuspende
con PBS se conserva a -850

Figura 37: proceso de generaci6n de lentivirus con los plismidos correspondientes.

Titulacion de los vectores

Para determinar el titulo de los vectores (unidades de transduccién por ml) se
sembraron 10°células/pocillo en una placa de 24 pocillos. Al dia siguiente se afiadieron
1y 10 pl de cada una de las soluciones a titular. Las células incubadas con las diferentes
muestras de vectores se dejaron crecer al menos una semana y se procedié a la obtencién
de ADN y a la cuantificacién del nimero de copias del vector integrado en cada
muestra. Para ello se realizé una q-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo
real) incluyendo una curva estindar de plidsmido con cantidades seriadas del mismo. A

partir de esta curva estdndar se interpolé el ndimero de copias correspondiente a cada
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muestra. Este valor indica las particulas virales eficientes para transduccién presentes en
el volumen utilizado inicialmente (1 6 10 pl). Para calcular el titulo (nimero de
particulas eficientes por cada mililitro) se multiplicé por 1000 o 100 en funcién del

volumen utilizado inicialmente.

Administracion intracerebral en ATV con vectores lentivirales

Antes de iniciar el esquema de consumo voluntario de ETOH (DPN 32), los
animales fueron microinfundidos con un inyector en ATV posterior, con el vector
lentiviral (en PBP) o con el vector vacio control, de acuerdo a las coordenadas obtenidas
del Atlas de Paxinos (2009): AP-5.2; ML-0.8; DV-7.2. Los inyectores se conectaron a
una microjeringa Hamilton (Hamilton, Reno, NV, USA) de 10 pl via un catéter de
polietileno (P10, Becton Dickinson, MD, USA). Especificamente, las particulas virales
(2,34x10* pl de virus) estuvieron contenidas en un volumen de 0,5 pl de shARN
antiCAT y fueron infundidas a una velocidad de 0,329 pl/min con una bomba de
infusién (MasterFlex pump, Modelo 77200-20). Una vez introducido el inyector, se
esperé 1 min, luego se infundié la solucién durante 1 min y 52 seg y el inyector fue
dejado en su lugar por 5 min mds para evitar el reflujo de la solucién y permitir su lenta
difusién por el tejido.

Los animales operados durante el DPN32 fueron hospedados de a pares para
evitar el estrés del aislamiento, como se explicé anteriormente cada caja fue considerada
como una unidad experimental. Se les permitié una recuperacién de 2 dias antes del
inicio del esquema de consumo voluntario de concentraciones crecientes de ETOH (4
dias al 2%, 4 dias al 4%, 4 dias al 6%, 4 dias al 8%, y 12 dias al 10% v/v en sesiones
diarias de 2 horas). Cabe destacar que otro grupo de animales de la misma edad fueron
microinyectado al mismo tiempo con el vector viral control (vector vacio) y sometidos al
esquema de consumo de ETOH.

Otro grupo separado de animales, fueron operados el dia 21 de consumo
(DPN56) una vez que las diferencias entre grupos en el consumo de etanol al 10 %
emergieron y la ingesta se mostré estable. Se empleé un procedimiento similar al
explicado anteriormente con ligeras diferencias en el volumen y en el nimero de
particulas infundidas, asf como en el tiempo de infusién: 4,68x10* pl particulas de virus
en un volumen de 1 pl de shARN antiCAT durante 3 min y 3 seg. Posteriormente se
registré el consumo de ETOH durante 12 dias adicionales para evaluar el impacto de la

inhibicién de la expresion de la enzima sobre esta conducta (debido al tiempo que se
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requiere para que el vector ejerza su efecto sobre la expresiéon de CAT). Asimismo, otro
grupo de animales fue microinfundido con el vector control en el dia 21 de consumo
siguiendo el mismo protocolo empleado para los animales descriptos anteriormente.

En todos los casos, al finalizar el esquema de consumo de ETOH los animales
fueron sacrificados. Cabe destacar que puesto que se administré el vector lentiviral en el
hemisferio derecho, sélo se utiliza este lado para efectuar la determinacién de la

expresién de CAT. En la figura 38 se puede observar el esquema utilizado.

DPN 32 cirugia en ATV:

Administracion de
vector shARN y
vector vacio

Figura 38: Esquema de administracién en ATV de los vectores lentivirales en los distintos grupos en

animales sometidos al consumo de ETOH.

Analisis estadistico:

En los experimentos en los cuales el vector lentiviral fue administrado previo al
esquema del consumo voluntario el registro de la ingesta de ETOH (en g/kg y %
preferencia ETOH/agua) fue compactado en bloques de 4 dias y analizado mediante un
ANOVA de tres vias de medidas repetidas comparando las variables grupo, tratamiento
y concentracién de ETOH/tiempo como la variable repetida. Por otro lado, cuando el
vector lentiviral fue administrado en el dia 21 del esquema de consumo de ETOH
(DPN56) se aplic6 un ANOVA de dos vias medidas repetidas, contrastando la variable

grupo frente a la concentracién de ETOH/tiempo previa a la administracién del vector
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y luego con la administracién del mismo un ANOVA de tres vias de medidas repetidas
comparando las variables grupo, tratamiento y concentracién de ETOH/tiempo como la
variable repetida. En todos los casos, cuando se encontré una interaccién significativa, se
realizé una prueba de Tuckey, con el resultado de los valores de p indicados en las

leyendas de las figuras.

Resultados:

Titulacion de los vectores virales

Se procedié a la titulacién de los lentivirus producidos, siguiendo el
procedimiento detallado en la seccién anterior mediante la técnica de q-PCR. Los
resultados obtenidos son los que se detallan a continuacién:

-Titulo Lentivirus shRNA antiCAT (muestra nimero 1): 100 x 4,68 X 10’ IU/ml =
4,68 X 10° IU/ml

-Titulo Lentivirus stRNA antiCAT (muestra nimero 2): 100 x 2,56 X 10° IU/ml =
2,56 X 10° IU/ml

Titulo Lentivirus control (muestra nimero 1): 100 x 2,36 X 10’ IU/ml = 2,36 X 10’
IU/ml

Idenz‘iﬁmcio’n y conﬁrmacio’n de los plasmidos

Los plismidos fueron identificados y confirmados mediante un anilisis con
enzimas de restriccién por electroforesis de agarosa. Los resultados obtenidos se detallan

a continuacion:
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Identificacionde pVSVGmediante enzimas de restriccion

BstBI EcoRl Sacl S/digerir

BstBI 6363

EcoRl 4792y 1572

Sacl 5672y 691
6000 pb

4000 pb

p—
— -
S—
p——%
—
-—

1500 pb

750 pb
500 pb

Figura 39: Identificacién y confirmacién del plismido pVSVG, plismido de envoltura. La estructura fue

confirmada por andlisis de restriccién con BstB 1, EcoR Iy SacI mediante electroforesis en gel de agarosa.
Identificacionde pdelta8,9 mediante enzimas de restriccion

EcoRl  Hindlll s/digerir

EcoRlI 12150
Hindill 4139/
3674
2689
1000 pb —> o
365
4000 pb—>
i‘-E-ljn]pE Ly
2500ph —>
750pb —>

500pb —

250pb —>

Figura 40: Identificacién y confirmacién del plismido pdelta 8,9, plismido de empaquetamiento. La
estructura fue confirmada por andlisis de restriccién con EcoR 1y Hind 111 mediante electroforesis en gel

de agarosa.
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Identificacién de pexpress CAT mediante enzimas de restriccién

S/digeris EcoRI Hindill

HINDIII | 3344
2200
1057
848
584/556
312

8000pb | ECORI | 8901

3000pb

2000 pb

1000pb
750 pb

500 pb

250 pb

Figura 41: Identificacién y confirmacién del plismido pexpress, pldsmido control que codifica para la

sintesis de CAT. La estructura fue confirmada por andlisis de restriccion con EcoR 1 y Hind 111 mediante

electroforesis en gel de agarosa.

Identif icacion de pshRNA mediante enzimas de restriccion

Hindlll Spel  EcoRl Sidigerit

Hindill 3344

2288
584/556
312
Spel 7084
— EcoRlI 7084
6000pb —>
3000pb —>
2000pb —>
500pb —>
250pp —>

Figura 42: Identificacién y confirmacién del plismido pshRNA, plasmido con el gen de interés shARN

antiCAT. La estructura fue confirmada por andlisis de restriccion con EcoR I, Hind Il y Spe I mediante

electroforesis en gel de agarosa.

126



Mattalloni Mara S. Capitulo 111

Determinacion de la actividad de CAT

Se determiné la actividad de CAT mediante la utilizacién de un kit comercial
(Biovision). Como puede observarse en la figura 43 la actividad de la enzima se
increment6 a medida que aumenté el volumen de células lisadas que fueron cultivadas
con 3 ug de CAT de manera proporcional. Este resultado confirmé que las células
HEK293T fueron transfectadas eficientemente con el plismido pexpress, ya que esta

linea celular no presenta basalmente actividad de CAT.

nmol H202 consumidos durante 30 min

10 e
3
T 8
£ 5936018
72 6
W
c
g 4 3,3056
g S
8§ 2
I 0,1895
g 0 R | Se—
c -0,1895
2
16ul  32ul  64ul C+ 64C/ST

Células con 3ug de pCat

Figura 43: Actividad de CAT. En el grifico se representa la actividad de la enzima expresada en nmol de

H,0, consumidos en funcién del volumen de células lisadas con 3 ug de CAT. C+ es el control positivo y

64C/ST el control negativo del volumen de 64 pl.
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Consumo voluntario de Etanol:

Administracion del vector lentiviral previo a la fase de adquisicion del consumo

de ETOH:

Los datos graficados en la figura 44A) corresponden al consumo voluntario de
ETOH de animales C y perinatalmente expuestos a Pb durante los 28 dias de duracién
del experimento. A los fines de facilitar su analisis y su observacién siguiendo el andlisis
utilizado en los capitulos anteriores, se han compactado los dias en los que la
concentracién de ETOH permanecié constante en bloques de 4 dias (indicado por
cilindros). Se ha representado nuevamente el consumo de ETOH expresado como g de
ETOH consumido por Kg de peso corporal mientras que la figura 44B muestra la
preferencia de ETOH sobre H,O, en ambos casos en funcién de los dias agrupados por
concentracién de ETOH. Ademas, en la parte superior de ambos gréficos se encuentra
esquematizado el protocolo experimental en el cual los animales como se explicé
anteriormente fueron operados en DPN32, previo al inicio del esquema de consumo.
De la observacién de la figura 44 puede inferirse que a concentraciones de ETOH del
10% (dia 21 del esquema), se evidencia un mayor consumo voluntario de ETOH,
selectivamente en los animales expuestos a Pb que han sido infundidos con el vector
vacio (panel izquierdo), manifestindose como una diferencia estadistica con los grupos
C que fueron infundidos con el vector control y con el vector shARN antiCAT y los
animales expuestos a Pb infundidos con el vector shARN antiCAT. Estos ultimos tres
grupos, presentaron un bajo consumo durante todo el esquema, lo cual es de destacar
puesto que en los animales expuestos a Pb la administracién del lentivirus que codifica
para suprimir la expresién de CAT, fue capaz de revertir el elevado consumo que se ha
observado sostenidamente en estos animales. Por lo tanto, la administracién del vector
control y su falta de efecto en el grupo expuesto a Pb, evidencian que la infusién del
virus por si solo sin el gen que suprime la expresién de la enzima no deriva en ninguna
consecuencia. Asi, los datos obtenidos por la prueba de ANOVA para muestras
repetidas indican un efecto significativo del factor tratamiento perinatal (C vs Pb):
F(1,174)=96,42; p<0,0001, de tratamiento (vector control ws vector shARN):
F(1,174)=42,33; p<0,0001 asi como para la interaccién entre ambos F(1,174)=59,38;
£<0,0001, de la variable repetida (tiempo/concentracién de ETOH): F(6,174)=15,14;
p<0,0001, y de la interaccién entre grupo, tratamiento y la variable repetida:

F(6,174)=2,84; p<0,01.
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De la misma manera, el pre-tratamiento con el vector lentiviral sShARN fue
capaz de disminuir la preferencia al ETOH diferencialmente en las ratas expuestas a Pb
(figura 43B). El anilisis estadistico revelé un efecto significativo de grupo:
F(1,174)=77,98; p<0,0001, tratamiento: F(1,174)=41,63; p<0,0001, una interaccién
significativa entre grupo y tratamiento: F(1,174)=54,36; p<0,0001, de la variable
repetida F(6,174)=38,9; p<0,0001 asi como en la interaccién entre tratamiento y la
variable repetida: F(6,174)=4,30; p<0,05 y una diferencia casi significativa de la
interaccién entre tiempo x grupo x tratamiento F(6,174)=2,08; p=0,057, lo cual fue
estadisticamente significativo en las concentraciones del 6% y del 8% de ETOH, tal

como lo revel6 la prueba de Tuckey.

35 dias
Cirugia ATV
Administracién de

vector sth.\lA y [T
vector vacio consumo
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Figura 44: Esquema de consumo voluntario de ETOH en respuesta a la administracién del vector
lentiviral previo a la fase de adquisicién del consumo de ETOH. En la parte superior se representa el
protocolo esquema experimental usado. A) Consumo de ETOH expresado como g de ETOH/kg de peso
corporal. B) Relacién de preferencia ETOH/H,O. Los datos (media + ES) fueron agrupados en bloques
de 4 dias a lo largo del eje horizontal y corresponden al aumento de las concentraciones de ETOH
simbolizados como cilindros (dias 1-4: 2%; dias 5-8: 4%; 9-12 dias: 6%; 13-16 dias: 8%, y dias 17-28:
10%). * indica p<0,05 y *** p<0,01 en comparacién con los C (C C-lenticontrol vs Pb-lenticontrol)
#denota diferencias entre los Pb-lentishRNA y Pb-lenticontrol con # p<0,05 y ## p<0,01. C-
lentishRNA=10; C-lenticontrol=5; Pb- lentishRNA=10; Pb-lenticontrol=6 animales por grupo.

Administracion del wvector lentiviral en el dia 21 del esquema de consumo

voluntario.

Consumo basal: 1a figura 45 (izquierda) representa el consumo voluntario de ETOH (dias
1-20). Tal como se demostré previamente se evidencia una elevada ingesta de ETOH
en los animales expuestos perinatalmente a bajas dosis de Pb. Esta diferencia fue
significativa a partir de la concentracién del 10% si bien previamente se observa una
marcada tendencia ascendente en los animales expuestos al Pb, mientras que en los

animales C muestran desde el inicio un consumo relativamente bajo y estable. El analisis
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estadistico revel6 un efecto significativo de grupo: F(1,124)=25,75; p<0,0001, de la
variable repetida: F(4,124)=16,11; p<0,0001, y su interaccién: F(4,124)=4,96; p<0,001.
En el caso de los datos de preferencia de ETOH/H,O, el ANOVA de dos vias de
medidas repetidas revelé un efecto significativo del grupo: F(1,124)=87,61; p<0,0001 y
la variable repetida: F(4,124)= 19,635; p<0,0001, mientras que la interaccién entre
ambos no fue significativa.

Consumo en respuesta a la administracion del vector lentiviral: en la figura 45 (derecha),

puede observarse el efecto de la administracién durante 12 dias del vector lentiviral en el
consumo voluntario de 10% ETOH. Los datos analizados, demuestran que la
administracion del vector lentiviral shARN fue capaz de revertir el elevado consumo de
ETOH en los animales que estuvieron expuestos al Pb de manera similar a lo observado
con la administracién del vector shARN previo al inicio del esquema de consumo,
mientras que en este grupo la administracién del vector control no tuvo ningin efecto
sobre la ingesta. En tanto que en los animales C, en concordancia con los datos
obtenidos previamente no se observé ningin efecto en el consumo bajo que estos
mantenian. El anélisis estadistico del ANOVA reflejé un efecto significativo de grupo:
F(1,58)=36,84; p<0,0001, tratamiento: F(1,58)=97,95; »<0,0001, de la interseccién entre
ambos grupo x tratamiento: F(1,58)=24,82; p<0,0001 y de la interseccién de tiempo x
grupo: F(2,58)=3,33; p<0,05 y tiempo x tratamiento: F(2,58)=5,74; p<0,05, mientras que
la interseccién de tiempo x grupo x tratamiento no fue significativa. En cuanto al
andlisis de la preferencia de ETOH/H,O, se observé nuevamente una mayor preferencia
de ETOH en el grupo expuesto al Pb que fue administrado con el vector control, en
tanto que esta preferencia disminuyé notablemente en este grupo cuando se les
administré el vector shRNA con una diferencia significativa en el grupo: F(1,58)=32,11;
$<0,0001, tratamiento: F(1, 58)=90,96; p<0,0001, la intercepcién grupo x tratamiento:
F(1,58)=40,49; p<0,0001 y tiempo x tratamiento: F(2,58)=3,25; p<0,05.
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Figura 45: Esquema de consumo voluntario de ETOH en respuesta a la administracion en el dia
21del vector lentiviral. En la parte superior se representa el esquema experimental usado. A-C)
Consumo de ETOH expresado como g de ETOH/kg de peso corporal. B-D) Relacién de
preferencia ETOH/H,O. Los datos (media + ES) fueron agrupados en bloques de 4 dias a lo largo
del eje horizontal y corresponden al aumento de las concentraciones de ETOH simbolizados como
cilindros (dias 1-4: 2%; dias 5-8: 4%; dias 9-12: 6%; dias 13-16: 8%, y dias 17-28: 10%). * indica
#<0,05 en comparacién con los C. Administracién del vector lentiviral: #denota diferencias entre C-
lenticontrol y Pb-lenticontrol #p<0,01 y ## y $ indica diferencia entre Pb-lentishRNA y Pb-
lenticontrol con $ p<0,01, $$ p<0,001 y $$$ »<0,0001. C-lentishRNA=10; C-lenticontrol=6; Pb-
lentishRNA=11; Pb-lenticontrol=6 animales por grupo.

Discusién:

Los resultados obtenidos proporcionan nuevas y mds robustas evidencias de la
participacién de CAT cerebral en el aumento del consumo voluntario de ETOH en
ratas expuestas perinatalmente a Pb. Podemos observar como la microinfusién del vector
lentiviral shARN antiCAT en ATV, fue capaz de producir una disminucién
significativa del mayor consumo observado diferencialmente en los animales expuestos a
Pb en comparacién con los C. Tanto la administracién del vector lentiviral previa a la
fase de adquisicién del consumo voluntario (DPN32) asi como durante el esquema de
consumo voluntario cuando se alcanzé una concentracién del 10% de ETOH (DPN56)
produjo en ambos casos una disminucién significativa del consumo de ETOH en el
grupo expuesto a Pb. No se observé ningun efecto en la ingesta de ETOH en los
animales expuestos a Pb cuando éstos fueron microinfundidos con el vector vacio,
evidenciando estos animales tal como se demostré anteriormente un elevado consumo
en comparacién con los respectivos C infundidos con el vector vacio. Por lo tanto, la
disminucién en el consumo de ETOH en los animales expuestos a Pb se produjo como
consecuencia de la administracién del vector lentiviral que suprime la expresién de
CAT. Estos resultados destacan nuevamente el rol critico de la enzima CAT en la
contribucién del metabolismo central del ETOH. Esta afirmacién se encuentra
sustentada asimismo por numerosos estudios en los que los niveles de CAT son
manipulados ya sea farmacolégicamente o mediante la terapia génica tal como lo
demuestran recientes trabajos publicados (Karahanian y cols, 2011).

La utilizacién de este tipo de estrategia, en donde se emplean vectores
lentivirales o adenovirus como vehiculos para transportar e incorporar determinados

genes especificos al interior de las células, con la posibilidad de circunscribir el area
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especifica en donde serdn expresados, ha comenzado a ser muy utilizada para dilucidar
determinados mecanismos farmacolégicos y fisiolégicos (Feigen y cols, 2007). La
ventaja que conlleva la utilizacién de vectores lentivirales, reside en el hecho que pueden
ser incorporados al genoma de las células que infectan de manera permanente (Hu y
Pathak, 2000), poseen una alta eficiencia y especificidad, y son considerados seguros
para transportar genes al interior de neuronas (Kitagawa y cols, 2007). Ademds la
utilizacién de estrategias genéticas experimentales, en el caso del ETOH teniendo en
cuenta la importancia del metabolismo central en los efectos reforzantes del mismo
permite obtener conclusiones més certeras con respecto al posible rol de CAT (y del
ACD formado localmente a nivel cerebral) sobre los efectos motivacionales del ETOH.

Estos resultados se encuentran en concordancia con los presentados por
Karahanian y cols (2011), en los que se demuestra que la administracién intraATV de
un vector lentiviral sShARN antiCAT es capaz de disminuir en aproximadamente un
94% el consumo de ETOH en cepas de ratas que prefieren autoadministrarse ETOH
(UChB). Esta disminucién del consumo ademés se encuentra acompafiada con una
disminucién de la liberacién de dopamina en Nac. Esto resulta de particular
importancia, ya que se ha demostrado que la administracién de ACD intraATV,
produce la liberacién de dopamina en Nac (Diana y cols, 2008). Por estas razones estos
autores han postulado que los animales tratados con el vector lentiviral vacio responden
al ETOH produciendo la liberacién de dopamina en Nac, mientras que esta respuesta se
encuentra reducida en los animales tratados con el lentivirus sShRNA antiCAT. Estas
evidencias proporcionan una evidencia adicional del papel fundamental que desempeiia
la CAT en el metabolismo central en la produccién de ACD y como éste influencia
conductas asociadas al ETOH.

Con respecto a aspectos anatémicos es importante destacar, que existen ciertas
aéreas cerebrales que presentan una mayor proporcién de actividad de CAT, la cual se
ha demostrado que se localiza principalmente a nivel de las neuronas aminérgicas
(Zimatkin y cols, 1995). El ATV es una zona primordial dentro del sistema de
recompensa en el drea mesocorticolimbica y que ademds presenta una rica expresién de
CAT (Correa y cols, 2012), con una gran cantidad de neuronas dopaminérgicas en
donde el 60% de la poblacién de estas neuronas se ubica a nivel de dos nicleos
principales entre ellos el PBP (Sanchez-Catalin, 2014). Las neuronas dopaminérgicas
ubicadas en ATV proyectan a diferentes zonas del cerebro, especialmente al Nac las

cuales se activan tras la administracién de drogas de abuso produciendo una mayor
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liberacién de dopamina en los lugares de proyeccién. La activacién de las neuronas
dopaminérgicas de ATV es un fenémeno clave para logar la activacion del sistema de
recompensas (Pankseep y cols, 1998; Ikemoto y cols, 2007). Esta drea por lo tanto fue
seleccionada para inyectar los vectores lentivirales, debido al papel fundamental que
desempeiia en la adiccién a drogas. Numerosas evidencias sefialan que, manipulaciones
del ATV pueden modificar los patrones de ingesta de ETOH en ratas (Hodge y cols,
1993; Katner y cols, 1997) y resulta interesante destacar que existe una selectividad
neuroanatémica que se encuentra relacionada a los efectos conductuales asociados a
ETOH en el ATV. Al respecto, se ha demostrado que los animales prefieren auto
administrarse ETOH en ATV posterior y no en el anterior (Rodd-Henricks y cols,
2000; 2003; Rodd y cols, 2004b; Ding y cols, 2014), lo mismo se ha reportado en
relacién a la actividad locomotora en donde la infusién de ETOH en ATV posterior
produce un incremento de la misma (Sanchez-Cataldn y cols, 2009). Ademads, en cepas
de ratas que prefieren ETOH, dosis bajas del mismo en ATV posterior son capaces de
provocar su autoadministracién (Rodd y cols, 2005b, c). Por otra parte, se ha visto que
estas mismas cepas prefieren autoadministrarse ACD en ATV posterior que en anterior
y que la coadministracién de un agonista de receptores dopaminérgicos como el
quinpirol es capaz de bloquear esta autoadministracién (Rodd-Henricks y cols, 2002;
Rodd y cols, 2005d). Microinyecciones de ACD en ATV posterior, también fueron
capaces de incrementar la actividad locomotora en ratas (Sinchez-Cataldn y cols, 2009).
Ademas la utilizacién de D- penicilamina en ATV posterior (agente secuestrante del
ACD) también produjo una reduccién de la actividad locomotora inducida por ETOH
(Marti-Prats y cols, 2010). Por el contrario, el pretratamiento con CIAN inhibidor de la
ALDH intra ATV posterior, lo cual reduce la degradacién de ACD estimula la
actividad locomotora con dosis de ETOH que no son muy altas ((Marti-Prats y cols,
2013). Mis aun, la reciente demostracién de que, la administracién intraATV posterior
de D-penicilamina puede bloquear la recaida en un modelo preclinico de deprivacién de
ETOH, sugiere ademds un potencial uso terapéutico de estos compuestos (Orrico y
cols, 2013). Por dltimo, se ha demostrado que el ACD es capaz de incrementar el
disparo de neuronas dopaminérgicas en ATV de similar manera al ETOH (Quertemont
y cols, 2005). Se ha propuesto entonces que, tanto el ETOH como el ACD son
responsables de la activacién por lo tanto, de las células dopaminérgicas en ATV
posterior con el consecuente incremento de la liberacién de dopamina en Nac (Melis y

cols, 2007, 2013; Xie y cols, 2012; Ye y cols, 2012), lo cual sugiere que tanto el ETOH
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como ACD se encuentran implicados a nivel de ATV posterior en la activacién de
efectos conductuales relacionados con el ETOH (Marti-Prats y cols, 2013).

En resumen, estos resultados en concordancia con los obtenidos por Karahanian
y cols (2011) sugieren que los efectos de recompensa y reforzamiento relacionados al
ETOH estarian relacionados con la generacién de ACD a nivel cerebral, en donde
quizas el ATV representaria un drea fundamental. Esto permite la posibilidad de
abordar nuevas vias terapéuticas para reducir el consumo crénico de ETOH al prevenir
especificamente el metabolismo central de ETOH intraATV sin afectar otras
propiedades reforzantes ni sistemas enzimdticos a través de la inhibicién de la

generacién de ACD a nivel central.

Como conclusion parcial: La microinfusion del vector lentiviral shARN antiCAT
en ATV, fue capaz de producir una disminucion significativa del mayor consumo
observado diferencialmente en los animales expuestos a Pb en comparacion con los
C. Estos resultados destacan nuevamente el rol critico de la enzima CAT en la

contribucion del metabolismo central del ETOH.
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Capitulo IV: “Evaluacién de las propiedades motivacionales de

ETOH en un paradigma de autoadministracion oral en cajas de

Skinner”.

Marco tedrico:

Reforzamiento positivo

El reforzamiento positivo se define como el proceso por el cual una respuesta o
conducta serd fortalecida sobre las bases de experiencias previas. La definicién de un
reforzador se basa en el aumento de una conducta, es decir de una asociacién aprendida.
El reforzamiento positivo, se define como el proceso en el cual la presentacién de un
estimulo va a tender a incrementar la posibilidad de que se produzca una respuesta. La
importancia del reforzamiento positivo radica en que se encuentra implicada en las
primeras fases de la adiccién, en donde entran en juego los efectos euforizantes y
estimulantes que produce la droga, manifestadose como un deseo compulsivo por la
misma o “craving” (Gilpin y Koob, 2008; Heiling y Koob, 2007). Las drogas son
identificadas como reforzadores, si la probabilidad de una respuesta de busqueda se
incrementa cuando es asociada con la exposicién de la droga (Self y Nestler, 1995). En
la teorfa del aprendizaje operante, si los efectos de beber ETOH aumentan la
probabilidad que esa conducta se repita en el futuro, entonces estos efectos son
reforzadores.

Los estudios en animales adultos han sugerido que el ETOH es un reforzador
més bien débil (Samson y cols, 2000). Sin embargo, cuando se comparé el ETOH con
otras drogas, se demostré6 que en determinadas circunstancias (predominantemente
cuando la administracién es intravenosa y con un programa de reforzamiento continuo
de 3 sesiones diarias), el ETOH puede ser un reforzador tan potente como otras drogas
sedativas y mostrar un patrén similar de administracién (Arnold y cols, 1997). No
obstante, cuando el requerimiento de respuesta aumento de 1 a 30, la tasa de respuesta
disminuyé notablemente en comparacién con otras drogas. Lo mismo se observé cuando
se presentaron pequefias cantidades de ETOH luego de un nimero modesto de radio
fijo de palanqueos (por ejemplo 16-32), los animales no fueron capaces de mantener las

tasas de respuesta en comparacién con otras drogas administradas oralmente y con
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comida  (Meisch y Thompson, 1973). Estos datos por lo tanto han llevado a suponer y
sugerir que en realidad el ETOH se comportaria como un reforzador débil.

Sin embargo, se ha observado que el efecto reforzante de ETOH es dependiente
de la ontogenia del animal (Molina y cols, 2005; March y cols, 2013). En relacién a
esto, ratas lactantes son capaces de ingerir altas concentraciones de ETOH (hasta del
30%) sin necesidad de entrenamiento previo (Truxell y Lanza, 2004; Sanders y Lanza,
2007, Truxell y cols, 2007). Ademads, se ha reportado que animales recién nacidos son
capaces de adquirir rdpidamente una respuesta condicionada a muy bajas dosis de
ETOH utilizando un pezén artificial (Petrov y cols, 2003). Se ha relacionado al
metabolismo central como uno de los factores responsables, ya que el mismo al igual que
el reforzamiento también difiere a través de la ontogenia (Del Madero y cols, 1987). Al
respecto, la CAT enzima encargada de oxidar el Etoh en cerebro presenta una mayor
actividad en animales lactantes e infantes en comparacién con los adultos (Gill y cols,
1992; Hamby-Mason y cols, 1997). Como consecuencia de esto, durante la edad
temprana se encontrarian altos niveles de ACD a nivel central mientras que a nivel
periférico se produciria una lenta formacién de ACD como resultado de una menor
actividad de ADH en higado. Por lo que, la CAT seria la enzima principal encargada de
oxidar ETOH durante las etapas tempranas de vida, principalmente a nivel cerebral
(Del Madero y cols, 1987; March y cols, 2013).Teniendo en cuenta estas
consideraciones, es posible especular que el mayor efecto reforzante encontrado en los
animales infantes seria resultado de su alta generacién a nivel cerebral de ACD.
Casualmente, recientemente se ha encontrado que el ACD tendria un papel crucial en el

reforzamiento de ETOH en animales recién nacidos.

Modelos de autoadministracion de ETOH en animales

Muchos son los factores tanto neurolégicos como ambientales que influencian la
motivacion para ingerir ETOH (Grant y cols, 1995; Sansén y Hodge, 1996; Vengeliene
y cols, 2008; y cols, 2009). La propensién a beber se trataria de un reflejo del equilibrio
entre los efectos positivos de refuerzo (recompensa) del ETOH (euforia, ansiélisis) y los
efectos aversivos asociados a las consecuencias negativas de su consumo (resaca,
abstinencia). Ademds, los recuerdos asociados con las cualidades tanto gratificantes
como aversivas del ETOH, asi como también los asociaciones aprendidas entre estos
estados internos y los estimulos/contexto ambiental, juegan un papel critico no solo en la

iniciacién sino también en la regulacién de la ingesta. Los niveles de ingesta de ETOH
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y la vulnerabilidad a la recaida son rasgos distintivos que caracterizan a la dependencia
por ETOH y el alcoholismo. Como consecuencia de esto, el desarrollo de modelos
animales que sean capaces de incorporar estas caracteristicas claves de comportamiento
es un rasgo fundamental para el estudio de las bases biolégicas y ambientales del
alcoholismo. Ademds estos modelos son cruciales para identificar nuevas dianas
terapéuticas potenciales y para evaluar las diversas estrategias de tratamiento ya
disponibles (Becker y cols, 2012).

Los métodos basados en la autoadministracién son ampliamente utilizados en el
ambito de la investigacién bésica/preclinica del abuso de drogas, reflejan de manera
adecuada el consumo de drogas en los seres humanos. Estos procedimientos parecen ser
modelos adecuados para dilucidar mecanismos neuronales comunes y por lo tanto
ayudan a identificar estrategias dtiles de intervencién farmacoldgica en relacién al
consumo de drogas en humanos (Sanchis-Segura y Spanagel, 2006).

Existen numerosos modelos que se pueden utilizar para evaluar el consumo de
ETOH en condiciones de acceso limitado o continuo, por ejemplo en la propia caja en
la que se aloja el animal o “homecage” o en paradigmas de autoadministracién operante o
instrumental (Samson y cols, 1998). En ambos casos, el animal es capaz de controlar la
ingesta de ETOH, la dosis y los patrones temporales de ingesta, pero ambas pruebas se
diferencian principalmente en el tipo de comportamiento requerido para obtener el
ETOH (Spanagel y cols, 2003; Cunningham y cols, 1993). Gracias a la utilizacién de
estos modelos se ha podido comprobar dos importantes hipétesis, en primer lugar la
capacidad del ETOH de ser autoadministrado, independientemente de la restriccion
calérica y de fluido y por otro la demostracién que la administracién del ETOH por via
oral es capaz de funcionar como reforzador y mantener comportamientos relacionados
con la presentacién del mismo (Samson y cols, 1998). Por lo tanto, estos modelos
resultarfan dtiles para analizar el comportamiento humano ya que los bebedores
habitualmente consumen ETOH en circunstancias en las cuales pueden controlar la
cantidad, asi como los patrones de consumo. Por consiguiente, estos modelos ofrecen la
posibilidad de comprender la naturaleza de los efectos motivacionales que influyen en la
autoadministracién de ETOH, asi como de sus efectos farmacolégicos, tales como el
incremento del placer y la disminucién del estrés y la ansiedad (Cunningham y cols,
2000).

En los modelos de “homecage”, como se explicé con anterioridad se le ofrece al

animal la opcién de consumir agua o ETOH, ya sea durante 24 hs o bien por periodos
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delimitados de tiempo. Mientras que en los modelos de conducta instrumental se basan
en el aprendizaje condicionado, involucrando modificaciones tanto en el
comportamiento como en respuestas a cambios en el ambiente que los rodea. Pueden
clasificarse en dos tipos principales: condicionamiento clisico o Pavloviano y
condicionamiento operante o instrumental. En el condicionamiento clasico el propio
estimulo es capaz de producir una respuesta, en este sentido los estimulos
biolégicamente relevantes como el alimento y el sexo actian como estimulos
incondicionados y las mismas drogas de abuso, también pueden actuar como estimulo
incondicionado (Kryukov y cols, 2012). El condicionamiento operante, tiene su origen
en la teoria psicolégica desarrollada por Skinner basado en el condicionamiento
instrumental (Skinner, 1938). En este sentido, el animal debe aprender a realizar una
tarea, ya sea accionar una palanca o introducir el hocico en un hoyo para obtener una
recompensa, que en este caso serfa la droga de abuso (Spanagel y cols, 2000, 2003;
Cunningham y cols, 2000); La base fundamental de este tipo de paradigma es la
contingencia entre la respuesta requerida al animal y el refuerzo que recibe como
consecuencia de la misma. Asi, cuando una situacién es reforzante (una droga de abuso
por ¢j) es contingente con una respuesta (presionar una palanca o introducir el hocico en
un hoyo) la probabilidad de que aparezca dicha conducta aumenta (Skinner, 1938). Se
trata de un modelo ampliamente utilizado y quizés sea el de mayor capacidad predictiva
para el estudio de los procesos neurobiolégicos que subyacen en la adiccién. Este
modelo nos permite evaluar de forma directa la eficacia y poder reforzante de una droga,
asi como también diferentes procesos implicados en la conducta adictiva tales como
adquisicién, mantenimiento, extincién y recaida. De hecho, la frecuencia de la respuesta
de los animales se correlaciona directamente con las propiedades gratificantes y adictivas
de la droga (Higgins y cols, 1994). La autoadministracién se ha utilizado ampliamente
para evaluar las propiedades de refuerzo y adiccién en la mayoria de las drogas de abuso,
tales como cocaina (Koob y cols, 2004), morfina, heroina (Cooper y cols, 2010),
ketamina (De Luca y Badiani, 2011), nicotina y ETOH (Burattini y cols, 2006;
Manzardo y cols, 2002), lo cual ha proporcionado informacién esencial del cerebro y de
los circuitos cerebrales implicados en el abuso de drogas. Ciertamente se ha demostrado
con la utilizacién de modelos de autoadministracién que drogas que son adictivas a nivel
humano también lo son a nivel de animales de laboratorio (Gardner y cols, 2002).

El procedimiento se efectia en cajas operantes que se encuentran equipadas con

palancas u hoyos (como puede observarse en la figura 46). Durante la prueba uno de los
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dispositivos permanecera activo, lo cual permitird que cuando el animal lo accione se
produzca la entrega de la droga de acuerdo a la ruta seleccionada. El otro dispositivo
permanecerd inactivo, de tal manera que su accionamiento no conducird a ninguna
accién. Para que el animal sea capaz de aprender la conducta operante de
autoadministracién debe ser sometido a una fase de entrenamiento en la que se
establecen ciertos criterios: 1) el animal tiene que aprender a discriminar entre la palanca
activa y la inactiva 2) se requiere un minimo de refuerzos por sesiones (Soria y cols,
2005). Los animales van a ser entrenados con un reforzador natural para descartar
posibles deficiencias en el aprendizaje de la conducta operante. Se utilizan en la mayoria
de los casos, protocolos de tipo “razén fija”, sesiones en donde el nimero de respuestas
requeridas para obtener el esfuerzo es fijo en cada sesién. Asi la razén fija 1 (FR1), el
animal debe por ejemplo presionar una vez la palanca para obtener una infusién de la
droga estudiada. Existen otros protocolos mds complejos como razén variable, intervalo
fijo, intervalo variable, patrones de segundo orden, etc.

La ruta de autoadministracién depende la droga que se utilice y al objetivo que se
pretenda dilucidar. La autoadministracién oral en general se utiliza como alternativa
para las soluciones con ETOH. El accionar de una palanca o el hoyo activo permite que
el animal tenga acceso a un recepticulo situado entre ambas palancas o agujeros en el
que se encuentra la solucién y permite conocer la cantidad consumida por el animal.

Como consecuencia de que la solucién de ETOH, va a ser autoadministrada al
principio puede resultar aversiva, se realiza una fase de entrenamiento a un FR1 (un
esfuerzo una respuesta) con una solucién palatable (ej. sucrosa). Se comienza con un
porcentaje elevado de esta ultima y reducido de ETOH; a medida que transcurren las
sesiones se va disminuyendo de manera progresiva la concentracién de sucrosa, mientras
que se va aumentando la de ETOH, hasta llegar a una solucién del 10% de ETOH y
libre de sucrosa (Samson y cols, 1986; Roberts y cols, 1998; Roberts y cols, 2001; ). La
adicién de sucrosa a las soluciones de ETOH da como resultado un incremento de la
autoadministracién de ETOH (Samson y cols, 1986), lo cual se ha comprobado no
altera la absorcién o metabolismo de la droga resultando en concentraciones de ETOH
en sangre similares a aquellas en las cuales no se utiliza la solucién (Czachowski y cols,
1999a). Al respecto se ha demostrado que en ciertos individuos la solucién de
sucross/ ETOH es miés preferida que una de sucrosa sola (Heyman y cols, 1993;

Archivos y cols, 1995; Slawecki y cols, 1997).
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Figura 46: Modelo de caja de conducta operante de Skinner. En la figura se observa piso con rejas,

palanca activas del lado derecho e inactiva del lado izquierdo, iluminacién de la caja y receptaculo de
ETOH (derecha).

Conducta apetitiva y consumatoria

Los etélogos y neurobiélogos han diferenciado conductas en las que se
encuentran involucradas la obtencién de un reforzamiento (comportamiento apetitivo) y
las relacionadas con el consumo de la sustancia obtenida (comportamiento
consumatorio). Se ha propuesto que cada una de ellas incluso estaria regulada por
procesos neurofarmacoldgicos separados (Samson y cols, 2000) (figura 47).

El comportamiento apetitivo implica todas aquellas conductas relacionadas con
la busqueda y se encuentra bajo control de procesos motivacionales y de aprendizaje
complejo. Tiene lugar al principio de una secuencia natural de conducta y sirve al
organismo en el primer contacto con un estimulo desencadenante. Es variable,
susceptible de modificaciones, lo guian estimulos distales. En tanto, el comportamiento
consumatorio abarca conductas prefijadas, reflejas y no modificables, dependen de
estructuras en el SNC que estdn determinadas genéticamente, ademds es producida por
estimulos proximales. Se trata del comportamiento que tiende a consumar o completar
una secuencia natural de conducta y relacionadas con el consumo, bdsicamente como el

acto de colocar la sustancia en la boca y tragar (Cazchowki y cols, 1999).
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En el caso de los modelos de consumo voluntario de ETOH “homecage” si bien
ambos procesos participan, estos se centran mds en los procesos consumatorios,
identificados como el volumen total de ETOH consumido (Cunningham y cols, 2000).
De hecho, una de las limitantes inherentes que presentan este tipo de modelos es que se
centran en los procesos consumatorios lo que conlleva la dificultad de demostrar la
motivacién del animal por obtener ETOH. Esta motivacién puede ser demostrada
utilizando modelos de conducta operante, en donde el animal debe efectuar una tarea
para recibir u obtener una determinada cantidad de ETOH (Tabakoft y cols, 2000).
Estos modelos por lo tanto, permiten poner mayor énfasis en los procesos apetitivos. El
comportamiento apetitivo puede evaluarse en este tipo de modelos, en los cuales el
acceso a ETOH es contingente al comportamiento del animal bajo el requerimiento de
una respuesta. Por ejemplo, el experimentador puede variar la complejidad de la
respuesta que debe realizar el animal para obtener ETOH mediante un trabajo de
presién de palanca o aumentando progresivamente el requerimiento de palanqueo
(Samsons y cols, 1985). De esta forma se puede evaluar el grado de motivacién que
experimenta el animal para buscar el ETOH (Samson y Doyle, 1985). En resumen, en
un modelo de conducta operante la conducta apetitiva estd relacionada con el nimero de
palanqueos que efectda el animal, mientras que la conducta consumatoria con el nimero
de lamidas y el volumen de ingesta de la solucién de ETOH (Samson y cols, 1998). Por
lo tanto, en un modelo de conducta operante se puede medir tanto la buisqueda de
ETOH (a través del nimero de palanqueos) como asi también el volumen de ETOH
ingerido (Cunningham y cols, 2000). Por ejemplo, en el caso de un episodio de
borrachera, las conductas apetitivas y consumatorias se repiten una y otra vez,
permitiendo que el individuo tenga acceso a pequefias cantidades de ETOH durante
cada secuencia; lo cual posiciona al modelo de conducta operante como uno de los que

mejor refleja las conductas asociadas al ETOH.

Control regulador de la ingesta de Etoh

| I PRECOZ/TARDIO /SACIEDAD I

I PROCESO I PROCESO DECONSUMO I
APETITIVO
Busquedade Etoh Autoadministraciénde Etoh

Figura 47: diferencias entre la conducta apetitiva y consumatoria.
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LEwidencias del estudio del metabolismo de E'TOH por conducta operante

Como se ha expresado anteriormente, numerosos trabajos han demostrado que la
oxidacién cerebral del ETOH posee importantes implicaciones biolégicas y
conductuales asociadas al uso y abuso de la droga. El alcoholismo se caracteriza por una
compulsién de busqueda y consumo de ETOH vy por la pérdida de control que se tiene
sobre este consumo.

Se ha demostrado que, el ETOH es una droga con efectos reforzantes capaz de
inducir su autoadmintracién en paradigmas de conducta operante no solo a nivel oral
(Amit y cols, 1977; Numan y cols, 1981; Pfefter y cols, 1985; Grant y cols, 1985, 1986;
Tolliver y cols, 1991), intragastrico (Davis y cols,1976, 1979), intravenoso (Smith y cols,
1974, 1982) intracraneal (Crow y cols, 1970; Vrtunski y cols, 1973) sino también en
dreas cerebrales especificas como ATV posterior (Rodd-Henricks y cols, 2000, 2002,
2005) y no solo en cepas de ratas que prefieren consumir ETOH como cepas de ratas P
(Cannon y cols, 1987, 1988; Samson y cols, 1989; Gatto y cols, 1994; Roberts y cols,
1996), cepas de ratas ANA (Samson y cols, 1989), ALKO (Ritz y cols, 1989) sino
también en ratas Wistar (Rodd-Henricks y cols, 2000) y cepas de ratones (Keller y cols,
1996; Grahame y cols, 1997; Rissinger y cols, 1998).

Al respecto y asociado al proceso metabélico del ETOH, se ha demostrado que
la administracién de alfa-lipoico (ALA, 4cido 1,2-ditiolano-3-pentanoico) fue capaz de
reducir la autoadministracién oral de ETOH en ratas (Peana y cols, 2013). Este
compuesto es un cofactor esencial de enzimas mitocondriales y también se ha descrito
como un potente antioxidante biolégico y secuestrador de radicales libres (Somani y
cols, 2000), ademas se ha demostrado que disminuye la concentracién de EROS y
principalmente de H,O, (Bilskaet y cols, 2007). Los resultados de este estudio apoyan la
idea de que una disminucién de la produccién de H,O, cerebral mediante la
administracién de ALA inhibe la autoadministracién oral de ETOH, lo que sugiere que
el sistema cerebral CAT-H,0,, y la formacién central de ACD, juegan un papel clave
en los efectos motivacionales de ETOH (Peana y cols, 2013).

Numerosas lineas y evidencias sugieren que para generar tanto la recompensa
como el esfuerzo, el ETOH debe ser metabolizado a ACD a nivel cerebral (Karahanian
y cols, 2011; Peana y cols, 2013). En este sentido se ha demostrado, como se detall6
anteriormente que mediante la inhibicién de su generacién en cerebro, ya sea mediante
la utilizacién de agentes secuestrantes o aumentando su degradacién (Cannizaro y cols,

2010; Corres y cols, 2012; Fuentes y cols, 2006a, b), algunos de los efectos
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farmacolégicos atribuibles al ETOH son reducidos de manera significativa. Ademis se
ha comprobado, que este primer metabolito posee por si mismo propiedades de
refuerzo, apoyando de este modo como vimos la participacién activa del ACD en la
adiccién del ETOH (Cacace y cols, 2012; McBride y cols, 2002; Peana y cols, 2010;
Quertemont y cols, 2005).

Varios estudios han demostrado que el ACD induce autoadministracién de
ETOH por diferentes vias, ya sea endovenosa (Brown y cols, 1979; Myers y cols, 1982
Takayama y Uyeno, 1985), en VTA e i.c.v. (McBride y cols, 2002; Rodd-Henricks y
cols, 2002; Aragén y cols, 1991; Aragén y Amit, 1992; Zimatkin y cols, 1998).
Curiosamente Peana y cols (Peana y cols, 2010) demostraron por primera vez, que el
ACD presenta la propiedad de ser autoadministrado por via oral en ratas. Estos
resultados apoyan la hipétesis novedosa y controversial que sostiene que el ACD
periférico también tendria propiedades reforzantes (Deehan y cols, 2013). Sin embargo,
éstas se encuentran dentro de una ventana limitada de concentracién de ACD en la
solucién puesto que se observé que a determinadas dosis induce autoadministracién,
mientras que fuera del rango de las mismas ésta no se manifiesta (Correa y cols, 2012).

En relacién a este postulado, la utilizacién de un agente secuestrante del ACD
(D-penicilamina) y un inhibidor de la CAT (AT) en un paradigma de
autoadministracién han demostrado una vez mds la implicancia del metabolismo del
ETOH vy de la formacién del ACD en los efectos reforzantes del mismo. Estos
compuestos fueron capaces de inhibir la adquisicién de la autoadministracién de ETOH
en ratas no asi el mantenimiento de la conducta. Al respecto, los autores sugieren que el
ACD cerebral podria estar participando activamente en la formacién del aprendizaje
pavloviano provocado por el ETOH durante la etapa de adquisicién de la
autoadministracién, mientras que durante la fase de mantenimiento de la conducta la
contribucién del ACD estaria mediada por un mecanismo combinado con otros factores
(Peanay cols, 2015).

Estos hallazgos resaltan la importancia del proceso metabélico del ETOH y la
generacién del ACD en las propiedades motivacionales de la droga que puede redundar

en nuevas estrategias farmacolégicas para reducir el consumo de ETOH.
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En resumen, la utilizacién de procedimientos de condicionamiento operante
para estudiar el comportamiento de la autoadministracién de ETOH brinda mayor
informacién que los modelos de consumo de ETOH de libre eleccién. En primer lugar,
este enfoque permite un andlisis por separado de los componentes apetivos (busqueda) y
de los consumatorios (ingesta) de la conducta de autoadministracién. Si bien la cantidad
de ETOH consumido es una variable comun dependiente a todos los modelos de
autoadministracién, el estudio del componente apetitivo ofrece una oportunidad para
examinar los efectos motivacionales de ETOH (es decir, hasta qué punto esta dispuesto
a trabajar el animal para tener acceso a ETOH). Ademds, la manipulacién sistemadtica
de dosis (por ejemplo, concentracion de ETOH), asi como el programa de
reforzamiento (es decir, aumentando el requisito de respuesta utilizando los
procedimientos de relacién progresiva) permiten un andlisis mas detallado de la eficacia
del refuerzo hacia el ETOH. El seguimiento de la distribucién y el patrén de respuesta
también proporcionan un andlisis mds refinado de los factores que influyen en el
comportamiento de autoadministracién. Por dltimo, la medicién de la respuesta de
comportamiento, el tiempo de espera para la entrega de ETOH (extincién de
responder) proporciona también un medio para definir operacionalmente el
comportamiento de buisqueda de ETOH. Sin embargo, presenta la limitacién del
extenso periodo de entrenamiento al cual deben someterse a los animales y el bajo
porcentaje de animales que adquieren la conducta asi como la reducida ingesta de
ETOH puesto que éste es entregado en gotas de 10 pl, lo que dificulta que se alcancen

alcoholemias farmacolégicamente relevantes.

Basdndonos en resultados previos (seccion II) y las evidencias tedricas presentadas,
esperariamos que al igual que con el paradigma de consumo voluntario de ET'OH, los animales
expuestos a Pb presenten una mayor autoadministracion de ETOH en relacion a sus respectivos

controles.
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Considerando las ventajas y limitaciones de esta prueba el OBJETIVO de este
capitulo fue evaluar la conducta de autoadministracién de ETOH en cajas de Skinner
usando el modelo de condicionamiento operante en animales C y expuestos al Pb. Se
evalu6 ademds diferentes manipulaciones farmacolégicas inhibiendo con AT o
potenciando con 3NPA la actividad de CAT. Asi, se intenté evidenciar y reproducir las
diferencias entre grupos reportadas para la prueba de consumo voluntario de ETOH

ademds de aportar mayores evidencias a la participacién del ACD en esta conducta.

Materiales y Métodos:

Autoadministracion de ETOH

Se usaron 10 cajas de Skinner (Med-Associates, Inc.) ubicadas dentro de
cubiculos de aislacién para mitigar el sonido exterior. Las mismas se encuentran
equipadas con 2 palancas fijas (una activa y otra una inactiva) asociadas cada una a una
luz que se enciende luego de que el animal presiona la palanca, ademds de otra luz
accesoria que le provee iluminacién a la caja durante el experimento. La recompensa
(alimento o droga liquida) es entregada mediante recepticulos de pellets, de liquidos o
una cdnula que estd conectada a una jeringa, respectivamente. Como consecuencia de la
presion del animal sobre la palanca activa el animal recibe en forma oral (una gota de 10
ul de una solucién liquida de distintas concentraciones de ETOH). El control de las
cajas de Skinner y la adquisicién de los datos son realizados mediante programas de
computacién provistos por el fabricante, que incluye grificos y tablas de registros
acumulados que pueden ser exportados a planillas Excel.

Para este experimento se siguié el protocolo de Samson (Samson y cols 1998)
con ligeras modificaciones. Los animales en primer lugar, fueron entrenados para la
adquisicién de la conducta de palanqueo para lo cual fueron restringidos de alimento
hasta llegar al 80% de su peso a fin de aumentar la motivacién por los pellets de comida
(fase de “shaping”). Como criterio se establecié un méximo de 51 palanqueos a FR1 por
sesién de shapping. Una vez que el criterio de palanqueo fue adquirido con la obtencién
de 50 pellets por dos dias consecutivos en sesiones de 12 hs bajo una escala de razén fija
1 FR1 (un palanqueo= entrega de 1 pellet), se comenzé con el esquema denominado

‘fading”. Consistié en sesiones de 30 min diarias con la presentacién de soluciones
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decrecientes de sucrosa y crecientes de ETOH (%Sucrosa/%ETOH) de acuerdo al
siguiente esquema: 2 sesiones 8%/2% ETOH; 2 sesiones 5%/2%; 2 sesiones 10%/10%;
2 sesiones 5%/10% y 5 sesiones 2%/10%). Se procedié entonces a iniciar el protocolo de
autoadministracién de la droga que consistié en ofrecer una solucién al 10% v/v de
ETOH, en sesiones diarias de 30 min en las cuales se fue aumentando progresivamente
el requerimiento de palanqueo: 10 sesiones asociadas a FR1, 5 sesiones a FR2, 5
sesiones a FRS, 5 sesiones a FR10 y 2 sesiones a FR20. El “punto de quiebre” (éreak
point) fue definido como el nimero maximo de palanqueos que realizé el animal para
obtener la droga, y refleja la compulsién por el consumo de la misma. Este protocolo, se
utiliza para cuantificar el valor reforzante de la droga que es autoadministrada y consiste
en aumentar de manera progresiva el nimero de respuestas requeridas para la obtencién
de la recompensa, ya sea en una misma sesién o en varias sesiones. En el caso del
ETOH, como consecuencia de sus propiedades farmacolégicas bifésicas de estimulacién
a dosis bajas, ansidlisis a dosis intermedias y sedacién a altas dosis, se efectia este
procedimiento en sesiones diarias consecutivas (Depoortere y cols, 1993; Hecht y cols,
1998; Hodos y cols, 1961). De esta manera se determina cudl es el punto de quiebre o
break point, que coincide con el miximo esfuerzo que esta dispuesto a realizar el animal
para obtener la infusién de la droga, es decir el nimero méximo de respuestas posibles
antes de que la conducta se extinga (Roberts y cols, 1989). Es por lo tanto un reflejo de
la motivacién que tiene el animal por obtener la droga.

En la figura 48 se muestra el esquema empleado para su determinacién.

Figura 48: Esquema de autoadministracién empleado para determinar el punto de quiebre. Fases de
shaping (sesiones de 12 hs con pellets de alimento), de fading (sesiones de 30 min, con dosis decrecientres
de sucrosa y crecientes de ETOH) y de autoadministracion de ETOH (sesiones de 30 min con ETOH al

10% asociado a un aumento progresivo del numero de palanqueos de razén fija).
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Manipulaciones farmacolégicas: administracion de AT y SNPA

Una vez que se determiné la razén de palanqueo mds adecuada a la cual se
evidenciaron mejor las diferencias entre grupos para la autoadministracién de ETOH, se
procedié a realizar las manipulaciones farmacolégicas correspondientes. A un grupo de
animales se les administré durante 4 dias, AT a una dosis de 250 mg/kg i.p, 5 horas
previas al inicio de la sesién de 30 min, mientras que un segundo grupo fue inyectado

con 3NPA 20 mg/kg s.c. 30 min antes de la sesién de autoadministracién (figura 49).

BIEIA BN
—III-III-III-III-III-IIIIIIIII—IIIIIII-IIIIIII—D

s |\ )

Figura 49: Esquema de administracién de AT y 3NPA.

Analisis estadistico:

El analisis estadistico se realizé, en el caso de la determinacién del break point y
la determinacién de la razén de palanqueo mds adecuada a la cual se evidencien mejor
las diferencias entre grupos para la autoadministracién de ETOH, con un ANOVA de
dos vias de medidas repetidas considerando como variable grupo y sesiones de radio fijo
(FR) como la variable repetida. En el shaping y fading, también los datos fueron
analizados mediante un ANOVA de dos vias de medidas repetidas, con la variable
grupo frente a la sesién de shaping como la variable repetida en el primer caso, mientras
que en el fading la variable grupo frente a la sesién de fading como la variable repetida.

En tanto en las manipulaciones farmacoldgicas con AT y 3NPA, para el shaping
y fading los datos fueron analizados también mediante un ANOVA de tres vias de
medidas repetidas comparando las variables grupo, palanqueos y sesién de shaping en el
primer caso y fading como la variable repetida en el caso del fading, se realizo un anélisis
tomando cada sesién por separada y luego se analizo uniendo mediante bloques las

sesiones que presentaban la misma concentracién de ETOH vy sucrosa. Por dltimo, las
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manipulaciones farmacolégicas (AT o 3NPA) fueron analizadas mediante un ANOVA
de dos vias de medidas repetidas, en las sesiones previas a la administracién de las
drogas: grupo y sesién de razoén fija 2 (FR2) como la variable repetida. Una vez que las
drogas fueron administradas los datos fueron analizados con un ANOVA de medidas
repetidas de tres vias, grupo y droga contrastando con sesién de razén fija como variable
repetida. En ambos casos se realizo un andlisis tomando cada sesién por separada y
luego se analizo mediante un ANOVA de dos vias (grupo y palanca) uniendo mediante
bloques las sesiones. En todos los casos, cuando se encontré6 una interaccién
significativa, se realizé6 una prueba de Tuckey con el resultado de los valores de p

indicados en las leyendas de las figuras.

Resultados:

Autoadministracion de etanol

Los datos graficados en las figuras 50, 51 y 52 corresponden a la fase de
entrenamiento/adquisicién de la conducta de palanqueo de los animales (shaping), a las
sesiones de adquisicién de la conducta de ingesta de ETOH con soluciones decrecientes
de sucrosa (fading) y finalmente a las sesiones diarias de 30 min de duracién en las cuales
se fue aumentando progresivamente el requerimiento de palanqueo, tanto de animales C
como perinatalmente expuestos a Pb.
Shaping: de la observacién respectivamente de la figura 50 puede distinguirse que no se
evidencian diferencias significativas en las 2 sesiones de shaping entre los grupos C y Pb

puesto que el nimero de palanqueos realizados fue similar en ambos grupos.
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Figura 50: Shaping: adquisicién de la conducta de palanqueo con autoadministracién de alimentos bajo
un FR1 en control y ratas expuestas a Pb. La media de las respuestas por sesién (2 sesiones en total). No
se observan diferencias entre ambos grupos ni entre sesiones. Durante el shapping 2 (SHAP2) la barra
representativa del grupo Pb no presenta error estindar como consecuencia de que todos los animales en

esta sesion llegaron al requerimiento previsto que fue establecido como 51 palanqueos.
Fading: tal como se observa en la figura 51, los resultados del ANOVA para medidas

repetidas revelaron un efecto significativo de la variable repetida (sesién de fading):

F(12,168)=2,33; p<0,01.
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Figura 51: Fading:Adquisicién de autoadministracién de ETOH a través de soluciones decrecientes de
sucrosa y crecientes de ETOH. La media de las respuestas por sesién (13 sesiones en total). No se

observan diferencias entre ambos grupos ni entre sesiones.

Determinacion del Break point o punto de quiebre: la figura 52 representa las sesiones

diarias las que se fue aumentando progresivamente el requerimiento de palanqueo. El
andlisis estadistico revelé un efecto significativo de grupo (C vs Pb): F(1,378)=6,2373;
$<0,02, una diferencia significativa de la variable repetida (FR): F(27,378)=3,974;
p=0,0001 y wuna interaccién significativa entre grupo y la variable repetida:

F(27,378)=2,371, p<0,0002.
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Figura 52: Adquisicion oral de 10% de ETOH bajo un programa de reforzamiento de FR progresivo a
través de sesiones diarias de 30 min en animales controles y expuestos a Pb. 10 A) La media promedio de
palanqueos obtenido en las sesiones para cada FR. B). La media de respuestas por sesién (28 sesiones en
total) en la palanca activa asociada a la adquisicién de ETOH. El grifico muestra los efectos de la escalada
el requisito de trabajo para el ETOH (FR1 aument6 a FR2, FR5, FR10 y FR20). * indica $<0,02 en
relacién con todas las barras. Animales expuestos a Pb presentan un incremento de la autoadministracién
de ETOH (en relacién con los C) que fue estadisticamente significativo en FR2 y muestra una tendencia

a FR5 y 10. Los datos (media + SE) representan n=8 animales por grupo (C y Pb).
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Figura 53: Cantidad de ETOH en gr de ETO/Kg peso ingerido por los animales durante las sesiones
diarias de programa de reforzamiento de FR progresivo (FR1, FR2, FRS5, FR10 y FR20). Los valores se
obtuvieron calculando el volumen de ETOH ofrecido por el pocillo 10zl por la cantidad de palanqueos

efectuados por los animales en cada sesion.

Manipulaciones farmacoldgicas: administracion de ATy SNPA

Los datos graficados en las figuras 54, 55 y 56 corresponden a la fase de
entrenamiento/adquisicién de la conducta de palanqueo de los animales (shaping), a las
sesiones de adquisicién de la conducta de ingesta de ETOH con soluciones decrecientes
de sucrosa (fading) y finalmente a las sesiones diarias de 30 min de duracién a FR2
previo al tratamiento con AT y 3NPA (4 sesiones en total) y luego de la administracion
de las drogas (4 sesiones en total), tanto de animales C y perinatalmente expuestos a Pb.
Shaping: en la figura 54 puede distinguirse que el andlisis del ANOVA de tres vias
(grupo, palanqueos y sesion de shaping) se evidencia diferencias significativas en la
variable palanqueos F(1,94)= 178,79; p<0,0001, de la variable repetida F(2,118)= 29,52;
£<0,0001 y de la intercepcién entre la variable sesién de shaping x palanqueos F(2,118)=
39,18; p<0,0001
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Figura 54: Consumo de alimento bajo un FR1 en animales controles y ratas expuestas a Pb (Shaping). La
media de las respuestas por sesién (3 sesiones en total). PC= palanca correcta y Pl= palanca incorrecta.
Denota # p<0,0001 (Pb palanca correcta vs Pb palanca incorrecta, C palanca correcta vs C palanca
incorrecta). *p<0,001 (Pb shap 1 vs Pb Shap 3, Cshap1 vs C shap3) Pb=33 C=16 animales por grupo.

Fading: con respecto, a las sesiones de adquisicién de la ingesta de ETOH con dosis
decrecientes de sucrosa y crecientes de ETOH tal como se observa en la figura 55 A) y
B). Los resultados del ANOVA para medidas repetidas de tres vias para las sesiones
tomadas por separado revelaron un efecto significativo de la variable grupo
F(1,93)=5,54; p<0,05, palanqueos F(1,93)=412,49; p<0,0001, la variable repetida
(sesion de fading): F(12,1116)=2,03; p<0,02 y de la interseccién entre la variable repetida
x palanqueos F(12,1116)=2,56; p<0,01, de la variable repetida x grupo F(12,1116)=2,37;
p<0,005 y de la variable repetida x grupo x palanqueos F(12,1116)=2,11; »<0,01.
Mientras que el andlisis por bloques revelé un efecto significativo de la variable grupo
F(1,70)=10,5; p<0,002, palanqueos F(1,70)=240,1; p<0,0001, de la interseccién grupo x
palanqueos  F(1,70)=8,2; p<0,005, la variable repetida (sesién de fading):
F(4,280)=39,02; p<0,0001 y de la interseccién entre la variable repetida x palanqueos
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F(4,280)=32,62; p<0,0001, de la variable repetida x grupo F(4,280)=9,46; p<0,0001 y de
la variable repetida x grupo x palanqueos F(4,280)=9,49; p<0,0001.
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Figura 55: Adquisicién de sucrosa y ETOH (Fading). A) Representado en sesiones separadas. La media de
las respuestas por sesién (13 sesiones en total). Denota # p<0,0001 (Pb palanca correcta vs Pb palanca
incorrecta, C palanca correcta vs C palanca incorrecta). B) Unido en bloques de sesiones correspondientes
a la misma concentracién de ETOH y sucrosa. Denota # p<0,0001 (Pb palanca correcta vs Pb palanca
incorrecta, C palanca correcta vs C palanca incorrecta), * Indica diferencias entre grupos ™ p<0,0002 (Pb

palanca correcta vs C palanca correcta).

Adquisicion de autoadministracion de ETOH: en la figura 56, pueden observarse los

datos correspondientes a las sesiones de autoadministracién de ETOH bajo FR1 (10
sesiones en total). El anilisis del ANOVA para sesiones por separado revela una
diferencia significativa para la variable palanqueo: F(1,94)=10,58; p<0,001, grupo:
F(1,94)=8,58; p<0,005, palanqueo x grupo: F(1,94)=7,24; p<0,01, de la variable repetida:
F(9,846)=3,22; p<0,001 y de la interseccién entre la variable repetida x palanqueo:
F(9,846)=3,20; p<0,001. Mientras que para las sesiones consideradas por bloque revela
una diferencia significativa para la variable palanqueo: F(1,70)=80,5; p<0,0001, grupo:
F(1,70)=12,89; p<0,001, palanqueo x grupo: F(1,70)=11,67; p<0,001.

Administracion de AT y 3NPA (Basal): en las figuras 57 y 58 se encuentran

representadas las sesiones previas (4 sesiones en total bajo un FR2, en donde se
evidencia la mayor diferencia significativa entre grupos) y luego de la administracién de
los tratamientos con SAL, AT o 3NPA (4 sesiones en total para cada una de las
drogas). El anilisis estadistico revelé (figura 57B) en las sesiones previas a la
administracion de las drogas (en el anilisis de los grupos por separado SAL/AT/3NPA)
un efecto significativo de grupo (C ws Pb): F(1,94)=10,58; p<0,001 pero no se observé
una diferencia significativa ni en la variable repetida ni en la interaccién entre ambas.
Mientras que cuando se analizaron los grupos sin ser separado previamente, figura 57 A)
el andlisis estadistico revel6 una diferencia significativa de palanqueo: F(1,94)=65,06;
$<0,0001, grupo: F(1,94)=24,74; p<0,001 y de la interaccién grupo x palanqueo:
F(1,94)=22,96; p<0,001. En tanto que el anilisis estadistico en sesiones unidas por
bloques revel6 unicamente una diferencia significativa de la variable grupo F(1,68)=6,6;
7<0,01

Administracion de AT y 3NPA: en la figura 58 se pueden observar las sesiones tras la

administracién previa ya sea de SAL, AT o 3NPA. El anilisis del ANOVA de tres vias

revel6 Unicamente una diferencia significativa en la variable droga: F(2,92)=3,98;
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p<0,02. En tanto que el andlisis estadistico en sesiones unidas por bloques reveld

Unicamente una diferencia significativa de la variable grupo F(2,68)=4,49; p<0,05.
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Figura 56: Autoadministraciéon de ETOH bajo FR1 en animales control y ratas expuestas a Pb. A)
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$<0,0001 (Pb correcta vs Pb incorrecta, C correcta vs C incorrecta). B) Unido en bloques. Denota # p<0,0001
(Pb palanca correcta vs Pb palanca incorrecta, C palanca correcta vs C palanca incorrecta), * indica diferencias
)% P p P

entre grupos *** # $<0,0001 (Pb correcta vs C coorecta).
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Figura 57: Autoadministracién de ETOH bajo FR2 en animales control y ratas expuestas a Pb. A) y B)
Representado en sesiones separadas. Media de las respuestas por sesion (4 sesiones en total). A) Denota *
$<0,001 (Pb AT vs C AT) Figura A (Arriba) Indica # p<0,001 (Pb palanca correcta vs Pb incorrecta, C
palanca correcta vs C palanca incorrecta), * p<0,05 (Pb palanca correcta vs C palanca correcta). C) Unido
en bloques. CSAL = 6 CAT =5 C3NP = 5 Pb SAL =9 Pb AT =13 Pb 3NP=11 animales por grupo.
C=16 Pb=33 animales.
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Figura 58: Autoadministracién de ETOH bajo FR2 ratas controles y expuestas a Pb, ambos grupos

fueron inyectados con SAL, 3NP o AT. A) Representado en sesiones separadas. Media de las respuestas

por sesion (4 sesiones total). A) Unido en bloques.
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Discusiéon

Los resultados obtenidos proporcionan, por una parte nuevas evidencias de una
mayor sensibilidad a las propiedades motivacionales de ETOH en ratas expuestas
perinatalmente a Pb, lo cual se reflejé como una mayor autoadministracién de ETOH a
FR2 (razén fija 2, 2 palanqueos= 1 entrega de ETOH) en el paradigma de conducta
operante. Por otra parte, aportan evidencias adicionales de la participacién de CAT, lo
cual se evidencié a través del efecto de las manipulaciones farmacoldgicas
(principalmente 3NPA) sobre la conducta operante.

Considerando el modelo experimental, Green y Grahame analizando trabajos en
donde se emplearon distintas cepas de ratones y ratas que presentan una preferencia
diferencial al ETOH como resultado de modificaciones genéticas (Green y Grahame,
2008), observaron una correlacién consistente y positiva entre el consumo voluntario de
ETOH y la conducta operante en cajas de Skinner, lo cual sugiere que la conducta
instrumental estd estrechamente relacionada a nivel genético con la conducta
consumatoria y apetitiva del ETOH. Al respecto, en nuestro modelo animal
evidenciamos un paralelismo positivo entre el paradigma de libre eleccién (consumo de
ETOH/agua) y la autoadministracién oral de ETOH, observando en ambos una mayor
administracién de ETOH en el grupo Pb en relacién con los controles.

Basados en el concepto de condicionamiento instrumental acunado por Skinner
(Skinner, 1938), los animales para poder realizar el presente paradigma experimental
tuvieron que adquirir la conducta de autoadministracién, es decir aprender como tarea a
accionar una palanca. Esto es importante para descartar posibles deficiencias en el
aprendizaje de la conducta operante, tarea que se realizé con el mismo protocolo con un
reforzador natural, como es la comida. Teniendo en cuenta que el Pb, es un importante
neurotéxico del desarrollo y que a bajas dosis se ha observado que produce déficit
atencional y problemas de aprendizaje en nifios resulta sumamente pertinente la
evaluacién de esta conducta en estos animales. Como puede observarse, los animales no
manifestaron ningin déficit de aprendizaje lo cual fue evidente en ambas sesiones de
shaping (para determinar el punto de quiebre y para las manipulaciones farmacolégicas)
en donde no se observaron diferencias en relacién a la cantidad de palanqueos con
respecto a los animales C y cuando se evalud, la cantidad de palanqueos de la palanca
activa/inactiva los animales fueron capaces de diferenciar correctamente entre ambas
(manifestindose en ambos grupos una tasa baja de palanqueos de la palanca inactiva en

todas las sesiones de shaping).
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Durante la etapa de adquisicién y mantenimiento de la conducta el animal ya ha
aprendido los efectos reforzantes que posee la droga y cudl es la respuesta que se requiere
para su presentacién. Al aumentar el valor de la razén fija requerida para la obtencién de
un esfuerzo, se incrementard el esfuerzo que el animal debe realizar para obtener la
droga, y de esta forma se estard eliminando sesgos de comportamiento inespecifico. De
alli la importancia de determinar el punto de quiebre o “break point’, es decir el méximo
esfuerzo que estd dispuesto a realizar el animal para obtener ETOH. Como puede
observarse en el caso de los animales expuestos a Pb, este punto de quiebre se observé a
una razén fija de 5 (5 palanqueos=1 esfuerzo) al igual que en los C. Mientras que la
razén fija de 2 (FR2) se evidencié de manera estadisticamente significativa una mayor
autoadministracién de ETOH en los animales Pb en relacién a los controles. Si bien
puede observarse, que a lo largo de todas las sesiones (de FR1 a FR20) existe una
tendencia de mayor autoadministracién de ETOH en los animales expuestos a Pb en
relacién a los controles, los cuales mantuvieron una tasa relativamente baja y estable de
autoadministracién a lo largo de todo el experimento. A la razén fija de 10 y 20 (FR10-
FR20) puede observarse como en los animales expuestos a Pb, se produce una
disminucién importante en la tasa de palanqueos para obtener ETOH. En relacién a
esto y tal como se ha propuesto y explicado con anterioridad (Samson y cols, 2000) el
ETOH en realidad seria en comparacién con otras drogas de abuso un reforzador débil,
lo cual concuerda con nuestros resultados en donde la tasa de esfuerzo/palanqueos que el
animal estd dispuesto a realizar para obtener la droga es relativamente baja (FR2)
comparado con otras drogas como cocaina.

En relacién a las propiedades farmacoldgicas del ETOH, es importante destacar
que tal como se observa en la figura 53, la concentracién de ETOH que alcanzaron los
animales expuestos a Pb en las sesiones, si bien mds elevados que sus respectivos C
fueron bajos. Al respecto, algunos autores han propuesto la utilizacién como modelo
para determinar la vulnerabilidad de los animales a determinadas drogas, exponer a los
animales a dosis muy bajas de la misma lo que conllevarian a que se obtengan valores en
sangre de la droga bajos, con lo cual solamente los animales mas sensibles desarrollarian
una conducta de autoadministracién (Piazza y Le Moal, 1996, Piazza y cols, 2000). Por
ejemplo, el ofrecimiento a roedores de bajas dosis de drogas, solamente fue capaz de
inducir en determinados individuos mds sensibles la conducta de autoadministracién de
drogas intravenosas (Piazza y cols, 1989). Por lo tanto, es posible que la exposicién

perinatal a Pb produzca el desarrollo de una mayor vulnerabilidad y sensibilidad a las
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propiedades motivacionales de ETOH lo cual se evidencia con una mayor
autoadministracién en estos animales aun cuando los niveles de ETOH que se alcanzan
en sangre son relativamente bajos.

Por ultimo en relacién a las manipulaciones farmacolégicas, puede concluirse que
s6lo la administracién de 3NPA fue capaz de producir un incremento de la
autoadministracién en relacién a los animales inyectados con SAL pero selectivamente
en el grupo expuesto a Pb. Esta conducta no se corresponde con lo observado en el
consumo voluntario de ETOH en donde el 3NPA fue capaz de producir un incremento
de la ingesta de la droga en ambos grupos. Con respecto al AT, no se observé ningin
efecto quizds porque la tasa de palanqueo que condiciona a los niveles de ETOH en
estos animales no son lo suficientemente elevados como para producir efecto, tal como
se observé en el consumo voluntario de ETOH en los animales C. Recordemos que se
ha observado que el AT es capaz de reducir el consumo de ETOH en ratas
seleccionadas genéticamente por su alto consumo de ETOH (UchB) no asi en bajas
bebedoras (UchA) (Tampier y cols, 1995).

En resumen, los resultados obtenidos con el paradigma de conducta operante
aportan evidencias que apoyan la nocién de que los animales expuestos a Pb presentan
una mayor susceptibilidad a las propiedades motivacionales de ETOH y que se
manifiestan en paralelo con lo obtenido en el paradigma de consumo de ETOH de libre
eleccién. Evidencidndose en ambos paradigmas una mayor autoadministracién de
ETOH de los animales expuestos a Pb en relacién con los controles. Con respecto a los
resultados de las manipulaciones farmacoldgicas, estas proveen mayores evidencias del
rol de CAT en estas respuestas si bien, unicamente el 3NPA fue capaz de producir un

efecto significativo sobre este tipo de conducta.

Como conclusion parcial: Los animales expuestos a Pb presentan una mayor
susceptibilidad a las propiedades motivacionales de ETOH lo cual se evidencio
con una mayor autoadministracion de ETOH a FR2 en el paradigma de

conducta operante.
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Capitulo V: “Participacion de la enzima aldebido deshidrogenasa
mitocondrial (AL.DH?2) en los efectos motivacionales del ETOH”.

Marco teédrico:

Rolde ALDH?2 y su rol en el metabolismo periférico y central del ETOH

ALDH2 es la enzima responsable de catalizar la oxidacién de ACD a écido
acético. Si bien su mayor actividad se encuentra en higado, también se localiza en otros
tejidos como rifién, cerebro y corazén (Deitrich y cols, 1966). Se ha demostrado su
presencia en cerebro en diferentes especies de mamiferos tanto en el ser humano (Inque y
Lindros, 1982) como en ratas (Korvula y cols, 1981). Estudios inmunohistoquimicos han
demostrado que se encuentra ampliamente distribuida en todo el SNC (Zimatkin y cols,
1992; Zimatkin y Lindros, 1996), expresindose en un 40% en el nucleo arcuato
hipotaldmico y en un 88% en las células cerebrales de Purkinje (Zimatkin y cols, 1992).
Interesante resulta el hecho de que su localizacién contrasta con la de CAT, ya que
presenta una baja actividad en los pericariones de neuronas aminérgicas, especialmente las
catecolaminérgicas, las cuales como se mencioné con anterioridad son aéreas ricas en
CAT, por lo que se propone serian aéreas de mayor acumulacién de ACD (Zimatkin y
cols, 1995, 1990, 1991).

Numerosos estudios farmacolégicos y farmacogenéticos han logado demostrar
que, conductas tales como la locomocién inducida por ETOH, son dependientes y
proporcionales a la actividad de CAT cerebral e inversas a la actividad enzimitica de la
ALDH?2, siendo la ALDH2 cerebral y no tanto la hepdtica la que mejor se correlaciona
con este tipo de conductas (Amir y cols, 1977; Socaransky y cols, 1985, Zimatkin y
Lindros, 1989; Sinclair y Lindros, 1981; Aragén y Amit, 1985; 1984; Sanchis-Segura y
cols, 1999b; Correa y cols, 199b, 2001, 2004b, 2005; Pastor y cols, 2002; Manrique y
cols, 2006).

De esta forma, aunque la actividad de ALDH2 en el tejido cerebral comparada
con la del higado es mds baja, se ha demostrado que tanto el cerebro humano como el de
rata tienen una alta capacidad para oxidar aldehidos, principalmente el ACD formado
durante la oxidacién del ETOH (Inoue y Lindros, 1982). Por lo tanto, ALDH2 es la

enzima responsable y exclusiva tanto a nivel periférico como a nivel central de mediar la
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oxidacién de ACD a acetato. Es ésta una reaccién irreversible que depende de la
eficiencia catalitica de la enzima (velocidad méxima Vmax, velocidad con la que el
sustrato es oxidado), de la capacidad del complejo I de la mitocondria de reoxidacién de

NADH a NAD" (cofactor de la reaccién) y de la afinidad por el substrato (Km):

Aldehido + NAD"+H,O — Acido + NADH + 2H’

En relaciéon a su localizacién subcelular, a diferencia de las otras enzimas
implicadas en el metabolismo del ETOH, se encuentra tanto en la fraccién microsomal,
como en la mitocondrial y citosélica (Deitrich y cols, 1976); sin embargo, es la fraccién
mitocondrial la que mayor actividad de la enzima presenta siendo la isoenzima
involucrada la ALDH2. Al respecto, en la actualidad se han identificado en humanos una
superfamilia de 19 genes de ALDH, agupados en tres familias: clase 1 o ALDH1 (baja
Km, de localizacién citosdlica), clase 2 o ALDH2 y ALDHS (baja Km, de localizacién
mitocondrial) y clase 3 o ALDH3 (alta Km) (Sapag y cols, 2003). Estos genes se
localizan en diferentes cromosomas, los cuales codifican un grupo de enzimas que oxidan
varios aldehidos aromdticos y alifiticos (Yoshida y cols, 1998). Estas isoenzimas
identificadas difieren en sus propiedades cinéticas, que van a influenciar en la velocidad y
eficiencia con la cual oxida al ACD. Las multiples formas moleculares de la ALDH
tienen una gan heterogeneidad con respecto a la distribucién de tejidos y 6rganos.
ALDH?2 presenta un 40% de predominio en el higado y un 80% en el cerebro (Crabb y
cols, 2004; Geenfield y Pietrusko, 1977). Los eritrocitos, contienen bajas cantidades de
ALDH2 (Agarwal y cols, 1982a). De todas las isoenzimas que se han identificado
genéticamente cabe destacar las formas de ALDH1 y ALDH2. Son moléculas
tetraméricas, con subunidades de alrededor de 500 aminodcidos (Jorvall y cols, 1987b). La
isoenzima ALDH?2 presenta una baja Km para el ACD y un valor alto de Km para el
NAD, y se localiza principalmente a nivel mitocondrial, en tanto que la isoenzima
ALDH1, tiene una Km relativamente mayor para ACD y una Km baja para el NAD y se
encuentra mayoritariamente en la fraccién citosélica subcelular. En condiciones
fisiolégicas normales, la ALDH2 que se localiza en la matriz mitocondrial, es la principal
responsable de la oxidacién del ACD, ya que se encuentra en gandes cantidades y tiene
un Km bajo para el ACD (Gunnet y cols, 1973; Totmar y cols, 1973; Rikans y cols,
1990). La ALDH citosélica no es muy eficiente para oxidar el ACD, ya que tiene un Km
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elevada para el sustrato y se encuentra en bajas cantidades en cerebro (Deitrich y cols,

1972; Rikans y cols, 1990).

Genética del alcoholismo: ALDH y su polimorfismo isoenzimdtico

Si bien existen varios factores (culturales, sociales, econdémicos y étnicos) que
influencian y son responsables de diferentes patrones de consumo de ETOH en
humanos, numerosas investigaciones indican que, cerca del 50% de la predisposicién a
abusar del ETOH, serfa de origen genético. De esta manera, existen numerosos reportes
que demuestran que no todos los individuos tienen la misma predisposicién a desarrollar
alcoholismo. Se han realizado estudios sobre diferentes poblaciones humanas asi como
entre gemelos, mellizos y hermanos gemelos entregados en adopcién separadamente e
hijos de padres alcohdlicos (Propping y cols, 1977; Heath y cols, 1995; Sorbel y cols,
1996). En estudios realizados en gemelos, se ha puesto de manifiesto que el alcoholismo
puede ser heredado en un 50% o mis (Goldman y Enoch, 1990). Asi, algunos autores
apoyan el hecho de que serfan las diferencias farmacogenéticas relacionadas con la
capacidad de metabolizar el ETOH, que difieren entre los individuos, las responsables de
las diferencias observadas en el uso y abuso del ETOH (Thomasson y cols, 1991). Al
respecto, las enzimas implicadas en el metabolismo oxidativo del ETOH, y
principalmente en la generacién y eliminacién del ACD, son el centro de atencién debido
a que algunas como la ALDH, exhiben una gran heterogeneidad determinada
genéticamente a través de distintos tipos de polimorfismos. Por lo que se plantea la
hipétesis de que las diferencias individuales y étnicas en el metabolismo del ETOH que
se encuentran determinadas genéticamente, serfan responsables de los patrones
diferenciales de consumo del ETOH en humanos (Von Wartburg y Buhler, 1984;
Thomasson y cols, 1991; Higuchi y cols, 1994).

Se han propuesto a CAT, ADH y ALDH2 (figura 59), como marcadores
genéticos de la predisposicién al abuso del ETOH (Agarwal y Goedde, 1992); sin
embargo, las dltimas investigaciones han centrado su atencién principalmente en CAT y
ALDH2 cerebral. Estas enzimas controlan tanto la generacién como la eliminacién del
ACD en cerebro, el cual como se explicé anteriormente tendria una implicancia
fundamental en numerosas conductas asociadas al ETOH, entre las cuales se encuentra el
consumo del mismo (Aragén y Amit, 1985). Numerosos datos demuestran que, los

niveles de actividad de estas enzimas se encuentran correlacionados con el consumo de

169



Mattalloni Mara S. Capitulo v

ETOH, lo cual sugiere que la actividad enzimatica de las mismas serfa un predictor del

consumo de la droga.

Pirazol Metirapone
4-metil pirazol

Cianamida
Disulfiram

l

catalasa
+/1 Aminotriazol
Azidasddica

Acetatode Pb Cianamida

MEOS (CYP2E1)

Figura 59: Moduladores de la actividad de CAT, ADH y ALDH, principales enzimas involucradas en el
metabolismo del ETOH que modulan los niveles de ACD, extraido y modificado de Quertemont y cols,
2005).

Un ejemplo en humanos de esta variacién determinada genéticamente ocurre en
la poblacién oriental, la cual posee un variante alélica de ALDH2 mitocondrial de baja
Km, lo cual produce una acumulacién de ACD en sangre con manifestaciones de
intoxicacién que produce un sindrome conocido como flushing. Este sindrome genera una
serie de sintomas muy aversivos y que son similares a los que produce la inhibicién de la
ALDH2, por parte de drogas como el disulfiram y que estin aprobadas para el
tratamiento farmacolégico del alcoholismo (Mottin y cols, 1973). De esta forma el 50%
de los individuos de raza japonesa y china, poseen una ALDH inactiva (ALDH2*2)
conocida como variante oriental en la cual se ha producido la sustitucién de un
aminodcido, concretamente de lisina por glutamato en posicién 387. Esto se asocia con el
sindrome de flushing y con una ingesta reducida de ETOH como consecuencia de
sintomas aversivos. Asi, este alelo parece conferir a esta poblacién una mayor sensibilidad
a la toxicidad del ETOH (Agarwal y Goede, 1987). Al respecto, es posible que el

principal responsable de estos efectos, sea la acumulacién de ACD a nivel periférico,
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resultado de una disminucién de afinidad de la enzima por el cofactor NAD" de modo
que, a las concentraciones fisiolégicas del cofactor, la enzima es virtualmente inactiva
(Farrés y cols., 1994; Zhou y Weiner, 2000; Higuchi y cols, 1995). De esta forma, los
niveles de ACD en sangre en individuos orientales con sindrome de flushing estos
resultaron ser de 5 a 10 veces mds elevados luego de la ingesta de dosis bajas de ETOH
con respecto a quienes portan la forma alélica normal (Harada y cols, 1981, 1985; Goedde
y cols, 1983b).

Resultados obtenidos en ratas que pertenecen a las cepas UchB y UchA,
demuestran que estos animales muestran una capacidad diferencial de oxidacién del ACD
(Tampier y cols, 1984). Las ratas pertenecientes a las cepa UchA, presentan una mutacién
en la ALDH?2, una ALDH2*2 ineficiente, mientras que las UchB presentan una ALDH
eficiente o normal. Esta diferencia presente en los polimorfismos genéticos de la ALDH
en estos animales explicaria en parte la gran diferencia observada en el consumo de
ETOH entre ambas cepas, presentando las UchA un consumo marcadamente menor que
las UchB. Estas isoenzimas al igual que lo observado en la poblacién humana, se
diferencian en su afinidad (Km) con el cofactor NAD y en su velocidad maxima (Vmax)
para la remocién del ACD (Tampier y Quintanilla, 2010). En otro estudio, se evaluaron
ratas que presentan un mayor sensibilidad al ETOH (HAS, high alcohol sensitive) y
aquellas que presentan una menor sensibilidad (LAS, low alcohol sensitive). Se encontrd
que también existe una diferencia en la actividad de ALDH entre ambas lineas en las
células cerebelares de Purkinje, presentando una mayor actividad las ratas LAS (Zimatkin
y Deitrich, 1995). En tanto, ratones KO para ALDH2 presentan niveles elevados de
ACD en varios érganos y una disminucién de la preferencia por el ETOH en relacién a
los WT (Isse y cols, 2002, 2005). En el caso de las lineas de ratas criadas en Filandia
(Eriksson y cols, 1968), las AA (Alko, Alcohol) presentan un elevado consumo de
ETOH mientras que las ANA (Alko, no Alcohol) tienen un bajo consumo de ETOH.
Consistentemente las ratas ANA presentan concentraciones mis elevadas de ACD en
sangre luego de la administraciéon de ETOH que las ratas AA (Eriksson y cols, 1973);
como consecuencia de una menor actividlad de ALDH2, que estaria determinada
genéticamente y seria la base para explicar el bajo consumo de ETOH en las AA
(Koivisto y Eriksson, 1994). Otra linea de ratas, conocidas como LAP (low alcohol
preference, baja preferencia de alcohol) muestra mayores niveles de ACD en sangre que sus
contrapartes HAP (hight alcohol preference), lo cual se atribuye nuevamente a una menor

actividad de ALDH2. Por lo que ademds de las mutaciones enzimdticas, los niveles de
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ACD en sangre parecen tener un impacto directo sobre el consumo voluntario de
ETOH, lo cual se observa también en algunas poblaciones humanas como se mencioné
con anterioridad (Eriksson y cols, 2001; Quintanilla y cols, 2005, 2007; Rivera-Meza y
cols, 2010). Este incremento en sangre, produce un espectro de sintomas que, en su
conjunto son aversivos (Eriksson y cols, 2001) y es lo que se ha definido como flushing
que se manifiestan con nduseas, vomitos, taquicardia, mareos, sudoracién profusa,
enrojecimiento facial, visién borrosa, dolor de cabeza, hipotensién ortostitica y

dificultades respiratorias (Koppaka y cols, 2012)

Aproximaciones farmacolégicas orientadas a la inhibicion de ALDH2

Varios enfoques farmacoldgicos se han propuesto basindose en las singularidades
genéticas como las observadas en la poblacién oriental, que intentan prevenir el consumo
de ETOH a través de la acumulacién periférica de ACD, como resultado de la inhibicién
de la ALDH. Precisamente esta acumulacién periférica de ACD vy los sintomas
aversivos/negativos que produce en el individuo han sido utilizados para el tratamiento
del alcoholismo. De hecho, los estudios con modelos animales disefiados a los efectos de
inhibir la actividad de ALDH2 comenzaron hace mas de 30 afios, siendo la primera
evidencia la que demostré que la administracién de CIAN (cianamida 40 o 200 mg/kg en
el alimento) tiene un efecto supresor sobre el consumo voluntario de ETOH (Sinclair y
cols, 1980).

En la actualidad existen firmacos que inhiben la ALDH?2 y que se encuentran
disponibles en el mercado para tratar el alcoholismo, entre ellos el disulfiram (aprobado
por la Agencia de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos, FDA conocido como
tetraetiltiuram disulfuro: Antabuse TM) y la cianamida (CIAN) (aprobado por la
Agencia Europea de Medicamentos (EMA) como carbimide calcio: Temposil®). Ambos
son inhibidores de la ALDH2 y producen sintomas aversivos, que desalientan al
individuo a consumir ETOH y que se encuentran asociados a la acumulacién periférica
de ACD (Koppaka y cols, 2012). Su utilizacién ha producido un éxito desigual para
detener el consumo y evitar la recaida en alcohélicos. En estudios con animales se ha
demostrado que la disminucién en el consumo de ETOH inducido por estos firmacos
generalmente se produce cuando las ratas no tienen una larga historia de consumo de
ETOH, no asi cuando el consumo de estos animales se ha producido durante mucho

tiempo (Tampier y cols, 2008; Garver y cols, 2000).
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Sin embargo, la inhibicién de la actividad de ALDH2 puede ser dificil de
interpretar, ya que un firmaco sistémico que se dirige a la ALDH2 puede afectar tanto a
nivel central como a nivel del metabolismo periférico del ACD. Si bien el efecto primario
de la inhibicién de la ALDH2, es inducir una masiva acumulacién de ACD en el
organismo con potenciales efectos téxicos (Eriksson y cols, 1985; Hilbon y cols, 1983;
Honda y cols, 1995), también produce un incremento de los niveles cerebrales de ACD.
Este aumento se produce bédsicamente por dos mecanismos; inhibicién de la ALDH2
cerebral, tanto por producir un aumento o acumulacién local in sifu del metabolito o
como por ejercer una influencia en la barrera metabdlica de ALDH?2 que se encuentra en
la vasculatura cerebral y por lo tanto, permitir que el ACD proveniente de la periferia
penetre al SNC (Jamal y cols, 2003c). Por lo tanto, en la mayoria de los estudios en los
que se intenta evaluar el impacto de la inhibicién central de ALDH2, también debe
administrarse un inhibidor de la ADH1. Mediante la inhibicién de la ADH1 (que como
se mencioné anteriormente no se encuentra presente en el cerebro) se evita la
acumulacién de ACD periférico, limitando de esta manera la contribucién del ACD
proveniente de la periferia (Correa y cols, 2012). Tambour (Tambour y cols, 2007a)
demostré que la utilizacién de 4-MP (4 metil pirazol), un conocido inhibidor de ADH,
tue capaz de prevenir los efectos de CIAN sobre la actividad locomotora (disminucién),
concluyendo que los efectos de la administracién de CIAN tendrian su origen en el
ACD producido en la periferia. Por el contrario, si el 4-MP falla se puede concluir que
los efectos de CIAN se encuentran mediados centralmente a través de cambios en la
actividad de CAT y/o ALDH cerebral (Tambour y cols, 2007a). Otra dificultad que
surge en la interpretacién de los resultados al utilizar, por ejemplo drogas inhibidoras de
la ALDH2 como CIAN, reside en el hecho que se trata también de un inhibidor no
competitivo de CAT (Aragén y cols, 1991c; DeMaster y cols, 1985, 1986), de tal manera
que sus efectos sobre el cerebro son inciertos con respecto a las concentraciones de ACD.
De hecho CIAN, bien podria aumentar los niveles de ACD a través de la inhibicién de la
ALDH o disminuir sus niveles por medio de un inhibicién de CAT (Escarabajal y cols,
2003). En estudios in vitro con homogenatos de cerebro, incubados con ETOH y CIAN,
se observé que el efecto neto de la CIAN fue reducir los niveles de ACD en las muestras
de cerebro (Aragén y cols, 1999; Gill y cols, 1992). Sin embargo, la inhibicién in vive de
la ALDH?2 del higado por CIAN, produce un dréstico aumento en sangre del ACD, que
puede difundir hacia el cerebro (Jamal y cols, 2003), contrarrestando asi la reduccién de la

generacién de ACD central debido a la inhibicién local de CAT. Un estudio realizado
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mediante la técnica de microdidlisis demostré que los niveles de ACD cerebral
aumentaron luego de la administracién de 1 g/kg de ETOH en ratas pretratadas con
CIAN probablemente como consecuencia del aumento del ACD proveniente de la
periferia que fue capaz de penetrar la barrera hematoencefilica (Jamal y cols, 2003).

Estudios realizados en animales han demostrado que la administracién de 200
mg/kg de CIAN en el alimento, fue capaz de suprimir el consumo de libre eleccién de
ETOH, tanto en un esquema de acceso intermitente como discontinuo (Sinclair y cols,
1980). Sin embargo, a una dosis de 25 mg/kg de CIAN administrada i.p. no se
observaron efectos en el consumo, a diferencia de una supresién del mismo en animales
que tuvieron un acceso continuo de ETOH, administrados diariamente con CIAN
(25mg/kg) (Amit y cols, 1980). En cuanto a los paradigmas que emplean una sustancia
palatable como sacarina, se observé que esta droga no suprimié su ingesta, pero si se
produjo una disminucién de la preferencia de ETOH (Aragén y cols, 1993), lo cual
indica los efectos especificos de CIAN sobre el consumo voluntario de ETOH. En otros
experimentos se demostré que la administracién s.c. de CIAN a 10 mg/kg 3 veces al dia
durante 4 dias produjo una supresién del consumo de ETOH; por el contrario cuando los
animales estuvieron deprivados de ETOH por un periodo se produjo un incremento
significativo de la ingesta de la droga fue observado (Sinclair y Gibble, 1985).
Curiosamente, el tinico informe en el que CIAN se ha administrado tanto i.c.v. como i.p.
en ratas que no habian consumido ETOH (Critcher y Myers, 1987), las dosis mds bajas
empleadas (0,03, 0,1 o0 0,3 mg i.c.v. y 10 a 15 mg / kg i.p.) incrementaron la ingesta de
ETOH, independientemente de la via de administracién, un resultado que los autores
atribuyen al ACD generado endégenamente tanto en el cerebro como en la periferia. Sin
embargo en este caso, no se determinaron los niveles de ACD.

Con respecto a los efectos de los inhibidores de la ALDH?2 sobre la actividad
locomotora inducida por ETOH los resultados obtenidos han sido contradictorios. La
administracién de dietilditiocarbamato, un metabolito activo del disulfiram, produjo una
potenciacién de la actividad locomotora inducida por ETOH (Escarabajal y Aragén,
2002b). Este efecto no fue suprimido con la administracién de 4-MP, lo cual sugiere que
en este caso estarfa mediando por la acumulacién del ACD central y no del periférico. En
sentido opuesto, la administracién de CIAN, redujo la actividad locomotora inducida por
ETOH (Escarabajal y Aragén, 2002a; Sanchis-Segura y cols, 199b), efecto que fue
abolido por la administracién de 4-MP, lo cual sugiere una participacién predominante

de ACD periférico con respecto al ACD central (Escarabajal y Aragén, 2002a). Sin
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embargo, se encontré una sinergia entre CIAN y AT, lo cual sugiere que la CAT fue la
principal mediadora de los efectos de la CIAN sobre la actividad locomotora inducida por
ETOH (Sanchis-Segura y cols, 1999b). A la inversa, cuando el ETOH se administr6 en
ATV se registré que 10 mg/kg i.p. de CIAN produjeron un incremento en la locomocién
inducida por ETOH (Marti-Prats y cols, 2013). Por lo tanto, los efectos de la inhibicién
de la ALDH2 sobre la actividad locomotora inducida por ETOH contintan siendo
contradictorios y dependen en gran medida de la participacién del ACD periférico o

central.

La manipulacion de los sistemas enzimdticos involucrados en el metabolismo central del
ETOH a través de su bloqueo o estimulacion, ha sido una de las estrategias mds ampliamente
utilizadas para demostrar la implicancia del ACD en las conductas asociadas al ETOH. Estas
enzimas controlan tanto la generacion como la eliminacion del ACD en cerebro, el cual estaria
involucrado en numerosas conductas asociadas al ETOH. Por lo tanto, la inhibicion de la
actividad de la enzima responsable de su eliminacion (ALDH) nos permitird abordar la
implicancia del ACD en wvarias respuestas al ETOH. Por lo tanto, esperariamos que la
administracion de un inhibidor de la actividad de la enzima ALDH, a través de la acumulacion
de ACD efectiie modificaciones en el patron de consumo observado en los animales. La
administracion sistémica del inhibidor, la cual conllevaria a una acumulacion de ACD periférico
podria llevar a una disminucion del consumo de ETOH a través de los efectos aversivos
desarrollados. Por el contrario la administracion i.c.v. del inhibidor y la consecuente acumulacion
de ACD cerebral produciria el efecto opuesto incrementando el consumo de ETOH, a través de
los efectos reforzantes del ACD.

Sobre la base de estos antecedentes, el OBJETIVO de este capitulo fue
diferenciar los efectos periféricos y centrales de la acumulacién de ACD en respuesta a la
inhibicién de ALDH con CIAN, mediante el registro del consumo de ETOH vy la
actividad locomotora resultante de la ingesta voluntaria de la droga. Estas pruebas

conductuales fueron complementadas con la determinacién de los niveles de actividad de

ALDH2 en higado y cerebro.
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Materiales y Métodos:

D?’Og&l&' Y reactivos

En esta seccién se utilizaron las siguientes sustancias y drogas:

¢ Soluciones de ETOH: se prepararon de manera fresca todos los dias de un stock
de 96% de ETOH bidestilado (Porta Hnos., Cérdoba, Argentina). Para logar las
concentraciones utilizadas en los experimentos conductuales (2 al 10%) fue
disuelto en agua filtrada.

e Cianamida (CIAN): cianamida de calcio (Sigma-Aldrich, Argentina). La cual se
preparé para las inyecciones sistémicas en 0,9% de solucién SAL y se inyecté en
una dosis de 25 mg /kg i.p., 30 min antes del consumo de ETOH. Para las
microinfusiones en i.c.v. se preparé de manera aséptica a partir de una solucién
que contenia 0,1, 0,2 6 0,3 mg y se disolvié en 2,5 pl de liquido cefalorraquideo
artificial CSF (NaCl 124,3mM; KCI 4,9 mM; M¢gSO,-7H,0 1,3 mM; H,KPO,
1,25 mM; HNaCO; 25,6 mM,; glucosa 10,4 mM; CaC,2H,0 2,3 mM).

o Ketamina: clorhidrato de ketamina (Holliday Scott S.A, Argentina). Fue usado en
la mezcla anestésica para las cirugias y administrado i.p. en una dosis de 55
mg/Kg.

® Xilacina: clorhidrato de xilacina (Richmond S.A, Argentina). Usado como
complemento para la anestesia de cirugias y administrado en conjunto con

ketamina en una dosis de 11 mg/Kg.
® Norcilina: consiste en una mezcla de penicilina y estreptomicina (Laboratorios

Nort, S.A, Argentina) y fue usado como antibiético luego de las cirugias.

Cianamida (CLAN)

La CIAN, también denominada cianamida célcica o carbamida célcica o por sus
nombres comerciales conocida como Temposil y Abstem, es una droga que se utiliza en el
tratamiento de alcohdlicos puesto que el efecto que produce es similar al del disulfiram,
que va acompafiado de un incremento del ACD en sangre, mediante la inhibicién de la

enzima ALDH2 (Marchner y Tottmar, 1976a). Los sintomas asociados a su
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administracién son nduseas, véOmitos, taquicardia, mareos, sudoracién profusa,
enrojecimiento facial, visién borrosa, dolor de cabeza, hipotensién ortostitica y
dificultades respiratorias (Koppaka y cols, 2012). En este sentido, el efecto que produce es
miés ripido y tiene una menor duracién comparado con el disulfiram (Deitrich y cols,
1976) e incluso sus efectos secundarios son menores al igual que las dosis empleadas, por
lo que en algunos casos se aconseja su utilizacién con respecto al disulfiram. La desventaja
que conlleva, es la posibilidad de reactivar el deseo “craving” por ETOH, lo cual posibilita
que la persona bajo tratamiento pueda recaer en la adiccién (Collins y Brown, 1960). Es
una droga ampliamente utilizada en Europa, Canada y Japén, aunque a pesar de esto los
trabajos son escasos en la actualidad datan de los afios 80s o, lo cual es sorprendente si se
considera el hecho que es una droga autorizada para su uso actualmente.

Los estudios en humanos sugieren que en un primer momento la inhibicién
llevada a cabo por esta droga es ripida, aproximadamente 1 h (Obach y cols, 1986),
siendo la vida media del compuesto de alrededor de 2 h (Prufionosa y cols, 1986),
pudiendo permanecer en el plasma al menos durante 8 h, mientras que la duracién de su
accién es de aproximadamente unas 24 h (Deitrich y cols, 1976; Brien y cols, 1978). Para
ejercer su poder inhibidor, este compuesto parece requerir una previa bioactivacién.
Numerosos datos obtenidos, indicarian que la CIAN por si misma no ejerceria su efecto
inhibidor, sino que lo harfa a través de sus metabolitos. La N-hidroxicianamida seria uno
de los productos intermediario de la oxidacién de la CIAN, que al descomponerse de
manera espontinea en cianida y nitroxil (Shirota y cols, 1987b) produce la inhibicién de
la actividad de ALDH2 a través de nitroxil. Al respecto, se ha demostrado que la
inhibicién causada por este metabolito, es capaz de producir dos formas distintas de
inhibicién de la enzima, una forma irreversible a un pH 7,0 y una forma reversible que es
la forma predominante en los tejidos vivos y se genera a un pH 8,5 (De Master y cols,
1998). Sin embargo los resultados al respecto son contradictorios puesto que, algunos
autores concluyen que no es necesaria la conversién de CIAN en un metabolito que
ejerza un efecto inhibitorio sobre la ALDH2 (Prufionosa y cols, 1989). A pesar de esto la
mayoria de los estudios ponen de manifiesto que CIAN ejerce un efecto inhibitorio sobre
la isoenzima de ALDH2, mitocondrial hepitica de baja Km. Este efecto inhibitorio
estarfa mediado por el sistema enzimatico de CAT, el cual posibilitaria la transformacién
de la CIAN en un compuesto activo que seria el que ejerce efectivamente la accién
inhibitoria sobre la ALDH. Al respecto, se han llevado a cabo numerosas investigaciones

para determinar, cudl seria el compuesto responsable de la inhibicién (DeMaster y cols,
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1982; Shrota y cols, 1982a; Cederbaum y Dicker, 1985). Algunos autores han planteado
la posibilidad de que la CAT serfa la enzima responsable de transformar a CIAN en un
metabolito potente y activo, capaz de inhibir a la ALDH2, (DeMaster y cols, 1984;
Svanas y Weiner; 1985a; Cederbaum y Dicker, 1985). Mientras que otros plantean la
posibilidad de la implicacién de una N- acetiltransferasa dependiente del acetil —=S-CoA
(Shrota y cols, 1984) o de la citocromo P-450 (DeMaster y cols, 1983; Shrota y cols,
1987).

Con respecto a CAT, se ha visto que la activacién de CIAN es inhibida por el AT
o la azida sédica, que son dos inhibidores de la actividad enzimidtica de esta enzima
(DeMaster y cols, 1984). Se ha comprobado que si la incubacién de la CIAN con CAT
es previa a la adiccién de ETOH, se produce una inhibicién del 70% de la enzima. Pero si
ETOH y CIAN se afiaden al mismo tiempo o durante un periodo corto de tiempo de
incubacién o después del ETOH, no se observa una inhibicién de la actividad de CAT.
De esta manera, la presencia de ETOH protegeria contra la inactivacién de CAT,
producida por la CIAN. Ademis, los datos indican que la inhibicién de la actividad de la
CAT producida por CIAN es dosis dependiente.

En cuanto al gado de inhibicién y sensibilidad con respecto a la inhibicién de la
CAT, por parte de CIAN en diferentes tejidos de rata es la siguiente: higado
>rifién>eritrocitos>corazén>cerebro; mientras que el gado de sensibilidad de estos tejidos
a la inhibicién provocada por CIAN, administrada ip fue
higado>rifién>corazén>cerebro. Mientras que la actividad de los eritrocitos fue muy poco
afectada (De Master y cols, 1986). También se ha observado que CIAN es capaz de
inhibir tanto la ALDH hepitica (alta Km) como la cerebral (Hellstrom y Tottmar, 1982),
aunque existen diferencias entre la inhibicién que ejerce en una y en otra. Si bien ninguna
dosis es capaz de producir en ambos una inhibicién completa, la ALDH2 hepatica es
mucho mds susceptible que la cerebral, habiéndose descripto aproximadamente un 60%
de inhibicién para la ALDH hepatica y un 40% de inhibicién para la ALDH cerebral
(Marchner y Tottmar, 1978). En cerebro, como se mencioné con anterioridad, se ha
demostrado la presencia de ALDH tanto de baja Km como la de alta Km, mientras que
en higado se encuentra en mayor proporcién de la de baja Km.

Se ha comprobado que CIAN es capaz de inhibir in vivo la ALDH de baja Km
(Marchener y Tottmar, 1978; Cederbaum, 1981; Jarbe y cols, 1982) como la de alta Km
(Deitrich y cols, 1976) en las tres fracciones, mitocondrial, microsomal y citosélica. Sin

embargo, la de baja Km es mds susceptible que la de alta Km, ya que se requieren dosis
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mis elevadas para logar la inhibicién de esta dltima (Marchner y Tottmar, 1978) si bien
con ambas se requiere la presencia de NAD" o NADH para que sean inhibidas por la
CIAN (Marchner y Tottmar, 1983). Estos resultados demuestran que CIAN inhibe de
manera preferencial, la ALDH de baja Km que se encuentra en el higado de rata (Loomis
y Brien, 1983). Reforzando esta idea, se ha encontrado que después de un tratamiento
con 50 uM de CIAN la ALDH de baja Km evidenciaba un 20% de actividad mientras
que la ALDH2 presenta més del 80% (Svanas y Weiner, 1985). Lo mismo se observé
cuando se trataron ratas sistémicamente con 100 mg/kg de CIAN (Marchner y Tottmar,
1978).

En cuanto a los niveles de ACD, se ha comprobado que CIAN induce un
incremento considerable del mismo en sangre (Deitrich y cols, 1976; Brien y cols, 1978)
aproximadamente 120 veces mds que el grupo no tratado. Sin embargo, como se explicé
con anterioridad, uno de los problemas que conlleva esta inhibicién es el incremento del

ACD central, que produce un efecto contrario al producido en la periferia.

Consumo voluntario de ETOH:

Empleando el mismo protocolo descripto en los capitulos anteriores se eligié
como paradigma conductual el consumo voluntario de ETOH de libre eleccion
ETOH/H,0 durante 2 h diarias. Para ello crias de 35 dias de edad se alojaron de a pares
y se restringié el acceso de liquido durante 24 horas previas al comienzo del esquema de
consumo voluntario. Este estuvo limitado a 2 h diarias (13:00-15:00 h), y los animales
tuvieron acceso durante este tiempo a 4 probetas, 2 que contenfan H,O y 2 con
concentraciones crecientes de ETOH, de acuerdo al siguiente esquema (v/v ): dias 1-4:
2%; dias 5-8: 4%; dias 9-12: 6%; 13-16 dias: 8%; y 10% a partir del dia 17 hasta el final de
los experimentos. Los ultimos 4 dias del paradigma (los cuales difirieron de acuerdo a la
ruta de administracion seleccionada para la droga), los animales fueron inyectados via i.p.
con: a) solucién salina -grupo SAL-, b) CIAN (25 mg/kg, 30 min antes del esquema de
consumo de ETOH) -grupo CIAN 1i.p.- , y otro grupo de animales fueron implantados
con una cdnula en el ventriculo lateral y microinfundidos i.c.v. con: ¢) vehiculo (liquido
cefalorraquideo artificial CSF) -grupo VEH-, y d) CIAN (en una dosis de 0,1; 0,2 6 0,3
mg disueltos en 2,5 ul de vehiculo inmediatamente antes del consumo de ETOH) -grupo

CIAN i.c.v.-.
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En el caso de los animales microinfundidos, el dia 21 del esquema de ingesta de
ETOH luego del acceso durante 4 dias a una solucién de ETOH al 10%, fueron
anestesiadas y sometidas a las cirugias correspondientes, tal como se explica a
continuacién. Ese dia los animales de manera excepcional vieron interrumpido su
esquema normal de consumo luego de la cirugia, con el objetivo de facilitar su
recuperacién por lo que tuvieron un acceso ilimitado dnicamente a H,O, durante 24 h.
Posteriormente, se retiré el H,O para volver a someter a los animales al esquema de
consumo voluntario de ETOH durante 2 h diarias. Luego de 4 dias de consumo a una
concentracién del 10%, los animales fueron microinfundidos con VEH o CIAN, durante
4 dias adicionales tal como se explica a continuacién y se indica en el esquema de la figura
65.

Para realizar las cirugias los animales fueron anestesiados con una mezcla de
ketamina/xilacina en dosis de 55 mg/Kg y 11 mg/Kg, respectivamente administrada via
i.p. Una vez que se constaté que estuvieran correctamente anestesiados, los animales
fueron colocados en un aparato estereotixico Stoelting (Stoelting, Wood Dale, IL, USA)
y la barra dental incisiva ubicada a -3,3 mm por debajo de la linea interaural. El crineo
fue expuesto cortando la piel del animal y liberando las meninges y los orificios realizados
con un torno de uso odontoldégico para poder implantar las cdnulas guias y tornillos que
tueron fijados con cemento de uso dental. Las cinulas guias de acero inoxidable (de 10
mm de largo fabricadas a partir de agujas de 22G) fueron implantadas unilateralmente del
lado derecho a 2 mm por encima del sitio seleccionado para la microinfusién. Las
coordenadas utilizadas: AP -0.92, ML-1.5 y DV -3.6 fueron elegidas de acuerdo al atlas
Paxinos y Watson (2009), considerando como referencia al bregma. Para disminuir el
riesgo de infecciones, una vez finalizadas las cirugias los animales recibieron inyecciones
s.c. durante 2 ¢ 3 dias de wuna suspensién antibiética formada por
penicilina/estreptomicina (Norcilina). Se les permitié recuperarse durante 2 dias durante
los cuales los animales tuvieron libre acceso a H,O y alimento, y a continuacién se
reanudé el esquema de consumo voluntario de ETOH al 10%. Para la infusién i.c.v. se
introdujo un inyector 30G dentro de las cinulas guias, el cual excedié 2,5 mm desde el
sitio final de la cdnula hasta alcanzar el sitio de inyeccién en el ventriculo lateral. Los
inyectores se conectaron a una microjeringa Hamilton (Hamilton, Reno, NV, USA) de
10 zl via un catéter de polietileno (P10, Becton Dickinson, MD) y se liberé un volumen
de 2,5 ul (ver dosis en Drogas y reactivos) en un periodo de 2,5 min (1 ul/min),

utilizando una bomba de infusién (MasterFlex pump, Modelo 77200-20). Finalizada la
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infusién, los inyectores se mantuvieron en el sitio de inyeccién durante 1 min adicional
para permitir la liberacién completa de la solucién. Al igual que en los experimentos
mencionados anteriormente, la ingesta diaria de ETOH se registré y fue expresada como
g de ETOH consumido/kg de peso corporal, y como el porcentaje de preferencia de
ETOH consumido respecto al H,O. Dos grupos adicionales se incluyeron como
controles: DPN35, y DPN63 noETOH, es decir animales jévenes y adultos que no
estuvieron sometidos al esquema de consumo voluntario. En la figura 60 puede observarse

el esquema utilizado.

Habituacién
locomocidn

oo DO 681

Actividad locomotora (ultimo dia
después de 1 hora de consumo)

Figura 60: Esquema de las distintas vias de administracién de CIAN en el consumo voluntario de
ETOH. Durante los dltimos 4 dias de consumo al 10% se administré CIAN i.p 25mg/kg o SAL o bien
CIAN 0,3 mgi.cv.

Al finalizar el registro de la actividad locomotora todos los animales fueron
sacrificados segin la edad y grupo correspondiente para obtener sangre, tejido cerebral
(aéreas cerebrales: corteza prefrontal, estriado, nicleo accumbens, hipocampo, hipotilamo
y cerebelo y cerebro entero) e higado. En consecuencia, tanto para animales C como para
los expuestos perinatalmente al Pb quedaron conformados los 8 grupos experimentales,
que se detallan a continuacién:

- Grupo DPN35 (Cy Pb): en el cual las crias fueron sacrificadas a los 35 dias de edad

(DPN35). Este grupo revela los niveles basales de los parimetros analizados en

ambos grupos de animales periadolescentes (previo al inicio del esquema de

consumo de ETOH).

- Grupo DPN63 ETOH SAL (Cy Pb): animales sacrificados al final del consumo de

ETOH luego de ser inyectados con SAL durante los tltimos 4 dias del esquema
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de consumo voluntario de ETOH. Este grupo refleja las modificaciones
producidas en animales adultos en los parimetros analizados resultantes del

consumo crénico de ETOH.

- Grupo DPN63 ETOH CIAN ip. (C y Pb): animales sacrificados al final del
consumo de ETOH luego de ser inyectados i.p. diariamente durante 4 dias con
CIAN. Este grupo refleja el efecto de la inhibicién de la enzima ALDH (a nivel
del metabolismo periférico) sobre el consumo voluntario de ETOH, y como esto

repercute sobre la actividad locomotora.

- Grupo DPN63 no ETOH CIAN i.p. (C y Pb): animales adultos sacrificados durante
el DPN63, que no estuvieron sometidos al esquema de consumo de ETOH luego
de ser inyectados i.p. diariamente durante 4 dfas con CIAN (DPN63 noETOH-
CIAN i.p.). Este grupo representa un control del efecto de la inhibicién de la

enzima ALDH (a nivel del metabolismo periférico).

- Grupo DPN63 ETOH VEH (C y Pb): animales sacrificados al final del consumo de
etanol (DPN63) luego de ser microinfundidos i.c.v. diariamente con VEH (CSF)
durante los ultimos 4 dias del esquema de consumo voluntario de ETOH
(DPN63 ETOH-VEH). Este grupo es un control de los animales adultos que

estuvieron sometidos al esquema de consumo voluntario y microinfundidos con

CIAN.

- Grupo DPN63 ETOH CIAN i.cv. (C y Pb): animales sacrificados al final del
consumo de ETOH luego de ser microinfundidos i.c.v. diariamente durante 4
dias con CIAN (DPN63 ETOH-CIAN i.c.v.). Este grupo refleja el efecto de la
inhibicién de la enzima ALDH (a nivel del metabolismo central) en animales que

consumieron voluntariamente ETOH.
- Grupo DPN63 noETOH CIAN i.cv. (Cy Pb): animales sacrificados durante el

DPNG63, que no estuvieron sometidos al esquema de consumo de ETOH luego de

ser microinfundidos i.c.v diariamente durante 4 dias con CIAN (DPN63
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noETOH-CIAN i.c.v). Este grupo representa el control de los animales adultos

del efecto de la inhibicién de la enzima ALDH (a nivel del metabolismo central).

- Grupo DPN63 noETOH (C y Pb): animales que no fueron sometidas al paradigma
de consumo de ETOH y a los que se sacrificé a la misma edad que aquellos que
consumieron ETOH voluntariamente. Este grupo se usé como control de la

misma edad de animales adultos (para animales SAL y VEH).

Actividad locomotora:

La actividad locomotora fue determinada, mediante la utilizacién de actégrafos tal
como describié previamente. Durante la dltima sesién de ingesta voluntaria, en el DPN63
(de 1 h de duracién), todos los grupos de animales adultos fueron colocados
individualmente en los actégrafos durante 60 min en intervalos de 10 min en una
habitacién aislada de sonidos externos. Al finalizar la prueba, fueron sacrificaron para
obtener muestras de sangre, higado y tejido cerebral para las determinaciones de la
actividad de CAT y ALDH2, tal como se describe a continuacién. Es importante
mencionar que manteniendo el mismo protocolo ya utilizado, todos los animales fueron
habituados previamente tanto a la habitacién como a las cajas del aparato locomotor un

dia antes del test durante 60 min (datos no mostrados).

Actividad enzimdtica de ALDH2:

La actividad de la enzima ALDH2 se determiné de acuerdo a Gill y cols, 1996
y Escrig y cols, 2012 (Gill y col 1996, Escrig y col 2012) con algunas modificaciones.
Se determiné la actividad tanto en higado como en cerebro (tejido total y dreas
cerebrales). Las determinaciones se llevaron a cabo en homogeneizados
mitocondriales obtenidos por centrifugacién diferencial. Brevemente, el tejido se
homogeneizé en sacarosa 0,25 M y EDTA 0,1 mM en una proporcién del 10% p/vy
se centrifugé a 800 ¢ 10 min a 4 °C. El sobrenadante resultante (1 ml aprox.) se
centrifugé a 10.000 g durante 10 min, y el sedimento se resuspendié en sacarosa 0,25
M adicionando el 1% v/v Tritén X100. Después de un periodo de 30 min a -80 °C,
el tejido ya descongelado se centrifugé nuevamente a 10.000 g durante 10 min. A
300 ul del sobrenadante resultante se le afiadié 500 ul de un reactivo que contiene 50
mM de pirofosfato de sodio (pH=8,8), 0,2 mM de 4metil pirazol; 2,0 M rotenona;
1,0 mM NAD"; 1,0 mM MgCl, y 0,25 M de sacarosa para completar 5 ml y se
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incubaron a 25 °C durante 20 min. Inmediatamente después, 0,1 ml de acetaldehido
se afadié como un sustrato para iniciar la reaccién. La solucién se mezclé
manualmente durante 30 seg y se ley6 la absorbancia a 340 nm durante 10 min. Los
resultados se expresaron como mg de proteina/min/NADH nmol (€ yapy 340 nm =
6,31 mmol" mm™).

Para la administracién sistémica de CIAN, se evalué la actividad enzimitica de
ALDH2 en higado y en tejido cerebral (entero o en las aéreas que se mencionaron
anteriormente) y para la administracién i.c.v. de CIAN, se midi6 la actividad de
ALDH2 sélo en cerebro entero y en las aéreas cerebrales mencionadas. Es
importante mencionar que debido a la afinidad por el sustrato y la inhibicién
preferencial que se ha demostrado la CIAN ejerce sobre la ALDH2 (Crabb y cols,
2004), todas las determinaciones se realizaron en homogeneizados provenientes de

mitocondrias.

Actividad enzimdtica de CAT:

La actividad de CAT se determiné siguiendo el mismo procedimiento que en el
capitulo II por el método de Aebi (Aebi, 1984) y se determiné en todos los grupos
(excepto en los grupos DPN63 noETOH CIAN (0,2 y 0,1 mg). Se midié en higado,
sangre y tejido cerebral.

La actividad de la CAT en higado se midié siguiendo el mismo procedimiento
descripto para las distintas 4dreas cerebrales, excepto que el tejido se diluyé 1/20 con
tamp6n de fosfato. La actividad resultante también se expresé como unidades de

actividad/min/ml/mg de proteina.

Analisis estadistico:

Como se explicé anteriormente y con el objetivo facilitar el anélisis estadistico, los
datos diarios de la ingesta diaria y la preferencia de ETOH se dispusieron en bloques de 4
dias, perteneciendo cada uno de ellos a la misma concentracién de la droga. Fueron
analizados mediante un ANOVA de dos vias de medidas repetidas, contrastando la
variable grupo frente a la concentracién de ETOH/tiempo como la variable repetida. Para
analizar el efecto del tratamiento con CIAN, los datos también fueron analizados por un
ANOVA de dos vias comparando las variables grupos (C vs Pb) y tratamiento (SAL ws
CIAN i.p o VEH w5 CIAN i.c.v.).
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La actividad locomotora fue analizada de manera separada en funcién del
consumo de ETOH (ETOH vs noETOH) mediante un ANOVA de tres vias de
medidas repetidas: grupo (C ws Pb), tratamiento (SAL vs. CIAN i.p. o VEH vs. CIAN
i.c.v.) y tiempo como la variable repetida. Las cuentas totales fueron analizadas mediante
un ANOVA de dos vias: grupo (C os Pb) y tratamiento (SAL ws. CIAN i.p, VEH ws.
CIAN ic.v.).

La actividad de CAT y ALDH2 en sangre, higado y en cerebro se analizaron por
medio de un ANOVA de dos vias: grupo (C ws Pb) y tratamiento (SAL vs. CIAN i.p. o
VEH os. CIAN i.c.v.), segin los animales hayan estado sometidos o no al esquema de
consumo voluntario. Se realizé un andlisis de un ANOVA de dos vias separado para cada
regién cerebral.

En todos los casos, cuando se encontré una interaccién significativa, se realizé la
prueba Tuckey como post hoc, con el resultado de los valores de p indicados en las leyendas

de las figuras.

Resultados:

Consumo voluntario de Etanol:

Administracion sistémica de CIAN

Como puede observarse en la figura 61A) se encuentra representado el consumo
voluntario de ETOH, y en la figura 61B) la preferencia a ETOH en condiciones basales
(dias 1-24), y posterior a la administracién sistémica de CIAN (25 mg/kg i.p.; dias 25-
28). Como se reporté anteriormente, la exposicién perinatal a Pb aument6 la ingesta
voluntaria de ETOH, tendencia que ya se observé al 2%, llegando a una diferencia
estadisticamente significativa en las concentraciones del 8% y 10% de ETOH (grupo x
tiempo: F(1,48)=48,9; p<0,001). La administracién sistémica de CIAN redujo el
consumo de ETOH de forma selectiva en el grupo expuesto al Pb, evidencidndose una
diferencia significativa en las variables grupo: F(1,46)=38,6; p<0,001, tratamiento:
F(1,46)=22,3; p<0,001 y en la interaccién grupo x tratamiento F(1,46)=21,9; p<0,001. Se
obtuvieron resultados similares para la preferencia de ETOH, grupo y tiempo:
F(1,48)=32,9; p<0,001. Sin embargo, después de la administracién de CIAN se encontré
una significacién estadistica en todos los pardmetros (variables grupo: F(1,46)=28,2;

p<0,01, tratamiento: F(1,46)=10; p<0,01 vy en la interaccién grupo x tratamiento
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F(1,46)=16,6; p<0,01) siendo el grupo de Pb-SAL diferente a los otros tres grupos
(p<0,001) y observindose una marcada disminucién del consumo en el grupo Pb-CIAN
i.p., que alcanzé valores similares a los animales C, grupo en el que no se observé ningin

efecto producto de la administracién de CIAN.
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Figura 61: Consumo voluntario de etanol en respuesta a la administracion sistémica de CIAN (25mg/Kg
i.p) A) Expresado como g de ETOH por Kg de peso corporal y B) porcentaje de preferencia ETOH/H,0.
Los datos (media + ES) fueron agrupados en bloques de 4 dias a lo largo del eje horizontal, estos datos
corresponden a las concentraciones de ETOH simbolizados como cilindros (dias 1-4: 2%; dias 5-8: 4%;
dias 9-12: 6%; dias: 13-16 8%, y dias 17-24: 10%. * indica diferencias en comparacién con los C en *
$<0,05 y ™ p<0,01. Administracién de CIAN: #denota diferencias entre los Pb-SAL y Pb—CIAN con ###
$<0,0001. C-SAL=13; C-CIAN=10; Pb-SAL=15; Pb-CIAN=13 animales por grupo.

Actividad locomotora:

Se evalué la actividad locomotora inmediatamente después del esquema de
consumo voluntario de ETOH (dltima sesién de 1 h) en respuesta a la administracién de
SAL o CIAN sistémica, datos que se encuentran representados en la figura 62A)
mientras que los correspondientes grupos noETOH se presenta en la figura 62B).
Reproduciendo los resultados anteriores se observé un aumento de la actividad
locomotora selectivamente en los animales expuestos al Pb, como consecuencia de la
cantidad de ETOH ingerido en la sesién previa de consumo voluntario de ETOH a la
cual estuvieron sometidos estos animales. Interesantemente, y en paralelo a los efectos
observados en el consumo voluntario tras la administracién de CIAN, la administracién
de la droga previa al consumo que fue capaz de disminuir el consumo elevado en los
animales expuestos al Pb, también reverti6 el incremento en la actividad locomotora
observada diferencialmente en este grupo, sin ningin efecto en los animales C. En los
resultados del ANOVA para las cuentas cada 10 min se evidencié una diferencia
estadistica en la interaccién grupo x tratamiento x tiempo: F(1,5)=2,53; <0,05, y en la
interaccién grupo x tratamiento: F(1,66)=20,6; p<0,001). El ANOVA de las cuentas cada
10 min revel6 una diferencia significativa para la interaccién en los tres factores con un

$<0,05 en los animales que no han consumido ETOH.
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Figura 62: Efecto del consumo voluntario de ETOH en la actividad locomotora. La actividad locomotora
se evalu6 inmediatamente después del consumo de ETOH A) asi como en los animales que no
consumieron ETOH B). * Indica diferencias entre el grupo C y el grupo Pb inyectado con SAL en *
p<0,05; ™ p<0,01. #indica diferencias entre el grupo Pb-SAL y el grupo Pb-CIAN en #p<0,05; ## p<0,01, y
##H# p<0,001. La letra "a" indica una diferencia significativa a p<0,001 en comparacién con todos los demds
grupos. Numero total de animales que estuvieron sometidos al consumo voluntario de ETOH: C-SAL=17;
C-CIAN=16; Pb-SAL=18; Pb-CIAN=19; en el grupo noETOH: C-SAL=11; C-CIAN=13; Pb-SAL=13;

Pb-CIAN=18.
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Consumo voluntario de Etanol:

Administracion intracerebroventricular de cianamida (dosis 0,3 mg)

En la figura 63 se representan la ingesta voluntaria de ETOH vy la preferencia en
los animales expuestos al Pb y en sus C respectivos. En la parte superior se encuentra
graficado el esquema de consumo voluntario asi como el protocolo de microinfusién de
CIAN icwv. Se representa en este grifico®© VUBGIKUUIJUNVIV C
K,J Mk la dosis de 0,3 mg CIAN que fue la que produjo una mayor diferencia
estadistica significativa de las tres dosis utilizadas. Reproduciendo resultados anteriores,
las ratas expuestas a Pb presentan un mayor consumo voluntario en relacién a sus
respectivos C (grupo x tiempo: F(5,200)=2,92; p<0,05), el cual es significativo en la
concentracién de ETOH al 8%. La administracién de CIAN resulté en una diferencia
estadistica para los pardmetros grupo F(1,38)=37,5; »<0,001 y tratamiento:
F(1,38)=56,715; p<0,001, aunque no se encontré una interaccién significativa entre ellos,
probablemente debido a que ambos grupos aumentaron en forma conjunta la ingesta de
ETOH. Esta diferencia fue significativa en el grupo C (C-VEH w«s C-CIAN),
observindose una marcada tendencia en los animales expuestos al Pb (Pb-VEH ws Pb-
CIAN). Por otra parte, se observé una interaccién significativa cuando la preferencia de
ETOH fue evaluada en ambos grupos, en condiciones basales (grupo x tiempo:
F(5,200)=2,85; <0,05) y después de la administracién de CIAN (grupo x drogas:
F(1,38)=29,05; »<0,001).
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Figura 63: Consumo voluntario de etanol en respuesta a la administracién i.c.v. de CIAN (0,3 mg i.c.v.)

A) Expresado como g de ETOH por Kg de peso corporal y B) porcentaje de preferencia ETOH/H,O. Los

datos (media + ES) fueron agrupados en bloques de 4 dias a lo largo del eje horizontal, estos datos

corresponden a las concentraciones de ETOH simbolizados como cilindros (dias 1-4: 2%; dias 5-8: 4%;

dias 9-12: 6%; dias: 13-16 8%, y dias 17-24: 10%. * indica diferencias en comparacién con los C en *

p<0,05 y ** p<0,01. Administracion de CIAN: #denota diferencias entre los grupos SAL y los
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correspondientes CIAN para C y animales expuestos a Pb con ### p <0,01. C-VEH = 11; C-CIAN i.c.v. =
14; Pb-VEH = 8; Pb-CIAN i.c.v.= 8 animales por grupo.

Actividad locomotora:

Como puede observarse en la figura 64A) la administracién de CIAN i.c.v. previa
al esquema de consumo voluntario de ETOH, provocé un incremento significativo en la
actividad locomotora en los animales C en concordancia con el incremento del consumo
voluntario en este grupo. Con respecto a los animales expuestos a Pb si bien se observa
una tendencia en el consumo voluntario de ETOH, la actividad locomotora no se
incrementé de manera significativa. Como puede observarse en el grifico, el incremento
de la actividad locomotora se produjo durante los primeros 10 min. En la evaluacién de
las cuentas cada 10 min o en la suma total de cuentas se observé una diferencia
estadisticamente significativa en ambos casos en la interaccién grupo x tratamiento x
tiempo: F(5,210)=2,90; »<0,05. Como era de esperarse, no hubo diferencias significativas
en los animales que no estuvieron sometidos al esquema de consumo voluntario de

ETOH como puede observarse en la figura 63B).
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Figura 64: Efecto del consumo voluntario de ETOH en la actividad locomotora. La actividad locomotora
se evalué inmediatamente después del consumo de ETOH A) y en sus contrapartes noETOH B). * Indica
diferencias entre el grupo C y el grupo Pb infundido con VEH en **< 0,001. #indica diferencias entre el
grupo Pb-VEH y el grupo Pb-CIAN a **p< 0,001. *indica una diferencia entre el grupo C y el grupo Pb
infundido con VEH a **<0,001. Animales totales en el grupo que estuvo sometido al consumo voluntario
de ETOH: C-VEH=22; C-CIAN=16; Pb-VEH=20; Pb-CIAN=19; y en el grupo noETOH: C-VEH=9;
C-CIAN=9; Pb-VEH=19; Pb-CIAN=7.

Consumo voluntario de Etanol:

Administracion intracerebroventricular de cianamida (dosis 0,2 mg).

En la figura 65 se representan la ingesta voluntaria de ETOH vy la preferencia en
los animales expuestos al Pb y en los C. En la parte superior se encuentra representado el
esquema de consumo voluntario y el protocolo de microinfusiéon de CIAN en i.c.v.
Asimismo se representa en este grifico la dosis de CIAN de 0,2 mg que fue la dosis

intermedia de las tres utilizadas. Reproduciendo los resultados obtenidos anteriormente,
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las ratas expuestas a Pb presentan un mayor consumo voluntario de ETOH en relacién a
sus respectivos C. Asi, los datos obtenidos en el ANOVA para muestras repetidas indican
un efecto significativa del factor tratamiento perinatal, grupo (C vs Pb): F(1,210)=52,83;
p<0,001 asi como de la variable repetida (tiempo/concentracion de ETOH):
F(5,210)=4,93; p<0,001, y de la interaccién entre ambos: F(5,210)=5,848; p<0,05, el cual
fue significativo en la concentracién de ETOH al 6%. La administracién de CIAN
resulté en una diferencia estadisticamente significativa para los parimetros grupo:
F(1,40)=22,85; p<0,001 y tratamiento: F(1,40)=75,49; p<0,001, observindose una
interaccién significativa entre ellos: F(1,40)=13,40; p<0,001, siendo significativa en el
grupo C (C-VEH s C-CIAN). Por otra parte, la preferencia de ETOH en condiciones
basales el andlisis del ANOVA revel6 una diferencia significativa para los parimetros
grupo: F(1,210)=72,91; p<0,001 y tiempo F(5,210)=30,49; »<0,001 pero no para la
interaccion entre ambos. Posterior a la administraciéon de CIAN se evidencié un efecto
de grupo: F(1,40)=13,48; p<0,001 y tratamiento: F(1,40)=32,90; p<0,001 asi como en la
interaccién entre ambos: F(1,40)=7,95; p<0,05), siendo significativa en el grupo C (C-
VEH o5 C-CIAN).
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Figura 65: Consumo voluntario de etanol en respuesta a la administracion i.c.v. de CIAN (0,2 mg i.c.v.)
A) expresado como g de ETOH por Kg de peso corporal y B) porcentaje de preferencia ETOH/H,0O. Los
datos (media + ES) fueron agrupados en bloques de 4 dias a lo largo del eje horizontal, estos datos
corresponden a las concentraciones de ETOH simbolizados como cilindros (dias 1-4: 2%; dias 5-8: 4%;
dias 9-12: 6%; dias: 13-16 8%, y dias 17-24: 10%. * indica diferencias en comparacién con los C en *
$<0,05 y ** $<0,01. Administracién de CIAN: #denota diferencias entre los animales tratados con SAL y
los correspondientes grupos CIAN para animales C y expuestos a Pb con ### p <0,001.C-VEH=11; C-
CIAN i.cv.= 8; Pb-VEH=8; Pb-CIAN i.c.v.=6 animales por grupo.

Actividad locomotora:
Como puede observarse en la figura 66 la administracién de CIAN i.c.v. previo al
esquema de consumo voluntario de ETOH, provocé nuevamente un incremento

significativo en la actividad locomotora en los animales C en concordancia con el
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aumento del consumo voluntario en este grupo. Con respecto a los animales expuestos al
Pb si bien se observa una tendencia en el consumo voluntario de ETOH, la actividad
locomotora no sufrié modificaciones de manera significativa. En la evaluacién de las
cuentas acumuladas cada 10 min o en la suma total de cuentas se observé una diferencia

estadisticamente significativa en ambos casos en la interaccién grupo x tratamiento x

tiempo: F(5,325)=3,125; p<0,05.
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Figura 66: Efecto del consumo voluntario de ETOH en la actividad locomotora. La actividad locomotora
se evalué inmediatamente después del consumo de ETOH * Indica diferencias entre el grupo C y el grupo
Pb infundido con VEH en *#»<0,001. #Indica diferencias entre el grupo Pb-VEH y el grupo Pb-CIAN a
#p<0,001. *indica una diferencia entre el grupo C y el grupo Pb infundido con VEH a ** p<0,001.
Animales totales en el grupo que estuvo sometido al consumo voluntario de ETOH: C-VEH=22; C-
CIAN=16; Pb-VEH=20; Pb-CIAN=12.

Consumo voluntario de Etanol:

Administracién intracerebroventricular de cianamida (dosis 0,1 mg).

Una vez que el consumo se estabilizé durante los ultimos 4 dias (dias 25-28) y
siguiendo el mismo procedimiento empleado en las otras dosis se administraron via i.c.v.

0,1 mg CIAN para evaluar si esta dosis era suficiente para producir un incremento del
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consumo de ETOH en la actividad locomotora. En este caso, como en los experimentos
anteriores, la sola exposicién a Pb fue capaz de incrementar el consumo de ETOH como
puede evidenciarse en el andlisis estadistico del ANOVA de medidas repetidas de dos
vias, que revelé un efecto significativo de la variable grupo: F(1,155)=99,64; p<0,001, la
variable repetida: F(5,155)=11,11; p<0,001, y su interaccién: F(5,155)=4,72; p<0,01 tal
como puede observarse en la figura 66. La preferencia de ETOH/H,O durante el inicio
del estudio revel6 resultados similares. En efecto, el ANOVA de medidas repetidas de
dos vias revel6 un efecto significativo de la variable de grupo: F(1,145)=69,15; p<0,001, la
variable repetida: F(5,145)=31,98, »<0,001 y de la interaccién entre ambos:
F(5,145)=3,07, p<0,05. Con la administracién de CIAN i.c.v. a la dosis de 0,1 mg, el
andlisis del ANOVA revel6 un efecto significativo de la variable de grupo: F(1,29)=52,05;
$<0,001, tratamiento F(1,29)=18,3; »<0,001 y la interaccién entre ambos F(1,29)=5,5;
p<0,05, el cual fue significativo. Al igual que con la dosis de 0,2 mg en el grupo C (C-
VEH vs C-CIAN), no se evidenci6 la tendencia que fue observada en el grupo Pb (Pb-
VEH s Pb-CIAN). En relacién al andlisis de la preferencia de ETOH/H,0O, solo se
demostré un efecto significativo de la variable grupo: F(1,29)=45,33; p<0,001.
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Figura 67: Consumo voluntario de etanol en respuesta a la administracion central, i.c.v de CIAN (0,1mg
i.c.v) A) expresado como g de ETOH por Kg de peso corporal y B) porcentaje de preferencia ETOH/H,0.
Los datos (media + ES) fueron agrupados en bloques de 4 dias a lo largo del eje horizontal, estos datos
corresponden a las concentraciones de ETOH simbolizados como cilindros (dfas 1-4: 2%; dias 5-8: 4%;
dias 9-12: 6%; dias: 13-16 8%, y dias 17-24: 10%. * Indica diferencias en comparacién con los C en
“<0,05 y **p<0,01. Administracién de CIAN: #denota diferencias entre los SAL y los correspondientes
grupos CIAN para C y animales expuestos a Pb con ### p<0,001. C-VEH=11; C-CIAN i.c.v. =6; Pb-
VEH-=7; Pb-CIAN i.c.v.=6 animales por grupo.

Actividad locomotora:

Los resultados obtenidos demuestran nuevamente que la administracién de CIAN
i.c.v. previo al esquema de consumo voluntario de ETOH provocé un incremento
significativo en la actividad locomotora en los animales C en concordancia con el
incremento del consumo voluntario en este grupo, tal como puede observarse en la figura

68. Con respecto a los animales expuestos a Pb no se observa un incremento significativo
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en la actividad locomotora (en concordancia con el consumo de ETOH). En relacién a la
evaluacién de las cuentas acumuladas cada 10 min o su suma total se observd una
diferencia estadisticamente significativa en ambos casos en la interaccién grupo x

tratamiento x tiempo: F(5,32)=4,66; p<0,001.
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Figura 68: Efecto del consumo voluntario de ETOH en la actividad locomotora. La actividad locomotora
se evalu¢ inmediatamente después del consumo de ETOH. * Indica diferencias entre el grupo C y el grupo
Pb infundido con VEH en *#»<0,001. #Indica diferencias entre el grupo Pb-VEH y el grupo Pb-CIAN
#p<0,001. *Indica una diferencia entre el grupo C y el grupo Pb infundido con VEH **<0,001. Animales
totales en el grupo que estuvo sometido al consumo voluntario de ETOH: C-VEH=22; C-CIAN=12; Pb-
VEH=20; Pb-CIAN=14.

Actividad enzimdtica de ALDH?2:

Cabe destacar que la ALDH2 hepitica analizada en el grupo DPN35 (antes del
inicio del esquema de consumo de ETOH) no mostr6 diferencias entre los dos grupos
(C= 0,59 + 0,10; Pb=0,41 + 0,10 min/mg de proteina/nmol NADH; n=5 para cada
condicién), figura 69A). La comparacién de los datos de la actividad enzimatica basal de
ALDH2 hepitica mediante un ANOVA de dos vias entre los grupos C y los animales
expuestos al Pb, no evidencié un efecto significativo de grupo tal como se muestra en la

figura 69 (B-C) como asi tampoco en sus contrapartes noETOH. La administracién
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sistémica de CIAN (25 mg/Kg i.p.) como es de esperarse redujo considerablemente la
actividad de ALDH2 en animales adultos independientemente de si han consumido
ETOH o no, observindose en el analisis del ANOVA del grupo que consumié ETOH
un efecto del tratamiento: F(1,27)=13,08; p<0,05; y para el grupo que no consumié de:
F(1,17)=24,65; p<0,0001. Los datos relacionados con la actividad enzimatica cerebral de
ALDH2 luego de la administracién sistémica se representan en la figura 68 (D-E). Los
resultados revelan que la actividad enzimatica de ALDH2 no fue afectada en el cerebro
entero cuando se administr6 CIAN de manera sistémica en animales con o sin ingesta de
ETOH.

Por otro lado, como se muestra en la figura 70 la actividad enzimdtica cerebral de
ALDH2 en respuesta a la administracién i.c.v. de CIAN, mostré una dréstica inhibicién
s6lo en los animales C en el grupo que consumié ETOH (grupo x tratamiento: F(2,21)=
10,39; p<0,001) que se correlaciona en parte con lo que se observa en ambas conductas
evaluadas (consumo y locomocién), mientras que en los animales expuestos al Pb también
en correlacién con el consumo y la locomocién, sélo fue observada una tendencia; efecto
que no se manifestd en los grupos que no han consumido ETOH.

En cuanto a la actividad enzimatica de ALDH2 en distintas regiones cerebrales,
los datos obtenidos se presentan en la tabla 6. La administracién sistémica de CIAN
provocé un efecto significativo de la variable tratamiento sélo en cerebelo: F(1,17)=4,49;
p<0,05, aunque el analisis posz hoc no mostré diferencias entre los grupos que han
consumido ETOH. En el caso de sus contrapartes noETOH, se observaron diferencias
significativas en todos los parimetros del cerebelo, incluyendo efecto de grupo x
tratamiento: F(1,14)=9,42; p<0,01 producto de una diferencia entre el grupo de Pb-SAL
con todos los otros grupos. La tabla 6 muestra asimismo los datos de la actividad
enzimética de ALDH2 en las distintas aéreas cerebrales en respuesta a la microinfusién
de CIAN 0,3 mg i.c.v. en animales que han consumido ETOH y sus contrapartes
noETOH. Es de destacar que para fines estadisticos se analizaron todas las dosis de
CIAN juntas (0, 0,1, 0,2, y 0,3 mg). Los resultados demuestran que no surgieron
diferencias significativas en el andlisis de la dosis de 0,3 mg para los animales que
consumieron ETOH, sin embargo la excepcién fue el hipocampo para la dosis de 0,2 mg
en donde se observé un efecto de tratamiento x grupo: F(3,36)=5,98; $<0,001. Con
respecto a los animales que no consumieron ETOH, se encontraron efectos significativos

en dos dreas, cerebelo, para la variable tratamiento: F(1,19)=20,3; p<0,01 e hipocampo
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tratamiento: F(1,13)=6,49; p<0,05 y grupo: F(1,13)=4,92; »<0,05, aunque la prueba

Tuckey revel6 s6lo una diferencia en tratamiento para hipocampo (p<0,05).
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Figura 69: A) Actividad de ALDH hepitica en animales en el DPN35. No se observaron diferencias
significativas entre animales C y expuestos al Pb. C=5; Pb=5 animales por grupo. Actividad de ALDH en
respuesta a la administracién sistémica de CIAN (25 mg/kg i.p.). B-C) corresponden a niveles enzimiticos
en higado y D-E) corresponden a cerebro entero. #denota diferencias entre los animales inyectados con
SAL y animales inyectados con CIAN para animales C y Pb para ## p<0,01, independientemente del

consumo de ETOH. Cerebro: No surgieron diferencias entre las dos condiciones en los animales que han
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consumido ETOH y en sus contrapartes noETOH. Los nimeros entre paréntesis indican el ndmero de

animales por grupo.
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Figura 70: Actividad de ALDH en cerebro entero en respuesta a la administracién central de CIAN (0,3
mg i.c.v.). A) animales que consumieron ETOH B) sus contrapartes noETOH. *indica diferencias entre el
grupo C y el grupo Pb inyectado con VEH en *#<0,05; #indica diferencias entre el grupo C-VEH y los
grupos C-CIAN en ##p <0,01.

Actividad enzimdtica de catalasa:

En la figura 71A), se representa la actividad enzimitica de CAT en sangre en los
animales que estuvieron sometidos al esquema de ingesta de ETOH, mientras que en la
figura 71B) se representan los datos de sus contrapartes noETOH. Como se informé
anteriormente y reproduciendo estos datos se observa un efecto significativo de la variable
de grupo: F(1,47)=35,93, p<0,001), lo cual evidencia una mayor actividad de CAT en
sangre en los animales expuestos perinatalmente con Pb independientemente del
tratamiento de la droga, en tanto que no se observaron diferencias en los grupos que no
consumieron ETOH en cualquier condicién. En el higado, se observé una mayor

actividad de CAT en el grupo de 35 dias de edad en animales expuestos al Pb en
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comparacién con los C (C = 21,31 + 7,28, Pb = 96,70 = 20,97 mol H,O,
descompuesto/mg de proteina/min: n = 4 para cada grupo) tal como lo demuestra el
analisis del ANOVA de una sola via: F(1,13)=9,70; p<0,05. En la edad adulta, y aunque
una interaccién de tratamiento x grupo reveld una diferencia significativa en los animales
que consumieron ETOH: F(1,15)=5,51; p<0,05) cuando se efectué la prueba de Tuckey
no se observaron diferencias al igual que en los animales que no consumieron ETOH.

Por otra parte, en la figura 72 se puede observar que la administracién sistémica de
CIAN no fue capaz de inhibir o modificar la actividad cerebral de CAT, como asi
tampoco la actividad de la enzima ante la administracién i.cv. de 0,3 mg,
independientemente de si el animal ha consumido ETOH o no.

En la tabla 7 puede observarse la actividad enzimdtica de CAT en aéreas
cerebrales como consecuencia de la administracién periférica de CIAN. No se revelan
diferencias significativas en ninguna regién excepto en el nicleo accumbens (tratamiento:
F(1,9)=5,73; p<0,05) y en corteza (grupo: p<0,05, y tratamiento: p<0,05) de animales que
no han consumido ETOH tras la administracion sistémica de CIAN. En la misma tabla
se muestran los datos para los animales que consumieron o no ETOH, y que fueron
microinfundidos con CIAN en i.c.v. El anilisis estadistico revel6 una interaccién
significativa en el nicleo accumbens de la variable tratamiento: F(1,45)=12,30; »<0,001y
de la interaccién grupo x tratamiento: F(3,45)=3,18; p<0,05. Por otra parte, se evidencia
un efecto de tratamiento: F(3,47)=4,48; p<0,05 en el cuerpo estriado y el cerebelo:
F(3,43)=3,27; p<0,05 de los animales que consumieron ETOH, mientras que en
hipocampo se encontraron diferencias en grupo, tratamiento y su interaccién (p<0,01 cada
uno). En el caso de sus contrapartes no ETOH, se evidenci6 una diferencia significativa
en la interaccién grupo x tratamiento en cuerpo estriado: F(1,21)=10,58, p<0,01 y no se
encontré un efecto significativo del tratamiento en todas las demds 4reas, excepto el

nucleo accumbens (p<0,05).
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Figura 71: Actividad de CAT expresada en mmolH,O /min/mg proteina en respuesta a la administracién
sistémica de CIAN (25mg/kg). A) sangre en animales que han consumido ETOH y B) en sus contrapartes
noETOH. C) higado en animales que han consumido ETOH y D) en sus contrapartes noETOH. Sangre:
* indica diferencias entre los grupos C y Pb independientemente del tratamiento con™* p<0,001

selectivamente en los animales que han consumido etanol. Higado: no se observaron diferencias en ambos

grupos ni en el tratamiento ni en la condicién de consumo.
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Figura 72: Actividad de CAT en cerebro entero expresado en en mmolH,0y/min/mg proteina: (A) en
respuesta a la administracion sistémica de CIAN (25 mg/kg) en animales que consumieron ETOH y (B) en
sus contrapartes noETOH. (C) en respuesta a la administracion central de CIAN (0,3 mg i.cv.) en

animales que han consumido ETOH y (D) en sus contrapartes noETOH. No se observaron diferencias en

ninguna condicién.
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Discusién

Los resultados obtenidos aportan nuevas evidencias relacionadas a los efectos
opuestos que desencadena la acumulacién de ACD como consecuencia de la inhibicién
de la ALDH2 por el tratamiento con CIAN ya sea administrada a nivel sistémico o
central, induciendo cambios en los patrones de ingesta de ETOH tanto de C como de
animales expuestos al Pb. Los resultados demostraron que la administracién i.p. de CIAN
fue capaz de inhibir significativamente la actividad hepitica de ALDH?2, con la
consecuente acumulacién periférica de ACD lo cual se produjo en paralelo con una
marcada disminucién del consumo voluntario de ETOH en animales expuestos al Pb y de
la hiperlocomocién observada luego de la sesién de ingesta en estos animales. De manera
interesante, en contraposicién a lo observado con la administracién periférica, la
microinfusién de CIAN a nivel central indujo la inhibicién de ALDH2 cerebral que
presupone la acumulacién de ACD que seria responsable del aumento de la ingesta de
ETOH asi como de la actividad locomotora en animales C y que en los animales
expuestos a Pb se evidencié una tendencia en ambas conductas. Es importante recordar
que los resultados observados en la actividad locomotora, reflejan el efecto que produce la
administracién de CIAN sobre el consumo voluntario de ETOH.

Estos datos destacan, en primer lugar la importancia de tomar en consideracién el
metabolismo oxidativo del ETOH en las conductas motivacionales y estimulantes
asociadas al mismo. En segundo lugar, la relevancia de diferenciar los efectos producidos
por la acumulacién de ACD a nivel periférico (asociado con los efectos aversivos) y a nivel
central (asociado con los efectos reforzantes). Y en tercer lugar, la importancia de los
efectos del Pb durante el desarrollo en la iniciacién del consumo de ETOH.

Como se ha mencionado anteriormente, el ACD  ha sido cldsicamente
considerado un compuesto con propiedades téxicas y aversivas, por lo que su acumulacién
en sangre es la base de las terapias farmacolégicas contra el alcoholismo que utilizan
drogas como el disulfiram y la CIAN. A nivel poblacional se ha observado en los
individuos asidticos que presentan una forma ineficiente ALDH2*2, que conlleva a una
acumulacién periférica de este compuesto y a una serie de sintomas aversivos. En modelos
animales se ha demostrado que la acumulacién periférica de ACD es capaz de producir
efectos depresivos y sedativos, manifestindose como una disminucién de la actividad
locomotora inducida por ETOH y como una supresién del consumo voluntario del
mismo (Escarabajal y cols, 2002; Sanchis Segura y cols, 1999a; Tambour y cols, 2007). Se

ha demostrado en correlacién con estos resultados que la administracién de un adenovirus
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antisentido de ALDH2, fue capaz de producir una reduccién sustancial en el consumo
voluntario de ETOH en concordancia con una disminucién de la actividad en higado de
ALDH2, asociado con un incremento en los niveles circulantes de ACD en plasma
(Garver y cols, 2001; Ocaranza y cols, 2008). Sin embargo, se observé un efecto similar
cuando se administré a nivel de ATV un vector lentiviral que codificaba para la enzima
ALDH incrementando la habilidad de esta drea de degradar el ACD, produciendo por lo
tanto un incremento de la actividad de la enzima y una disminucién de los niveles de
ACD centrales evidenciando una marcada disminucién del consumo de ETOH (80-
95%), en animales naive (Karahanian y cols, 2014). Lo mismo se observé cuando se
infundié en esta drea un vector lentiviral shRNA anticatalasa, que llevo a una disminucién
del consumo voluntario de ETOH asociado en este caso a una disminucién en la
produccién de ACD central (Karahanian y cols, 2011). Por lo tanto, puede evidenciarse
que se observan resultados diferenciales y opuestos a nivel central y periférico con respecto
a la generacién y eliminacién del ACD.

Es importante considerar que algunas evidencias demuestran que cuando los
niveles de ACD en sangre son demasiado altos, o cuando la barrera metabdlica que
representa ALDH en la microvasculatura cerebral es ineficiente o se inhibe, se produce el
ingreso de ACD hacia el SNC (Tabakoft y cols, 1976; Montén y cols, 1995). Por lo
tanto, existe la posibilidad de que como consecuencia de la administracién i.p. de CIAN,
los niveles de ACD acumulados en la periférica puedan ser capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica. Se ha demostrado por la técnica de microdiélisis que se produce una
acumulacién de ACD central tras la administracién sistémica de CIAN, como
consecuencia de la penetracién del ACD proveniente de la periferia, o quizds como
consecuencia de la inhibicién local de ALDH cerebral (Jamal y cols, 2003b, 2007).

Sin embargo, en el modelo experimental de exposicién a Pb usado en esta tesis, en
el que la administracién i.p. de CIAN con la consecuente inhibicién de la ALHD?2
hepitica fue capaz de suprimir el alto consumo de ETOH, es muy probable que los
efectos aversivos periféricos del ACD enmascaren los efectos reforzantes centrales y como
consecuencia conduzcan a una dréstica reduccién de la ingesta de ETOH en los animales
expuestos a Pb. La ausencia de tal efecto en los animales C, a pesar de que la enzima fue
inhibida puede ser consecuencia de los reducidos valores de ingesta de ETOH, lo cual se
asemeja a lo observado en sujetos humanos que no son alcohdlicos. Los resultados
obtenidos aqui como consecuencia de la administracién i.p. de CIAN, concuerdan con los

obtenidos por Sinclair y cols, 1980 en donde la administracién de CIAN (200 o 40 mg/kg
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de alimento) redujo la ingesta de ETOH y la actividad locomotora inducida por ETOH
(Escarabajal y cols, 2002; Sanchis-Segura y cols, 1999a y Tambour y cols, 2007).

Por otra parte, contrastan los efectos producidos por la administracién sistémica
de CIAN con los obtenidos tras la administracién central de la droga, en donde por el
contrario se observa un incremento de la ingesta de ETOH y de la actividad locomotora
luego de la sesién de consumo, efecto que es muy evidente en los animales C y una
marcada tendencia en los animales expuestos a Pb. Algunos autores, entre ellos Sanchis-
Segura (Sanchis-Segura y cols, 1999) sostienen que los efectos observados a nivel central
se producirian por el efecto de la inhibicién de la CIAN sobre la actividad de CAT. Sin
embargo en nuestro estudio CIAN se administré 30 min antes de la disponibilidad de
ETOH, se ha demostrado que cuando se incuban juntos (ETOH y CIAN) o en un
tiempo breve uno de otro, la actividad peroxidica de CAT que puede ser inhibida por
CIAN es protegida por la administracién de ETOH (DeMaster et al, 1985; Cederbaum
y Dicker, 1985). Lo cual se evidencia en la medicién de la actividad de CAT que no
presenté modificaciones en higado, en cerebro entero ni en las aéreas cerebrales (ver
seccién de resultados).

Es importante destacar que, tal como lo demuestra la figura 69 B-C, la
administracién sistémica de CIAN afecté principalmente la actividad de la ALDH2
presente en el higado, mientras que la actividad de ALDH2 de cerebro no fue modificada
por esta administracién periférica (figura 69 D-E ), lo que demostraria que CIAN no
atravesaria la barrera hematoencefilica. Por lo tanto, bajo estas condiciones, podemos
deducir que en nuestro trabajo la inhibicién de ALDH?2 con la consecuente acumulacién
de ACD se produjo de manera local tanto en el cerebro como en el higado.

Asi como se ha demostrado que la acumulacién periférica de ACD produce
efectos aversivos, en contraposicién y cuando el ACD es administrado ya sea i.c.v (Correa
y cols, 2003), en la sustancia negra (Arizzi-La France y cols, 2006), intra VTA (Sanchez-
Cataldn y cols, 2005) o en el nucleo arcuato hipotaldmico (Pastor y Aragén 2008; Correa
y cols, 2009), produce un incremento de la actividad locomotora, del consumo voluntario
de ETOH, de la autoadministracién y condicionamiento asociado a un sitio. Mientras
que en el cerebro la inactivacién de ACD disminuye el consumo de ETOH (Font y cols,
2006), estas evidencias apoyarfan la idea de que el ACD es un metabolito centralmente
activo del ETOH (Amit y cols, 1980; Aragén y cols, 1986; Sanchis y Aragén 2007), y
proporciona una prueba mds a la hipétesis de que ETOH serfa un profirmaco que

ejerceria sus efectos mediante este metabolito (Quertermont y cols, 2005).
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Por lo tanto, podemos concluir que ya sea la sobreactivacién de CAT (resultados
que se mostraron en el capitulo II) o la inactivacién de ALDH2 a nivel cerebral, que
producen un incremento cerebral de ACD (el presente capitulo) provocan una mayor
ingesta de ETOH y una hiperlocomocién posterior como resultado de este incremento en
el consumo. Sin embargo, en el caso de la administracién CIAN la reduccién de la
actividad ALDH2 y el incremento del consumo de ETOH seguido de una
hiperlocomocién, se observo marcadamente en los animales ¢ mientras que los efectos
fueron menos evidentes en el grupo de animales que ya contaba con una historia previa de
consumo elevado de ETOH. No obstante, la actividad ALDH?2 cerebral sélo se redujo en
el grupo C cuando CIAN fue microinfundida en el SNC (en todas las dosis estudiadas),
resultado que explicaria la elevacién en la ingesta de ETOH vy la hiperlocomocién en los
animales C con respecto a los del grupo Pb. Por el contrario, la administracién sistémica
de CIAN redujo significativamente la ingesta de ETOH selectivamente en animales
expuestos a Pb llegando a un nivel similar a los C, efecto asociado a una disminucién de la
actividad de ALDH?2 en higado en ambos grupos. Al respecto, se ha reportado que la
actividad de ALDH cerebral, mas que la hepitica, se correlacionaria mejor con el
consumo voluntario de ETOH (Amity cols, 1978).

En conclusién, cuando CIAN es administrada sistémicamente, con la consecuente
inhibicién preferencial de la ALDH2 hepitica lo que conlleva a una acumulacién
periférica de ACD, se evidencia una disminucién del consumo y de la actividad
locomotora de los animales expuestos al Pb. Al respecto, hemos postulado que esta
acumulacién periférica de ACD, serfa el principal responsable de estos efectos aversivos.
Si bien algunos autores, sostienen que este efecto se produciria mas por una inhibicién de
CAT central, al respecto hemos demostrado que la actividad de la enzima no se encuentra
modificada ni en higado ni en cerebro luego de la administracién de CIAN. Por otra
parte, a pesar de que la actividad tanto de CAT como de ALDH2 cerebral no se
encuentra modificada y como consecuencia de la ausencia de medicién de los niveles de
ACD central no podemos concluir que éstos no se encuentren incrementados. Sin
embargo, luego de la administracién central de la droga que evita los efectos aversivos
periféricos, observamos los efectos estimulantes del ACD a nivel central, con el
consecuente incremento de la actividad de la ALDH2 cerebral como del consumo
voluntario de ETOH y de la locomocién. Por lo que quizis la administracién sistémica de
CIAN, que conlleva a una acumulacién periférica de ACD, con sus consecuentes efectos

supresores sobre el consumo podria estar enmascarando los efectos estimulantes del ACD
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en caso de que se produzca un incremento a nivel central. Estos efectos estimulantes
fueron evidenciados tras la administracién i.c.v. de la droga. De esta manera, podemos
observar, cémo este balance entre los niveles de ACD formado en la periferia y a nivel
central podria estar determinando y ser responsable de la cantidad de ETOH consumido

(y de los efectos estimulantes del mismo).

Conclusion parcial: La inhibicion de ALDH?2 (y por lo tanto la acumulacion de
ACD de manera indirecta) fue capaz de modificar el patron de consumo voluntario
y la actividad locomotora. Cuando la inhibicion se realizé a través de la
administracion sistémica de CIAN, el consumo woluntario de ETOH fue
suprimido en el grupo expuesto a Pb. Mientras que cuando se administro CLAN
intracerebralmente, se observd un incremento del consumo en ambos grupos

(principalmente en el grupo C).

211



Cerebelo

Corteza Frontal

Hipocampo

Estriado

Hipotalamo

N. Accumbens

Pb

Pb

17,55 + 2,59)

16,12 + 6,84(»

7.94 +5,38()

7,73 + 3,502

5,41 + 0,89

12,39 + 3,545

9,27 +5.06(3)

6,77 + 2,573

0,00 +0,00@)

12,56 + 5,94()

16,18 + 12,003

10,24 + 6,99(3)

CIAN i.p.

3,41 +1,18()

9,23 + 0,98

14,21 + 4,84

9,29 + 4,585)

9,74 + 2,006)

11,32 + 3,06(7)

3,34 +2,00(3)

6,83 +1,54(3)

6,26 + 3,00

8,77 + 6,43

6,38 + 1,600

24,46 + 7,633

10,74 + 2,27(s)

7,73 +0,72()

6,91 + 4,913

5,10 + 3,302

3,24 + 0,94(s)

4,66 + 1,43(5)

4,28 + 2,140

4,14 + 2513

9,11 + 3,760

0,00 + 0,002

13,67 + 8,34(2

3,84 +0,12(2

CIAN i.c.v.

9,58 + 2,74()

13,70 + 6,883)

0,00 + ----q

6,62 + 0,772

2,40 +1,03(5)

6,81 + 1,066

8,74 + --—--(

19,97 + -

7,38 +1,95(3)

16,70 + 0,212

3,31+ -

5,78 +1,18(2

noETOH

SAL

14,18 + 4,22

29,72 +9.100)°

2,20 +1,57@)

12,47 + 6,500

9,59 + 2,70(s)

13,98 + 4,50()

4,02 + ----()

0,00 + ----()

14,95 + 6,93(5)

20,21 + 5,442

8,68 + ---—-(1)

2,78 + 0,66(3)

CIAN i.p.

6,11 + 3,22(3)

6,10 + 0,906)

26,18 + 1,632

4,31 +2,25@)

6,78 +2,70(s)

2,66 +1,20¢)

2,73 +1,38()

6,31 + 2,520

1,18 +0,7103

4,93 + 3,15(3)

9,28 +3,530)

8,57 +3,000)

18,74 + 1,77@)

16,78 + 5,431

13,69 + 3,25¢2

2,73 + (1)

7,81 +781@3°

27,06 + 8,45(3

5,21 + 2,53

247 + -

- k()

- d ()

5,20 + 2,612

14,76 + 9,85(2

CIAN i.c.v.

5,13 + 1,370) )

8,10 +0,896)

~N
22,76 + 0,00(1

6,06 + ----1) _/

5,37 + 1,885 )

6,32 +2,43) D

11,52 + 2,06(2)

8,60 + -
,ou ¥ € D

5,68 + 1,641 )

5,39 + ----( y
@)
pa e OR

Tabla 6: Actividad de ALDH cerebral expresada en nmol NADH/min/mg de proteina. Los nimeros entre paréntesis indican el nimero de animales por grupo.

* en cerebelo, del grupo ETOH Pb-SAL es significativamente diferente (p< 0.01) comparado con todos los otros grupos. * hipocampo, del grupo noETOH Cy Pb VEH

son significativamente diferentes (p<0.05) del grupo injectado con CIAN.
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Tabla 7: Actividad cerebral de CAT expresada como mmol H,O,/ml/mg de proteina. Los nimeros entre paréntesis indican el nimero de animales por grupo.

Corteza frontal, hipocampo y Nac de los grupos noETOH-SAL son diferentes a *p< 0.05 y en cerebelo a bp< 0.01 comparados con los animales injectados con CIAN

i.p.. Corteza frontal de los animales expuestos a Pb son diferentes del grupo C a “p< 0.05. Estriado en el grupo Pb-CIAN i.c.v. es significativamente diferente a ‘p< 0.05

comparado con los otros grupos.
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CONCLUSIONES FINALES

Las evidencias presentadas en este trabajo de tesis permiten concluir la existencia
de una impronta que se produce en los animales como consecuencia de la exposicién a
Pb durante el desarrollo, lo cual en etapas posteriores de la vida podria ser condicionante
para la reactividad de estos animales frente a determinadas situaciones relacionadas a
conductas adictivas, como el inicio del consumo voluntario de ETOH. Uno de los
factores determinantes de esta interrelacidn, es la actividad enzimatica y la expresién de
CAT y, por consiguiente, la acumulacién de ACD en determinadas aéreas relacionadas
con estas conductas. Por lo tanto, esta tesis aporta evidencias de la existencia de una
estrecha relacién entre la exposicién a Pb durante la edad temprana, la actividad de
CAT/ acumulacién de ACD y el consumo voluntario de ETOH.

En nuestro trabajo pudimos observar (seccién II) que los animales expuestos a
Pb presentan, a los 35 dias de edad, una mayor actividad eritrocitaria basal de CAT en
relacién a sus respectivos controles, la cual se encuentra potenciada tras el esquema de
consumo voluntario de ETOH, situacién que no se evidencié en animales que no han
consumido la droga. De manera similar, observamos que la actividad cerebral de CAT
se correlaciondé positivamente con el consumo voluntario de ETOH, lo cual no se
observé en la actividad hepatica de CAT (secciones II y III). Relacionado a esto, el
tratamiento tanto con un inhibidor de la actividad de la enzima (AT) como asi también
con un vector shRNA antiCAT (que inhibe de manera especifica la sintesis de ARN de
la proteina CAT- seccién IV-), fue capaz de revertir el mayor consumo observado en
ratas expuestas a Pb. Lo opuesto ocurrié con la sobreactivacién de la enzima (con
3NPA) en donde, de manera interesante, se produjo un incremento no sélo en el grupo
expuesto a Pb que presenté una historia previa de consumo elevado de ETOH, sino
también en el grupo control que no la evidencié (seccién II). En consecuencia, se podria
concluir que la actividad de CAT estaria determinando los niveles de ingesta de ETOH.

En relacién al abordaje de la actividad de la enzima ALDH2, se ha demostrado
que CIAN ejerce una inhibicién preferencial sobre la ALDH hepitica en relacién a la
cerebral, tal como se evidencia en nuestro trabajo con la administracién sistémica de la
droga al disminuir la actividad de ALDH hepitica sin afectar la ALDH cerebral
(seccién VI). Como consecuencia de esto, se observé una disminucién del consumo de

ETOH (sélo en el grupo expuesto a Pb), lo cual podria asociarse indirectamente a una
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acumulacién periférica de ACD en el grupo que evidencié un consumo excesivo de la
droga. Lo opuesto observamos al administrar CIAN intracerebralmente, en donde la
inhibicién de la ALDH cerebral indujo un incremento del consumo voluntario en
ambos grupos, aunque en mayor medida en el grupo control, resultados que pueden ser
complementados con la medicién de los niveles cerebrales de ACD.

Asi, a partir de los resultados presentados en este trabajo de tesis, la
manipulacién de los sistemas enzimdticos involucrados en la oxidacién del ETOH,
permitirian afirmar no sélo la existencia e importancia de su metabolismo a nivel central
sino también del papel del ACD como uno de los principales responsables de los efectos
motivacionales de ETOH. Al respecto, los sistemas enzimaticos implicados tanto en la
formacién como la degradacién del ACD (CAT cerebral responsable de la generacién
de la mayor parte del ACD a nivel central y ALDH responsable de la degradacién de
ACD a nivel central como periférico) son decisivos para la expresién conductual de las
acciones psicofarmacoldgicas del ETOH.

Por otra parte, se ha demostrado que existe una distribucién diferencial de CAT
en cerebro en ciertas estructuras. Esto fue evidenciado a través de los resultados de
inmunohistoquimica de esta tesis (Seccién III), en los que reportamos un patrén de
expresién diferencial de acuerdo a la edad postnatal, de acuerdo al tratamiento perinatal
(Control vs Pb), a la condicién de consumo de ETOH (ETOH vs noETOH) y al
tratamiento farmacoldgico (especialmente observado con AT). Esto sugiere que el ACD
formado a través de CAT se acumularia en ciertas estructuras donde ésta se encuentra
en mayor abundancia, lo cual sugiere que si bien los niveles de ACD en cerebro son
bajos en comparacién con los hepdticos, sean suficientes para activar la maquinaria
neuronal responsable de los efectos farmacolégicos del ETOH.

Demostramos ademds que los animales expuestos a Pb presentan una mayor
autoadministracién de ETOH en comparacién con los controles. Los resultados
obtenidos con el paradigma de conducta operante aportan evidencias que apoyan la
nocién de que los animales expuestos al Pb presentan una mayor susceptibilidad a las
propiedades motivacionales de ETOH. Estos resultados reproducen los obtenidos en el
consumo de ETOH, evidencidndose en ambos paradigmas una mayor
autoadministracién de ETOH de los animales expuestos a Pb en relacién con los

controles (seccién V), lo cual reflejaria una aumentada vulnerabilidad a las propiedades

adictivas de ETOH.
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En resumen, los resultados obtenidos de este trabajo de tesis doctoral, proveen
evidencias que apoyan la idea de que en la oxidacién central del ETOH a través de
CAT, tendria un rol preponderante en la formacién central de ACD, que estaria
actuando como predictor/modulador de la ingesta de ETOH en ratas expuestas
perinatalmente a dosis de Pb que no producen manifestaciones subclinicas detectables.
En este modelo, la enzima ALDH también desempefaria un papel fundamental al estar
implicada en la degradacién de ACD. Estos datos permitirian deducir que la presencia
de Pb a nivel cerebral al principio de las pruebas, la iniciacién del consumo en la
adolescencia, o la huella neurotéxica causada por la exposicién al metal durante el
desarrollo, podrian ser responsables de alteraciones permanentes relacionadas con los
patrones de consumo del ETOH.

Podemos concluir entonces que la exposicién al Pb fue capaz de modificar los
efectos farmacoldgicos del ETOH, resultando las alteraciones encontradas en estos
animales con niveles sanguineos de Pb en donde no observan manifestaciones clinicas
evidentes de la exposicién (tanto en madres y crias como en animales adultos) y que se
encuentran cercanos a los limites considerados como seguros por los CDC (seccién 1), lo
cual le otorga una perspectiva clinica a nuestro modelo. Asi, estos resultados proveen
evidencias adicionales sobre la relevancia de la exposicién a Pb durante el desarrollo en
el impacto frente a situaciones o eventos desafiantes en el futuro del individuo que
condicionaran su capacidad para afrontarlos y serin determinantes en las respuestas
adaptativas a largo plazo. Concretamente, en este trabajo hemos abordado como las
bases neurales de la adiccién a ETOH y sus manifestaciones conductuales pueden ser
moldeadas por la exposicién temprana a Pb, un contaminante ambiental que ain hoy, y
luego de numerosas politicas de regulacién, sigue ejerciendo efectos neurotéxicos

durante el desarrollo.
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