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RESUMEN

A partir de los años 60s se creó una subdisciplina dentro de la Teratología llamada Neuroteratología

Funcional o de la Conducta. Ésta estudia especificamente las anomalías comportamentales que

persisten a través de la vida del individuo que fue expuesto a agentes químicos neurotóxicos durante

el neurodesarrollo. Pese a que en los últimos 30 años se han acumulado numerosas pruebas en

modelos animales experimentales y estudios longitudinales y relevamientos epidemiólogicos en

humanos acerca del potencial neuroteratogénico funcional de muchos agentes químicos de consumo

humano rutinario, son sumamente escasos los grupos de investigación que trabajan en el diseño de

estrategias terapéuticas para revertir este tipo neurotoxicidad. En esta tesis se reportan los resultados

dela aplicación de 3 aproximaciones experimentales distintas probadas en el modelo animal rata. En

todas las estrategias terapéuticas ensayadas la evaluación de los cambios comportamentales

inducidos se realizó a posteriori de los tratamientos farmacológicos o ambientales con el Test de

Entrenamiento (.‘ircular (TEC), el cual fire desarrollado previamente en nuestro laboratorio y

validado para el estudio durante el desarrollo postnatal de alteraciones de conducta inducidas a nivel

perinatal. Primero, modificamos las condiciones ambientales de cn’adurante la pubertad para revertir

las alteraciones persistentes -motoras y asociativo-espaciales- inducidas por exposición al

psicofánnaco Haloperidol (HAL) durante la lactancia. En segunda instancia, aprovechando los

efectos dependientes de pen’odo de desarrollo que tiene el mismo HAL, administramos esta droga

durante la lactancia para corregir la neuroteratología motora inducida con la exposición al mismo

agente durante la gestación. El mismo abordaje fue realizado en otra serie de experimentos con la

droga anticonvulsivante Difenilhidantoina (DFH). Aunque las alteraciones motoras que esta droga

induce luego de la exposición prenatal no pudieron ser atenuadas con la administración postnatal, sí

pudo observarse una corrección de la neuroteratología del comportamiento espacial. Por último, se

trabajó con el Factor de Crecimiento Nervioso. Con este agente pudimos modificar un período

crítico de plasticidad sináptica dependiente de actividad fisiológica que aparece en el núcleo estriado

sólo durante la quinta semana de vida. La posibilidad de modular la calidad y la duración de ciertas

propiedades plásticas del cerebro durante el desarrollo es un punto de partida para diseñar nuevas

estrategias terapéuticas con fármacos, como ha sido ya demostrado en el caso de la maduración de la

vía visual. En forma integral, los experimentos presentados confirman la utilidad del test TEC para

evaluar con sensibilidad las alteraciones funcionales inducidas en modelos experimentales de

Neuroteratología de Conducta. El TEC aparece también útil para determinar el éxito o el fracaso en

la examinación de diferentes estrategias terapéuticas para este tipo de disfimciones.



SUMMARY

In the sixty's was developed a new field born from Teratology which was named Behavioral or

I'imclional Neuroteratology. That is devoted to the study of endun'ng behavioral anomalies present

through the life of an individual afier be exposed to neurotoxic chemical agents dun'ng

neurodevelopment. In the last 30 years it was growing a great body of evidence in experimental

animals models, longitudinal follow-ups and epidemiological surveys in humans about the potential

risk on human consumption of functional neuroteratogens for brain maturation. Yet, there is an

scarcity of research groups working in animal models related to the design of therapeutical strategies

to revert this type of developmental neurotoxicity. In this doctoral thesis are reported the results of

the application of three experimental approachs working with the rat. For all strategies, the

evaluation of behavioral changes induced during the experiments was performed at different times

afier treatments submitting the animals to the Circling Training Test (CT) which was developed in

our laboratory and validated to study alterations of the natural pattem of brain maturation. First of

all, we modify the rean'ng-housing environmental conditions dun'ng infancy to revert the motor and

spatial-associative alterations previously induced by exposure to the psychoactive drug Haloperidol

(HAL) during lactation. Second, we take advantage of those HAL effects dependent on period of

exposure during development. So, we administered this drug dun'ng lactation to recover the motor

deficits induced with the same agent by exposing rats during gestation. The same approach was

applied in other series of experiments working with the anticonvulsant drug Diphenylhydantoin

(DPH). We had a partial success in this case. At last, we use the Nerve Growth Factor, a prototypic

neurotrophin. With this agent we could modulate a critical period of activity-dependent synaptic

plasticity in rat striatum that norrnally appears exclusiver around the fifih week of life. The

modification during development of the quality and extent of the brain plastic properties opens the

way to design new pharmacological treatments for developmental alterations. Certainly, it is that

happened for the visual model of plasticity, and we detect some analogies in the reported plastic

responses to NGF in this cortical system and our striatal model. Altoghether, the present experiments

confirm the value of the TEC to evaluate with sensitivity induced functional alterations in animal

models of Behavioral Neuroteratology. Besides, the TEC appears also a good option to determine

the success or failure in examining several therapeutical strategies for this type of dissability.
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INTRODUCCION 1

l. INTRODUCCION

En esta introducción se plantea una secuencia de datos que intentan llegar a una explicación

alternativa sobre porque los mecanismos que permiten que el SNC madure son sensibles a los agentes

químicos de exposición humana frecuente. Simultáneamente, se trata de resumir las variables intra- e

interindividuales principales que determinan la presencia o ausencia de neuroteratología funcional en el

individuo adulto, luego de haber sido expuesto a potenciales neuroteratógenos durante la gestación, el

período postnatal temprano y/o la infancia.

Luego, se compara las expectativas teóricas sobre la incidencia de neuroteratología funcional en

humanos luego de analizar los trabajos sobre modelos animales experimentales y la realidad, a juzgar

por los pocos estudios longitudinales en humanos expuestos a drogas neuroactivas durante el

desarrollo, lo cual permite proponer cual es la relevancia actual del tema en la Salud Pública.

Simultáneamente, se presenta una aproximación al grado de urgencia para poner a punto y probar

modelos animales de terapéutica para las alteraciones permanentes de conducta inducidas por el

contacto con agentes químicos durante los períodos críticos de vulnerabilidad del Sistema Nervioso

Central (SNC) inmaduro.

1.1. LA COMPLEJIDAD DEL NEURODESARROLLO

PERIODO DE CONTINUA Y PROFUNDA TRANSICION

ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Durante el desarrollo prenatal y postnatal temprano de organos y sistemas una serie de programas

complejos de cambios, ordenados en tiempo y espacio, deben ocurrir para que el individuo en

formación pueda alcanzar sus propiedades estructurales y funcionales adultas. Este programa incluye

ciertas generalidades que se cumplen ya sea en areas internas o superficiales del cuerpo, y que se

pueden sintetizar como cuatro etapas parcialmente superpuestas: i) compromiso para ser un area



específica del organismo, ii) diferenciación fenotípica estructural y funcional básica, iii) crecimiento, y

iv) ajustes fiincionales dependientes de experiencias.

Desde un punto de vista embriológico y ontogenético se puede representar esta síntesis de la siguiente

forma:

Fecundación —)Blastulación —>Gastrulación —)OrganogénesisP l
MORFOGENESIS

U

Citodiferenciación -) Desarrollo postnatal postnatal

temprano —> tardío

i i
DIFERENCIACION ESPECIALIZACION

z N i

ESTRUCTURAL —>FUNCIONAL BASICA —>AJUSTES FINOS

El cuadro precendente involucra a una serie de modificaciones interdependienles de los distintos

elementos de la bioquímica del individuo.

Este cuadro es válido para todos los órganos y sistemas de los mamíferos. El SNC no es la excepción.

Por el contrario, cambios estructurales o neuroquímicos sutiles en el patrón de desarrollo del mismo,

que de ocurrir en otros areas del individuo no implicarían a posteriori deficiencias evidentes, en el

SNC pueden representar un discapcidad funcional evidente y permanente.

La mencionada interrelación y/o interdependencia entre distintos tejidos del individuo y los cambios

temporo-espaciales asociados a la diferenciación y el desarrollo implica, por ejemplo, que el entorno

hormonal de un individuo macho no induzca exactamente los mismos efectos sobre la morfogénesis y

diferenciación de órganos y tejidos que el de la hembra. En el caso del SNC, que es el principal interés

de esta tesis, la presencia cualitativa y cuantitativa de metabolitos, mecanismos y estructuras

participantes de la diferenciación y desarrollo presentan, en muchos casos, dimorfismo sexual, lo cual
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a su vez produce diferencias en la maduración para cada sexo y la respuesta funcional en condiciones

fisiológicas y luego de desafios farmacológicos, como ha sido ya demostrado en la rata (Miller, 1983;

Shughrue & Dorsa, 1993; Diana et al., 1993). Este simple ejemplo sirve para expresar sólo una de las

distintas fuentes de variabilidad de la ontogénesis de mamíferos.

A continuación se presentan algunas fuentes de variabilidad intra- e interindividual existentes

durante el programa de maduración funcional del SNC.

COMO SE ALCANZA LA FUNCION NERVIOSA ADULTA

CON AMPLIA CAPACIDAD ADAPTATIVA

Durante el neurodesarrollo prenatal, se puede observar como cada región tiene su propio patrón de

origen neuronal, aunque los patrones neurogenéticos de areas funcionalmente acopladas son -en no

pocos casos- coincidentes. El gráfico que sigue se construyó a partir de distintos reportes (Rodier,

1977; Van Vulpen & van der Kooy, 1998) sobre estudios de los patrones neurogenéticos en rata

(comparar SN vs NE, nucleos morfológica y funcionalmente relacionados, y CER vs NE, nucleos sin

acoplamiento estructural directo). Aunque ciertamente no es la regla, se pueden encontrar algunos

casos sobre la dependencia de la maduración de un area del desarrollo de otra que está estrechamente

relacionada a la pn'mera.

I-flPOCAMPO (HIP)

NUCLEO ESTRIADO (NE)

SUSTANCIA NIGRA" (SN)

_CER_ CEREBELO (CER)
-CER­11131517192113 5 7 9

fl
GESTACION NACIMIENTO LACTANCIA

FIGURA l. PATRONES NEUROGENETICOS EN DISTINTAS AREAS DEL SNC



Además, se ha demostrado que la cantidad de neuronas por unidad de area cerebral al final del

desarrollo perinatal está estrechamente ligada a la densidad neuronal del individuo adulto (ver ejemplo

cortical en ref. Finlay & Slaterry, 1983).

Por otro lado, en el SNC de mamíferos cada uno de los sistemas de neurotransmisión modifica su

respuesta a un estímulo fisico o agente químico neuroactivo especifico, endógeno o exógeno, en

fiJnción de su madurez. A partir de un detegminado estadío prenatal de compromiso y diferenciación

neuronal comienzan a expresarse receptores, canales iónicos, enzimas encargadas de la síntesis de

neurotransmisores, etc.

El patrón de expresión de estos marcadores de fenotipo neuronal varía dentro del SNC desde el

nacimiento hasta el alcance de los valores adultos, y de región a región para cada tipo de receptor (y

dentro de un mismo sistemalde receptores, de subtipo a subtipo).

Esto implica además que un area neural que tenía escasa concentración relativa de un receptor (R

hipotético) en el neonato, puede tener luego un pico máximo de expresión durante el estado adulto

mayor respecto a otra area que durante las primeras semanas de Vidaestaba relativamente enriquecida

en R.

Para mayor claridad de este concepto, en la Fig. 2 se comparan la densidad de sitios de binding al

receptor serotoninérgico 5-HT4 en el NE y la protuberancia (PROT) desde el primer día de vida hasta

la adultez temprana de la rata (Waeber et al, 1996).

Otro paso importante en la obtención de un SNC maduro es la maduración de la comunicación

transneuronal entre un area y sus areas proyectivas. La comunicación directa entre areas se presenta

sólo entre las partes involucradas en un sistema funcional, como podría ser el caso de la comunicación

directa nigroestriatal, circuito subcortical principal del sistema motor.

Hacia el final del neurodesarrollo prenatal del NE, comienzan a llegar las aferencias dopaminérgicas

nigrales. La activación de la enzima fonnadora de AMPc -adem'lato ciclasa (AC)- luego de la unión

de dopamina (DA) al receptor tipo D1 (DIR) en NE, se expresa con mayor o menor potencia según el

estadío de desarrollo postnatal (Fig.3, a apartir de ref. Coyle & Campochiaro, 1976).
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DIFERENCIACION FENOTIPICA NEURONAL
MADURACION POSTNATAL DE SITIOS 5-HT4

120

É 1oo -­
m .

g 80 ..,
fi +PROT: 60-- “NE
(Z EL“

É; 40
_o 20 —­

É
0 l

1 10 90

DIA POSTNATAL (P)

| l l i l

FIGURA 2. PATRONES ONTOGENETICOS DE LA EXPRESION DE SITIOS DE BINDING

SEROTONINERGICOS DURANTE EL DESARROLLO POSTNATAL

Extraído parcialmente a partir de ref. Waeber et al., 1996

NE = núcleo estriado PROT= protuberancia

Además, la interacción de un neurotransmisor con su sistema receptor específico dispara

modificaciones en las conductancias de canales iónicos y/o activa mecanismos de transducción de

señales intracelulares, todo lo cual también presenta variaciones temporo-espaciales a través de la

ontoge'nesis postnatal.

A nivel molecular, un ejemplo particular de como el uso de los distintos mecanismos circuitales puede

modificar la compartimentalización y organización intraneuronal (y así la capacidad de respuesta de la

neurona), es la regulación de la fosforilación del marcador presináptico GAP-43 (Growth Activating

Protein-43) por la PKC (Protein-Kinasa C) a través del cambio de la capacidad de binding de la GAP­

43 a la Calmodulina, luego de la activacion neuronal mediada por receptores colinergico-muscarinicos

(mAchRs) en terminales neuronales (El-Fakahany, 1988). Enfocando el desarrollo podría este podría



ser un ejemplo válido de los mecanismos moleculares de la ontogenia cerebral dado que las proteínas

antedichas han demostrado cumplir un rol en procesos de remodelamiento plástico de terminales

sinápticos durante el neurodesarrollo (Pfenninger et al, 1991).

DIFERENCIACION FENOTIPlCA NEURONAL
MADURACION DE LA RESPUESTA DE LA AC A LA DOPAMINA

AE(pmolAMPc/mg

tel/150seg)

_‘_L

oNáQCDON

15
21

28
DIA POSTNATAL (P) 90

FIGURA 3. PATRON ONTOGENETICO DE MADURACION DE LA FUNCION DE UN

MARCADOR ESTRIATAL ESPECIFICO DURANTE EL DESARROLLO POSTNATAL

"‘AC= adenilato ciclasa

AE= actividad enzimática específica

En este nivel molecular es donde la calidad y cantidad de contactos sinápticos que poseerá el individuo

adulto es seleccionada durante el desarrollo del SNC en respuesta a las cantidades y calidades de

estímulos ambientales fisicoquímicos o sociales.
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Una consecuencia de la maduración de los contactos intemeuronales es que entre areas sinápticamente

conectadas existe intermodulación de la expresión de los distintos parámetros de neurotransmisión:

síntesis y tumover de receptores y neurotransmisores, liberación y uptake de los neurotransmisores,

liberación y uptake de neuropéptidos y factores de crecimiento, etc. Un ejemplo clásico de esta

modulación recíproca es nuevamente la comunicación entre la via colinérgica y la dopaminérgica en el

sistema nigroestriatal durante la actividad y la coordinación motora (Hikosaka, 1991). Las actividades

de las enzimas colina-acetillrany'erasa (ChAT) y Iirosin-hidroxilasa (TH), marcadores de las vías

colinérgica y dopaminérgica respectivamente, se expresan en NE durante el neurodesan‘ollo con un

patrón ontogenético bastante similar (Coyle & Campochiaro, 1976).

En condiciones patológicas o farmacológicas también es posible observar casos de alteraciones

interdependientes. En la etiología de las disfiinciones motoras comunes en la clínica neurológica

humana como el Parkinson y Hungtinton, es posible ver modificaciones dopaminérgicas y colinérgicas

muchas veces en forma interdependiente en distintas etapas del proceso neurodegenerativo (Klawans

& Rubovits, 1972; Ahlskog et al., 1991).

Tambiém se manifiesta la covariación de marcadores de estos sistemas de neurotransrnisión en los

pacientes tratados por largo tiempo con bloqueantes de receptores a DA como el bloqueante de

receptores a dopamina D2R Haloperidol (HAL). No sólo se produce una respuesta de aumento (up

regulation) de estos últimos, sino que .la potenciación posterior del tumover y liberación de DA en NE

produciría mas tarde aumento de receptores colinérgicos de tipo muscarínico (mAchRs) en este núcleo

subcortical (Russi et al., 1993; Dewey et al., 1990).

Aunque en este caso se trata de un reporte hecho con animales adultos sirve como ejemplo de la

interregulación entre areas o poblaciones neuronales funcionalmente relacionadas que posiblemente

comience al finalizar la maduración funcional básica, lo cual en el NE ocurriría al final del primer mes

de vida (Coyle & Campochiaro, 1976).



De este mode-9912110uña primera SimesísseïPi!st decisiva:

A través del neurodesarrollo existe ontogénesis específica para cada area cerebral, para cada

circuito interregional y para cada aspecto funcional. Esto implica que se puede obtener un amplio

rango de respuestas fisiológicas a los agentes propios del medio interno o a factores exógenos, y hasta

se pueden inducir fenómenos totalmente opuestos ante una misma noxa, en distintos momentos del '

neurodesarrollo

La particularidad de mayor significado biológico durante el neurodesarrollo sería que, mientras las

modificaciones inducidas por estímulos fisicos y químicos y la actividad funcional forma el SNC, el

input en el adulto sólo lo transforma y en la mayoría de los casos en forma parcial y/o reversible,

puesto que no induce cambios biológicamente trascendentes y permanentes en el mismo.

Hasta este punto, he tratado de aproximar el grado de complejidad que implica el neurodesanollo.

Esta complejidad se debe a la superposición en condiciones normales de numerosos patrones de

expresión y actividad de marcadores celulares y moleculares, cada uno con su propia dinámica

temporal y eSpacial. También se puede adelantar que las consecuencias de la exposición temprana a

estímulos fisicos o químicos, endógenos o exógenos, sobre la dimensión y organización estructural y

funcional de cada area neural será entonces significativamente variable según el estadío en que se

encuentren el/los blanco/s específico/s del agente. Existen otras variables biológicas que modifican

dichas consecuencias. A continuación se presenta, como ejemplo, una síntesis de la importancia del

metabolismo de agentes exógenos para las alteraciones funcionales potenciales que pueden resultar de

la exposición temprana a una noxa.
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1.2. BIOTRANSFORMACION DE AGENTES EXOGENOS

OTRA VARIABLE DURANTE EL DESARROLLO POSTNATAL

Los factores involucrados en la diferenciación y desarrollo funcional normal del SNC son agentes de

naturaleza química o fisica. También los agentes con capacidad probada o potencial de interferir a

estos programas ontogenéticos son de uno u otro origen. La especificidad de un agente químico en

cuanto a su función viene principlamente asociada a su estructura molecular y, en menor o mayor

grado, al entorno bioquímico que rodea al mismo en cada situación particular. Si una hormona activa

en condiciones fisiológicas un detemtinado cambio histogene'tico, otro factor hormonal que difiere en

un determinado grupo funcional puede producir un efecto totalmente distinto. Y esto ocurre con

cambios moleculares a veces muy sutiles (Goodman & Gilman, 1990).

De este concepto se desprende que el organismo tiene, en teoría, dos alternativas para

. evitar los efectos deletereos de moléculas exógenas para el neurodesarrollo:

cambiar el sistema de recepción y/o interpretación ó modificar la estructura dela molécula

de las señales extracelulares luego de detectarla.

La biotransformación representa a todas las reacciones químicas, enzimáticas y no enzimáticas,

tendientes a modificar la estructura (y así la función biológica) de los agentes químicos que circulan

por el medio interno. Estos mecanismos tienen por ejemplo la misión de neutralizar tóxicos y

derivatizar los principios activos de agentes químicos endógenos o exógenos a formas secundarias que

posean distintas propiedades farmacológicas respecto a la estructura molecular original.

La vitamina A y sus derivaciones al ingresar al organismo son un buen ejemplo. La vit. A en ciertas

dosis y períodos de administración es un reconocido neurotóxico que produce, entre otros efectos,

malformaciones orgánicas cuando el individuo fue expuesto durante la gestación a través del consumo

materno (Saillenfait & Vannier, 1988). En un trabajo de Kochl'iar et al. (1988) se encontró que el

principal metabolito de la vit.A, el ácido relinoico, era 4 veces mas potente en teratogenicidad que el

compuesto químico original, el retina], que es la forma comercializada para terapias vitamínicas.



He elegidos}:th ‘ ltirno ejemplo que _re'S'aJta;el :ol trasciende" ¿cede labiotransforrnacíóngtanto enla

La variabilidad en los sistemas de degradación de anticonceptivos hormonales

esteroideos orales puede incidir críticamente sobre la actividad biológica de los mismos. La falla en la

anticoncepción inducida por hormonas esteroidas aumenta 4 veces en mujeres tratadas en forma

crónica con antiepilépticos debido a la modificación que realizan estas últimas sobre el aparato de '

biotransformación (Shuster, 1996). Estas drogas estimulan a las enzimas encargadas de la

biodegradación de la terapia hormonal. O sea, indirectamente inciden en el destino del embrión:

implante o anticoncepción.

Habiendo presentado el concepto y las implicancias de la biotransformación para la respuesta del

organismo a las variadas fuentes de estímulos químicos (aditivos alimentarios, drogas base y

excipientes de fármacos, pesticidas y otros compuestos agroquimicos, etc.), es necesario remarcar que

la capacidad de respuesta biotransformante también presenta variabilidad biológica intra- e

interindividual y varia a través del desarrollo (ver gráfico en pág. 15).

¡Existen reportes que indican claramente la presencia de patrones de expresión diferencial de los

mecanismos de biotransformación de drogas y xenobióticos a través del desarrollo prenatal y postnatal

(Klinger, 1974, 1982; Markova, 1990). Por ejemplo, Jahn et al. (1993), han reportado que el

tratamiento de ratas con diferentes dosis de CCl4 produce, 24 horas mas tarde, distintas alteraciones

del metabolito citocromo P450 y de las capacidades de peroxidación, en forma dependiente de la

edad de los animales tratados. Para uno de los marcadores de peroxidación evaluados, la inhibición

fue mucho mas pronunciada en ratas de 15 días de edad (P15) que en P60.

Además, exclusivamente en las ratas mas inmaduras, se observó un drástico aumento de la

formación de lipoperóxidos endógenos (evaluados como sustancias reactivas al ácido tiobarbitún'co), y

también mayor deterioro histopatológico hepático que en las ratas adultas jóvenes.
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Otro factor que agrega diferencias en los ¡mecanismosde biotransformación sería la intensidad de la

actividad fisiológica realizada por el individuo durante el desarrollo. Se ha encontrado en modelos

animales experimentales y en humanos, que el grado de ejercicio agudo produce varía los niveles

plasmáticos de lipoperóxidos y GSH, y dichas respuestas al ejercicio son dependientes de la edad y del

grado de entrenamiento previo del individuo (Kretzchmar et al., 1991). Esto sugiere la presencia de

diferencias en la capacidad biotransformante'en mujeres en edad fértil que fueron expuestas a distintos

grados de estimulación durante la maduración postnatal. El aislamiento o hacinamiento por un lado, y

la presencia o ausencia de individuos jóvenes que dediquen gran parte del día al juego por otro,

podrían ser promotores de variaciones en la capacidad de biotransformación de metabolitos circulantes

por plasma.

Se debe considerar también que las actividades enzimáticas involucradas en la biotransformación

terminan de madurar durante el desarrollo postnatal (Heimann, 1982).

Respecto a la maduración de la sensibilidad farmacológica en forma dependiente del ambiente de cria,

Exner & Clark (1993) reportaron que algunos de los efectos de la administración periférica de

anfetamina en animales adultos eran parcialmente dependientes de la intensidad lumínica a la que

habían sido expuestos durante la lactancia y la infancia. Este ejemplo representa a muchos casos de

respuesta farmacológica diferencial en función de los efectos directos e indirectos de la estimulación

fisica y social acumulada durante la vida temprana del individuo, y también podría representar otro

ejemplo de variabilidad en biotransformación dependiente de la estimulación.

A partir de los reportes mencionados, era predecible que se profundizaran estos estudios a nivel pre- y

postnatal temprano. En este sentido, los" trabajos han tratado de acercarse al problema de la

biotransformación y al estudio de los posibles efectos neurotóxicos de agentes químicos, con dos

intereses principales:

l. Diseñar terapias farmacológicas mas precisas y efectivas

2. Disminuir al mínimo posible la relación costo/beneficio de la administración de fármacos a mujeres

embarazadas o madres de lactantes, y en el caso del tratamiento de neonatos, lactantes o infantes

preescolares.
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Con este fin, se pueden encontrar diversos trabajos del grupo de Klinger, que confirman la presencia

de múltiples variables en el metabolismo de fármacos durante el desarrollo y en las consecuencias de

estas sobre la conducta del individuo expuesto, a nivel celular y molecular, como ya fuera anticipado

en párrafos anteriores. A manera de resumen'de este punto se puede citar:

l. Los efectos del anticonvulsivo (antiepiléptico) fenitoina sobre la biotransforrnación y

lipoperoxidación hepática son dependientes de la edad (Jahn et., 1989).

2. Un significativo porcentaje de mujeres epilépticas, tratadas con mono- o politerapia anticonvulsiva

durante el embarazo, presentan complicaciones de parto y malformaciones en los neonatos (Klinger,

1989).

3. El uso de anestésicos e hipnóticos debe considerar la edad y sexo de los individuos (Klinger, 1970",

Wenzlik & Klinger, 1976).

De este modo, la biotransforrnación es una rama de la farmacología que permite otro nivel de análisis

en el momento de explicar los mecanismos por lo cuales los agentes químicos afectan la diferenciación

y el desarrollo del SNC.

Considerando todas las fuentes de variabilidad mencionadas previamente, lo que sigue es una

discusión sobre los mecanismos de defensa del SNC contra la interferencia de factores externos y la

consecuente probabilidad de alteración permanente de conducta por exposición a agentes químicos

durante el neurodesarrollo.

1.3. CUAL ES LA PROBABILIDAD DE ALTERACION FUNCIONAL

PERMANENTE POR INTERFERIR EL NEURODESARROLLO

El siguiente es un resumen de lo antedicho con el sentido de hacer primero una aproximación general a

la sensibilidad del SNC inmaduro frente a la exposición a neuroteratógenos funcionales.
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l. Existen muchas variables que inciden en la maduración de la función neural final,

2 . Durante la gestación y el pen’odo postnatnl cada area neural (así como cada órgano del individuo)

tiene su propio patrón de desarrollo temporo-espacial que es necesario respetar para alcanzar la

maduración final (Fig. 4).

Sequence of Organogenesis after Fertilizationof the
Human Ovum (diagrammatic)

Time ‘OWeeki 2 3 4 5 7 10 15 20 30 38'l l 4 l l l l l I l

A
Genilal system

Fertilization Birth

Phases ol . . .
developmem L BlaslogeneSIS I OrganogeneSIS I FelogeneSIS I

Ellecls ol harmlul Abomon Severe Mallor- Functional
exogenous laclors ; mallormalions malions anomalies

* a partir de Fichtl et al, 1992

3. Luego de la obtención de la estructura básica de cada sistema sensorial, al final de la gestación

aparecen esbozos de respuestas a la pequeña gama de estímulos intrauten'nos, endógenos o exógenos,

que van apareciendo. Bradley & Mistretta (1975) reportaron que la detección inicial de respuestas

positivas en el feto humano ("‘)a la estimulación sensorial inducida se presentan'a alas:

Respuestas a estímulos tactiles 7 semanas

visuales 13-17 semanas

sonoros 26 semanas

gustativos 34-39 semanas
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olfativos los sistemas receptores de olores estan listos para responder hacia el final del 3er. trimestre.

(*) duración de la gestación normal en humanos= 39 semanas

4. Los agentes endógenos inductores o moduladores del neurodesarrollo son de la misma clase que las

noxas de origen externo a las cuales estamos expuestos en forma contínua a través de la alimentación,

las adicciones, los fármacos, los cosméticos, el ambiente laboral y la polución, y que sólo una pequeña

proporción de estos fiJe estudiada en cuanto a sus propiedades neurotóxicas (ver tabla I ).

A'éicÍÑnas 6;.cr,ti15¿;“;ií>¿35¿msm

Parcial r)('(¡Inp/clu Mínima información No arista ninguna
caracterización como es disponible sobre información sobre
Peligroso para la salud toxicidad toxicidad

Drogas base y cxcipientes
utilizados en las l'ortnnlas 3o 30 25
fin'macéuticas

Aditivos alimenticios [9 35 46

Pesticidas/formulaciones
de venenos 34 33 38

** Extraído de: Toxicity testing: Strategies to determine needs and priorities.

National Academy Press, Washington, DC (1934)

Tabla l. Estimaciones sobre el porcentaje de conocimiento toxicologico de diferentes cate­

gorías de agente quimico; a partir de una compilación hecha por un comité (le la Academia

Nacional de Ciencias (USA)

Y la mayoría de las drogas utilizadas con rutina en la clinica pediátrica poseen'an efectos neurotóxicos

fimcionales a corto y largo plazo desconocidos Los especialistas han alertado repetidas veces sobre

este punto (Reinhardt & Kusenbach, 1986), Mas concretamente, se ha presentado un trabajo donde
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se analiza retrospectivamente el caso de la Talidomida y se llega a la conclusión que había datos

durante la experimentación en animales quelindicaban la necesidad de hacer estudios mas profundos

antes de pasar a los estudios preclínicos y clínicos y ser liberada al mercado farmacéutico. De haber

mediado esos estudios adicionales, existe alta probabilidad que esa droga' no hubiera llegado al

consumo masivo (McBride, 1977; otro iszviski ? ).

5. Existen en el organismo sistemas de biotransformacion que comienzan a operar a partir del'

neurodesarrollo prenatal tardío y culminan su maduración durante el periodo postnatal tardío

(Heimann, 1982) los cuales pueden ser modificados por la llegada al organismo de agentes externos

(Fig. 5).

Maturation of Drug Metabolism in the Fetus and Newborn lnfant

. Glycine coniugation

< 3

Weeks Birth Months

* . (from Heímann 1982)

FIGURA 5. MADURACION DE LOS MARCADORES DE BIOTRANSFORMACION



6. Los agentes exógenos pueden adelantar, retrasar, anular o modificar una o más etapas de la

ontogénesis normal de cada area neural. En la Fig. 6 que sigue se ven las consecuencias persistentes

que produce la exposición prenatal a nicotina sobre el patrón de expresión de receptores colinérgicos

muscarínicos durante la maduración postnatal del NE y el Hipocampo (HIP) (a partir de ref. Zahalka

et al., 1993).

EFECTO TERATOLOGICO NEUROQUIMICO
EXPOSICION TEMPRANA A NICOTINA

% DEL CONTROL
120

100

80
ENE

60 IHlP

40

20

O

0 2 10 14 18 23 37 51 65

DIA POSTNATAL (P)

FIGURA 6.

Teniendo en cuenta estos antecedentes como argumentos,

uno podría especular que la incidencia de alteraciones fimcionales irreversibles del neurodesanollo

humano por exposición temprana a agentes químicos sería relativamente alta.

Ciertamente, una revisión del grupo de Greenough del neurodesarrrollo, enfocando principalmente la

maduración sináptica y la relevancia de la actividad fisiológica en los procesos sinaptogenéticos

dependientes de experiencia (Greenough et al., 1995), propuso que:
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# Cabría esperar consecuencias adversas por super- o subproducción de sinapsís, y también luego de

interferencias en los procesos de estabilización y eliminación sináptica durante el neurodesarrollo.

Ó Para cada area del SNC el patrón de conexiones es más importante que el número de las mismas.

Ó Los períodos del neurodesarrollo donde se reciben estímulos (ambientales) tanto como la cantidad

y calidad de dicha estimulación son cruciales para el pleno desarrollo de los componentes de sostén

metabólico del cerebro.

ü Ciertas formas de deficiencia mental podrían ser consecuencia de la disparidad temporal entre la

experiencia y la sensibilidad del SNC a la misma.

Aunque este trabajo se refería principalmente a “experiencias” de estimulación fisiológica, en gran

parte podn’ahomologarse con las “experiencias” de exposición a agentes químicos.

De este modo, cabe la pregunta de si en la experiencia clínica se ha comprobado esta espectativa de

una alta tasa de alteraciones de conducta con este on'gen.

Para responder esta pregunta, es necesario comparar los resultados de un análisis teórico de este

punto para luego brindar las escasas pero significativas estadísticas que han sido elaboradas a partir de

modelos animales experimentales y estudios longitudinales en humanos en los últimos 10-15 años.

1.3.1. Teoría

Muchos (sino la gran mayoría) de los cambios producidos por la interferencia de noxas con la amplia

gama de patrones de neurodesarrollo considerados normales, deben tener una alta probabilidad

asociada de reversión o compensación cuasitotal.

Esto puede ser concluido considerando que:

1. Cada una de las 10ll neuronas del sistema nervioso estan interconectadas formando poblaciones (a

su vez interactivas) de distinto número de células, distinta jerarquía relativa y distintas propiedades

emergentes. Si se acepta que cada una de esas asociaciones poblacionales debe operar dentro de



ciertos límites electroquímicos y fisiológicos, la modificación del estado de equilibrio electroquimico

de un nivel poblacional o jerarquico debe afectar en mayor o menor grado a los otros elementos de ese

nivel para evitar las alteraciones del outputfinal del sistema total. Las modificaciones permanentes

representarían la imposibilidad de compensación entre los equilibrios de distintas poblaciones en un

mismo o distintos niveles jerárquicos, lo cual, por la plasticidad circuital entre las 10u neuronas sen'a

un resultado poco probable (interpretación personal, en parte derivada a partir de Black, 1986).

2. El árbol dendrítico (ramas de entrada de estímulos eléctricos o químicos a la neurona) permite,

teóricamente, la recepción de 10.000 a 200.000 señales por neurona. Existe acuerdo en que

dificilmente se llegaría a saturar este sistema receptivo (Alkon, 1989).

3. En general se acepta que existe redundancia neuronal para el procesamiento de información puesto

que se han reportado en modelos animales experimentales y en humanos numerosos casos de pérdida

de densidad neuronal sin efectos sobre la respuesta fiincional global del area afectada

4. El neurodesarrollo del individuo depende de la calidad y la cantidad de estímulo familiar y social.

Aunque el peso del ambiente es el condicionador principal, no se puede descartar componentes

genéticos en la sensibilidad particular al éxito o fracaso de cada etapa de la maduración de la función

cerebral (Van Gelder, 1994).

ÓÓÓ Por lo tanto, hay que tener en cuenta que existen numerosas fiJentes de variabilidad

interindividual e intraindividual a nivel neuronal (unidad anatómica mínima para el procesamiento de

señales) que permitirían la plasticidad necesaria como para disminuir significativamente la

trascendencia de las interferencias exógenas.

En consecuencia, desde el punto de vista teórico, Ia atenuación de cambios en la quimica del cerebro

inmaduro seria un eventofrecuente, y sen'a dificil detectar anomalías funcionales originadas durante el

desanollo perinatal, en el infante o el adolescente, y todavia con mucha menor probabilidad en el

adulto.
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Los mecanismos evolutivos de seguridad en los rnamíleros ejecutan sorprendentes y solistieados

programas de reparacion, remocion o compensación de las lesiones originadas tempranamente durante

el desarrollo. Los defectos orgánicos irreversibles eonstítuirían el primer paso en la genesis de

dislirnciones cerebrales. Pero cada una de. las etapas de. la triaduraeit'in del SNC, como por eiemplo la

diferenciación de los patrones orrtogeneticos de expresion de receptores y enzimas involucradas en la

sintesis de neurotransmísores, tiene su prepía influencia en la función cerebral madura final y una

probabilidad normal de exito (o error) particular.

En consecuencia, el riesgo maximo de. alteración (ya sea estructural o limcional) sería la suma

integradora de las probabilidades de falla de todos los pasos.

Podríamos suponer entonces que, la naturaleza solo permite deficiencias por “error probabilistico“ o

por interferencia del ambiente externo en una tasa tninima durante el embarazo. las cuales son

sometidas a ajustes linos durante cl desarrollo postnatal.

(,‘iertamenle, las anomalías estructurales menores son relativamente infi'ecuentes aunque no

despreciables en humanos. Durante los años (105se presentaban en menos que el 4"» de la poblacion

(Marden et al., ¡904). lín los ultintos años las anormalidades humanas mayores con secuelas

permanentes para el desarrollo psico-soeial. se presentan en I-3‘.’r'«ide la población, pero si se incluyen

malformaciones ruenores (por ej.. orejas bajas")y alteraciones eomluetales detectadas hasta cl

primer año de vida, la eiÍi'a llegaría a lO-l4 % (Fabel, ¡988; lszviski, ¡998). De este ultimo porcentaje

una proporciOn menor pero no despreciable ya ha podido ser univocamente asignada a la exposicion a

agentes químicos de consumo Irumano y ambientales (Fabel, l988).

Ciertamente, una extensa busqueda bibliografica sobre los efectos de aditivos y conservantes

alimenticios, fármacos, agroquímicos, gases liberados por motores a combustión, etc. en animales

permite apreciar que la gran mayoría induce modificaciones, de importancia biológica variable,

respecto al grupo control respectivo. Si no fuera en humanos una amplia mayon'a de las alteraciones

tempranas atenuada hasta la “normalización” del punto afectado, la incidencia de neuroteratología

fimcional sería todavía mayor al 15-20% de la población infantil que es posible predecir al presente

(Arndt et al., 1994; 1995; Azcona et al., en prensa).
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1.3.2. REALIDAD

HALLAZGOS A PARTIR DE MODELOS ANIMALES EXPERIMENTALES Y

LA EXPERIENCIA CLINICA HUMANA

l.3.2.l. ¡.0 QUE REPORTA LA (ÍLlNlCA MEDICA

Al presente sc prosigue la acumulacimt de datos respecto al efecto ncurotcralogenico de larmacos

recientemente liberados y los de prescripción clasica en la practica medica mediante modelos animales

experimentales. Respecto a humanos. ya en 1989 la revista “Pediatrics” presentaba listados de drogas

clasificadas en cuanto a su capacidad de liberarse y/o acumularse en la leche materna, los eléclos

somalicos y fisiológicos en nconatos e.infantes, etc. ('x'crresumen en ¡abla ll).

Si observamos la tabla podemos concluir en primera instancia erroneamente que la amplia mayoria de

los fármacos existentes no son capaces de producir neuroteratogenia de.conducta.

Droga Efecto Droga Efecto Droga Efecto

Ansiolíticos AnestésJSedante Propanolol

Diazepam Alcohol Somnolencia; sueño
profundo; diaforesis;
debilidad l tasa de Antivirales y

crecimiento lr reflejo Bacterícidas
ejección/leche

Lorazepam Hidrato de Cloral Adormecimiento 26 drogas distintas nr

Prazepam Cloroformo nr

Isoniasida Hepatotoxicidad
Antidepresivos Lidocaína nr Ac. Nalixidico Hemólisis en

infantes con
deficiencia de la
enzima G 6 P ­

deshidrogenasa
Amitriptilina nr Tiopental

Amoxapina nr Antiooagulantes Sulfapiridina Idem anterior; pre­
caución en infantes

prematuros o bajo
estres
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Droga

lmipramina

Antipsicóticos

Clorpromazina

Haloperidol

Primidona

Otros

Metronidazol

Sulfasalacina

Metoclopramida

Hormonas

l 9-nor-esteroides

Estradiol

Prednisona

Prednisolona

Efecto

nr

Galactorrea
(adulto) ­
Somnolencia

y Letargia
(infantes)

nr

Alimentación-al­
terada- Sedacion

Mutágeno

Diarrea

hemorrágica
nr

I'll'

Hemorragia
Vaginal

nr

Droga

Warfan'na

Antiepilepticos

Carbamazepina

Fenitoína

Ac. Valproico

Fenobarbital

Activas en vias

respiratorias
.d-isoefedrina

Terbutalina

Cardiol Antihip

Varios distintos

Digoxina

Diltiazem

Captopril

Metildopa

Minoxidil

Efecto

nr

Metahemoglobinemia

nr

Sedación; espasmo
infantil luego del destete

Llanto; insomnio;
im'tabilidad

nr

nr

nr

nr

nr

Droga

Píldoras anticonc.

c/estrógeno y­
progesterona

Vitaminas "‘

Bl,Bó,BlZ,Kl
Ac. Fólico

Relajantes
musculares
Baclofen

Estimulantes

Cafeína

Otros Agentes
Químicos

Chocolate

(teobromina)
DDT- otros

pesticidas
Hexaclorobencen

Metilmercurio

2l

Efecto

Raramentel de ta­

maño de mama; «L

produccion proteica
de la leche materna

nr

I'll'

lrritabilidad; Insom­
nio; se excreta
lentamente

lrritabilidad', T de
actividad intestinal

nr

Rash démiico; Dia­
rrea vómitos; On'na
oscura; Neurotoxici­
dad; Muerte
Puede afectar el
neurodesarrollo

Tabla ll. Relevamiento de drogas en cuanto a presencia/ausencia de efectos a nivel somático y

neurológico en niños expuestos a los agentes químicos durante la lactancia.Extraído parcialmente a

partir de un reporte de la Academia Nacional de Pediatría (USA) de 1989
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"' no aparece en la lista la vit. A, ampliamente sugerida como neuroteratógeno y propuesta como

control positivo de rutinas de evaluación de potencial neuroteratogénico estructural o funcional

(Brusés et al., 1991; Saillenfait & Vannier, 1988).

"“"para varios analgésicos narcóticos y no narcóticos y anti-inflamatorios :> m= no se ha reportado

l,o que se debe considerar en una segunda. aproximación es que la experiencia clinica y los

relevamientos de este tipo no se dedi ‘aron en el pasado a focalizar las alteraciones funcionales durante

la vida postnatal temprana. Por otra parte. recién en los ultimos años se han desarrollado testeos

neuropsicologicos precisos y sensibles para dicho objetivo.

Si observamos con detenimiento encontramos que la presencia dc efectos indeseados cra demostrada

mediante la detección de signos o sintomas limcionales severos y no por la discriminación de

respuestas de alta complejidad funcional del SNC, como las cognitivas o de coordinación motora.

Intenté consultar otro relevamiento de datos que sea una referencia mundial a donde la comunidad

medica tienda a consultar debido a la jerarquía cientifica de la entidad encargada de la investigacion

bibliográfica. En la tabla lll que sigue se muestran sólo algunos ejemplos de interés para esta tesis a

partir del extenso relevamiento que publico la Subdirección General Medica del Instituto Mexicano del

Seguro Social, en colalmracion con el Grupos de listudios al Nacimiento y el Grupo Interinstitucional

de Atencion Materno Infantil (auspiciado por OMSÍOPS). Este relevamiento incluyo la consulta

bibliográfica de miles dc reportes. Nuevamente se puede observar que el relevamiento se hizo sobre

efectos neurológicos severos y no sobre alteraciones motoras o cognitivas de largo plazo post­

exposieion al fármaco. llan aparecido otros relevamientos sobre drogas y sus efectos sobre el

neurodesarrollo embriofetal y en el lactante (Bennet, 1988; Sehardeín, 1993; Bn'ggs et al., 1998).

En contemporaneidad con estos relevamientos, se reportó que prácticamente todos los antidepresivos

estudiados podian ser detectados en la leche materna y hasta podiantener en este compartimento una

acumulacion diferencial; en gran parte. la relación de concentraciones leche/suero era mayor a l (Buist

et a|., IOOO).Mas aun. los niveles séricos dc algunos antidepresivos cn los lactantes hijos de madres

tratadas estarian en algunos casos no muy lejos del rango terapéutico para adultos (por ejemplo. hasta

un 50 % del valor maternal para la dcsmetilsertralina (Stowe et al, 1997). Lo mismo puede ser
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encontrado para otros tïn'macos ncuroactivos (Liston. ¡998; Yerby & Collins, [997). Es necesario

recordar que hasta un 10% de las mujeres poseen diferentes cuadros depresivos, relacionados a ajustes

hormonales, psicohügicos y sociales, durante el embarazo y la lactancia (Barreiro et al, l‘)‘)()). lis asi

que recien en la segunda mitad de la decada pasada comenzaron estudios longitudinales multicenlricos

de niños en riesgo dc tclatologia por exposicion temprana a li'n'macos. La bibliografia presente que

reporta los primeros resultados de dichos estudios confirma la sensibilidad a neuroteratogenización

funcional del SNC, por lo menos a algunos agentes.

[3.2.2. [.0 QUE REPOR'I‘ANLOS EPIDEMIOLOGOS

Normalmente, en las casas se encuentra mayor consumo de medicamentos en las mujeres (Trakas &

Sanz, l996) y hasta un 80% de las embarazadas consume de l a 3 medicamentos diferentes durante la

gestación, incluyendo principalmente antibióticos, anti-inflamatorios, analgésicos y antiheméticos

(Iszviski, |998). Pero dc mayor trascendencia para la neuroteratología funcional es que, según un

relevamiento reciente. también cn este periodo hasta un 33 "/0de las embarazadas se automcdieanan

y/o recibirian prescripción medica de drogas psicoactivas (Lanczik ct al, [998).

l’itlovic et al. (1997) presentaron recientemente los resultados de un seguimiento durante la infancia de

523 (. ¡5.8% ) niños nacidos con uno o mas Factores considerados de riesgo perinatal (incluyendo

abuso de. cigarrillo y alcohol) de un total de 3313 nacimientos en un período de 5 años. De estos

niños. un 39% (27% cn los controles) tuvieron anormalidades neurológicas. incluyendo retraso del

desarrollo psicomotriz, retardo mental, desórdenes del lenguaje, disfunción cerebral minima, etc. Lo

recurrente en este tipo de estudios en humanos es que se detectan diferencias significativas en la

maduración funcional del individuo afectado en ausencia de diferencias en su desarrollo somatico o

alteraciones neurológicas materuas (Pitl0vic et al, l907; Nelson, |99|).

Sen otro estudio un promedio de 1.5% de 427 infantes nacidos de mujeres epilépticas tenian una

deficiencia mental contra 0.2% en la población control, siendo el período de exposición de mayor

sensibilidad el tercer trimestre de embarazo (Maschover Reinisch et al, 1995). Dado que el pico de

ataques epilépticos se presenta al promediar el segundo trimestre, se agrega otra evidencia que por lo

menos una parte altamente significativa de la neuroteratologia funcional que permanece en el infante o
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adulto expuesto tempranamente a drogas antiepilépticas proviene de la mono- o politerapia

farmacológica, y no como consecuencia de alteraciones del metabolismo materno post- convulsiones

que repercuten en la homeostasis cerebral fetal (Yerby et al, 1992; Granstrom & Gaily, 1992;

Maschover Reinisch et al, 1995).

Por otro lado, Streissguth et al. (1987) hicieron un estudio longitudinal prospectivo sobre 1529

embarazos entre 1974-75. Un 46% de las embarazadas relató haber consumido aspirina durante la

gestación. En una cohorte de 421 individuos nacidos de aquellas embarazadas expuestas a apirina

durante la primera mitad de la gestación y evaluados a los 4 años se encontró disminución de atención

y coeficiente intelectual en ausencia de efectos fisicos.

También existen reportes de estudios longitudinales en humanos (que confirman los previos en

modelos animales experimentales) respesto a que en las poblaciones expuestas a pesticidas se produce

un aumento significativo de los niños con dificultades de comportamiento desde el periodo neonatal

hasta el ingreso a la escolaridad primaria respecto a la población control (Jacobson & Jacobson,

1996).

Aunque algunos efectos teratogénicos sobre la tasa de crecimiento tiende a normalizarse años despues

de la exposicion a bifenilos policlorinadcs (BPCs) parte de los niños afectados a los 7-9 años

demuestran apatía y falta de atención (Rogan, 1982). Este tipo de hallazgos se presentan en general en

ausencia de neurotoxicidad materna (Chanda & Pope, 1996), lo que nuevamente plantea la

sensibilidad diferencial del SNC en desarrollo.

Pero como ejemplos prototipicos (le psieol‘armacos (le amplia prescripción y con demostrada

capacidad neuroteratogenica, ya sea en animales experimentales o en humanos. que han empezado a

surgir en los ultimos años se puede citar a ¡us agentes de terapias anticonvulsi\-‘antes Difenilhidanloína

(DI-"ll) y el barbilúrico l"enobarbilal (FB).

El caso de la exposicion temprana a DFH es parte de los experimentos de esta tesis y será tratado en

las secciones Resultados y Discusion.
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lienolmrhilal (FB)

lil I-‘Hes un agente utilizado en Ia terapéutica de los síndromes convulsivos. Sólo en USA, habria sido

prcscripto durante la gestación a las madres dc 22.000.000 de niños entre IOSI) y lines de los 70's

(h-laschover Reinisch et al. ¡995). En estudios longitudinales sobre los niños expuestos a traves de

sus madres cn Copenliaguen (Dinamarca). se encontro que los IQ (intelligence quolit-nt) eran

menores que la poblacion control en medio desvio estandar (h‘lachover Reinisch et al. |995).

Notablemente, casi diez años atras Middaugh ( l980) ya habia revisado los electos neuroterato-genicos

funcionales positivos de la exposicion prenatal a FB en roedores y proponia que los hallazgos aislados

reportados en humanos expuestos durante la gestación eran muy similares a los demostrados cn

modelos animales experimentales.

Por otra parte. casualmente a partir del Registro Psiquiátrico Nacional del mismo pais, se encontró

altos indices de correlacion entre abuso de alcohol y drogas por Ia madre durante el periodo (le

lactancia y desarrollo dc conductas violentas en los hijos al llegar a la adolescencia tardía y la adultez

(Raine et al, ¡997). lixiste constante debate sobre los criterios de aplicacion clinica de drogas

neuroactivas en el caso de pacientes embarazadas o en periodo de lactancia (Altshuler et al, 1996).

UNA ENTIDAD CLINICA QUE PODRIA ESTAR ORIGINADA

EN NEUROTERATOLOGIA FUNCIONAL

Clasicamcnte se describieron en el pasado una scrie (le trastornos funcionales englobados cn la entidad

}_)¡.\_'/mu-¡ón(jura/wal .ll-línnnu (DCM). En los últimos años se propuso una nueva denominación en

USA. Allí se reconoce como un elemento básico de la clásica DCM al tratomo en la concentración de

la atención y se diferencian tres grupos de pacientes con déficit de la atención (denominación nueva

DDA, Desorden de Deficiencia Atencional)

1) DDA con hiperactividad (DDAH), con inatención, impulsividad e hiperactividad

2) DDA sin hiperactividad (DDAnoH), con inatención e impulsividad

3) DDA tipo residual, adolescentes con DDA que fiieron hiperquinéticos durante la infancia
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Las manifestaciones clínicas de estos tipos de DDA implican alteraciones en muy diversas funciones

cerebrales superiores, que se expresan a través de trastornos en el area de la conducta, de la

motricidad y de los niveles superiores del lenguaje, entendiendo esto último como un amplio campo

que abarca aspectos neuropsicológicos y linguisticos, del habla, del aprendizaje de la lectoescritura,

del cálculo, etc. (Barkley, 1997). Los síndromes DDA, aunque poseen un origen neurológico u

“orgánico”, ciertamente es una “disfunción” o alteración en ciertas funciones cerebrales que pueden

tender a mejorar con la maduración del SNC (discusión teórica sobre vulnerabilidad del SNC

inmaduro y capacidades compensaton'as en pág. 12-19 de esta introducción). Dc este modo, se

incluirían en el sindrome DDA los niños con inteligencia promedio o cercana al promedio, que

presentan trastornos del aprendizaje o de la conducta que están asociados a desviaciones en la función

del SNC, que se pueden manifestar por distintas combinaciones de impedimentos en la percepción,

conceptualización, lenguaje, memoria y control de la atención, de los impulsos o de la función motora.

La prevalencia dc niños DDA se encuentra en 5 a 15% de la población escolar total (van'a según

paises, clasificación de tipos de DDA, etc., ver ref. Milberger. ¡997; Barkley. 1997). Los individuos

incluidos en dicho porcentaje tienen alguno de los trastornos mencionados, expresando ya sea

conducta hiperquinética o trastorno en el aprendizaje. Existe una significativa diferencia en la

prevalencia según sexo, con una relación masculino/femenina de 3- 4/ l en la población infantil. Un

25% (le los niños con deficiencias (le aprendizaje en las escuelas primarias de USA tendrían algún tipo

(le DA (Roule |995‘), De estos, un 70% serían portadores (le síntomas de DA (con o sin H‘)aun en la

adultcz (Wonder. 1005; Bicdcrman, 1008).

Aunque se han reportado componentes genéticos, se acepta que parte de la etiología de los sindromes

DDA estaría representada por los efectos de la interferencia temprana en períodos críticos de

vulnerabilidad (Barkley, 1990). Siguiendo esta hipótesis, se puede citar un reporte que indica que

existen relaciones probables entre factores pre- o perinatales en el origen de estas alteraciones como

ser exposición a drogas lícitas o ilicítas como el alcohol, la nicotina, marihuana, cocaína, etc.,

intoxicación crónica por plomo, mercurio, arsénico, aditivos de los alimentos, factores genéticos,

anormalías en la síntesis, liberación o función de neurotransmisores, etc. (Moss et al, ¡992, Milbcrgcr.

¡997). lis necesario remarcar que. el panorama para la etiología (le DDA no quedaría restringido a los

agentes farmaceuticos, puesto que los pesticidas. solventes y otros agentes quimicos podrían causar

ncnrolcralologia (lnrantc cl desarrollo en concentraciones que son inocnas para la madre. expuesta
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(Narotsky & Kavloek, ¡005; Gray & Kelce. ¡996). Por ejemplo, Elsner et al (1988) reportaron los

resultados de un estudio teratológico comportamental colaborativo donde se demuestra la detección

de alteraciones funcionales con sensibilidades comparables aplicando una amplia gama de testeos

motores y neuroquímicos en animales adultos luego de ser expuestos a diferentes dosis de

metilmercurio durante el desarrollo prenatal. El mismo autor (Elsner, 1986) previamente había

propuesto que los hallazgos que obtuvo en su modelo animal de inducción de neuroteratología

funcional con metilmercun'o podian ser homologados a los característicos de los déficits atencionales.

Recientemente se ha sugen'do una alteración del desarrollo estructural del cerebro como otra variable

involucrada en la etiología de DDA. Estudios de RW han demostrado que los niños DDA portan

aproximadamente un 10% de disminución en el tamaño de los lóbulos frontales, el núcleo caudado y el

globo pálido (Swanson et al., 1998).

Los DDA fueron tratados en los últimos años con anl‘claminas. aunque sc siguen probando

alternativas terapéuticas larmacológicas como la lamotrigina y otras drogas (Dahlstrom & Tlieorell.

¡997). listos serían intentos empíricos de controlar la hiperactividad clásica de este sindrome puesto

que. notablemente, las anlelaminas son estimulantes psicomolores.

1.3.2.3. H) QUE REI’OR'I’AN LOS NEUROPSICOLOGOS Y EDUCADORES

Otra visión del mismo problema ha aparecido en un artículo de la revista Science (Roule |995'). En

el mismo se analiza la participación (le distintas deficiencias (le conducta en la entidades

neuropsicológicas englobadas en la denominación “Discapidad de aprendizaie“ (Learning Ursula/iii},

ID) a traves dc las últimas decadas. i\-1icnlraslas alteraciones del habla o lenguaje, las emocionales, (lc

origen genético. etc. han permanecido estables o disminuyeron desde I97o a [993, del total de niños

diagnosticados como “LD”, la proporción con dificultad para aprender --principalmente detectable

solo a partir (le la escolaridad ¡'n'imarian creció desde 24% hasta 50% en este mismo período en

USA.

Suponiendo que el tratamiento farmacológico de neuroteratología funcional fuera efectivo como

parece en el ejemplo de la atenuación de la sintomatología de los DDA. los que se tratan son niños
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diagnosticados durante la escolaridad primaria, o sea, sistemas biológicos que han perdido su

capacidad de recuperación persistente. Desde el punto de vista de las aproximaciones de esta tesis, es

una prioridad proliindizar esludios sobre diagnóstico postnalal y terapia larmaeologica tempranos

para que. lrabajamlo sobre la sensibilidad y plasticidad del SNC del lactante, producir no un control

transitorio de los signos y síntomas, sino un atenuación parcial o lolal de tipo permanente (Amd! el

al, 1993). Sintetizanndo los hallazgos en modelos animales y humanos respecto a neuroteratología

funcional se pude mencionar que (*):

Ó Considerando distintos esquemas terapéuticos en cuanto a dosis diaria y duración total del

tratamiento, se halla que el tercer trimestre es el más sensible a la teratogenización funcional.

Ó La neuroteratologia se exacerba si aparte del período crítico de sensibilidad también es expuesta

otra etapa de la gestación.

Ó Los individuos expuestos a dosis terapéuticas antiepile'pticas ni son retardados mentales severos ni

tienen en general anomalías fisicas groseras u obvias, cuando Son examinados a largo plazo post­

teratogenización.

# Las familias de individuos expuestos tempranamente son de mayor status socioeconómico, lo que

indicaría que los déficits cognitivos y/o motores persistentes en los mismos no es una consecuencia de

la educación materna o paterna.

Ó No obstante, el análisis de la población expuesta indica que el cuadro funcional se agrava cuando la

familia tiene bajo nivel socioeconómico o cuando el afectado representa un nacimiento no buscado. El

ambiente social estimulante permitiría atenuar por lo menos algunas de las alteraciones biológicas

tempranas.

* parte extraído de Maschover Reinisch et al., 1995
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Es evidente que es dificil evaluar alteraciones en el SNC que se manifiestan principalmente como

efectos de largo plazo sobre el comportamiento o la respuesta funcional. Muchos patrones de

conducta que son importantes para evaluar la normalidad fimcional del adolescente o el adulto no

pueden son evidentes o no pueden ser estimados en el neonato, el infante o a través de la niñez

temprana. En consecuencia, no es fácil precisar la relación causa-efecto si consideramos que los

eventos neuroteratogénicos ocurren principalmente a nivel prenatal o postnatal temprano. Por

ejemplo, ciertos déficits cognitivos (habilidad para leer) no se pueden evidenciar hasta que el individuo

ha adquirido la capacidad para responder a tareas de determinada complejidad. Asi, un niño puede

parecer normal en el pen'odo neonatal y durante la infancia en términos morfológicos y

comportamentales, mientras la examinación específica mas tarde puede revelar la aparición de déficits

permanentes originados en el evento teratogénico prenatal o postnatal temprano (Ardnt et al, 1994;

1995). De alguna forma esto explica la aparición de ciertos reportes alertando sobre la variabilidad de

hallazgos en modelos animales dependiendo del test comportamental seleccionado, de la realización de

uno o múltiples diseños de evaluación comportamental, de las edades seleccionadas para hacer los

testeos, del diseño estadístico, etc, además del pen'odo de exposición a la noxa (Loggi et al, 1991;

Spear & File, 1996).

1.4. DROGAS SELECCIONADAS EN ESTA TESIS PARA INDUCIR

NEUROTERATOLOGIA FUNCIONAL

En esta tesis se trabajo con 2 drogas de amplio uso en la clinica medica:

Droga Caracterización Target clinico principal

genérica farmacoclínicn (patología)

Haloperidol neuroléptico Psicosis

Difenilhidantoina anticonvulsivo Síndromes

Epilépticos



No encontré reportes de trabajos colaborativos multicéntricos sobre el carácter neuroteratogénico

funcional de HAL. Si se ha tratado de contrastar resultados de estudios de la ontogenia de reflejos y

testeos motores y asociativos luego de la exposición temprana a DFH. Los resultados de una batería

de testeos acuerdan el carácter neuroteratogénico funcional dela DFH.

A continuación presentaré un relevamiento bibliográfico de los efectos de estas drogas en modelos

animales experimentales, haciendo incapié sobre los cambios inducidos en el mediano y largo plazo

post-exposición. De esta forma la intención indirecta es explicar cuales eran los antecedentes que

indicaban que estas drogas eran buenos ejemplos para ser utilizados en los esquemas experimentales

de esta tesis.

1.4.]. EFECTOS DE LA EXPOSICION TEMPRANA AL HALOPERIDOL

(resumen)

El haloperidol (HAL, 4’-Fluoro-4-{1[4- hidroxi-4-(4’-cloro)—fenilpiperidina]}-butirofenona es un

agente neuroléptico prototípico de amplio uso en la clínica médica desde hace casi 3 décadas atrás.

OH

F-Q-CO-CHZ-CHZ­

Cl

En 1965 salió el primero de una serie de estudios sobre el efecto de distintos neurolépticos en rata

indicando sus potenciales especificidades clínicas (Janssen & Awouters, 1994).

Ciertamente es una droga neuroactiva. Se han demostrado numerosos cambios neuroquímicos y

funcionales detectables en el individuo inmaduro o en el adulto luego de la exposición aguda o crónica

a HAL durante el neurodesarrollo.
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EN RATA

Los reportes de alteraciones estructurales y funcionales inducidas por HAL durante el neurodesarrollo

de la rata aparecieron al poco tiempo de su uso masivo en la clínica médica (Tuchmann-Duplessis &

Mercier-Parot, 1971).

Hallazgos reportados:

l. activación de la enzima clave en la síntesis de catecolaminas, la lirosin-hidroxilasa (TH) (Meloni 8L

Gale, 1995).

2. Cambios persistentes en el metabolismo lipoproteico (Van Gent et al., 1991).

3. Modificación de la respuesta farmacológica del individuo adulto (Cuomo et al., 1983; Fujii & lkeda,

1982)

4. Modifica parámetros neuroquímicos y funcionales del sistema motor en forma dependiente del

período de neurodesarrollo expuesto (Madsen et al, 1981; Yamamoto et al., 1981; Cuomo et al.,

1985; Hill & Engblom, 1984).

5. Afecta al sistema nervioso inmaduro a través de mecanismos similares a los utilizados por otros

agentes neuroactivos con reconocido carácter neurotóxico (Cuomo, 1987; Lin & Walters, 1994).

6. Es un clásico inductor de catalepsia, afectando la lactación y la actividad social de los infantes

(Meyer et al., 1994).

7. Modifica también parámetros orgánicos groseros como ser el peso del cerebro y el peso corporal en

forma permanente (Holson et al., 1994). Exposición entre 612-16 produce caida permanente de peso

cerebral y peso corporal.

8. lnterfiere con el patrón de desarrollo normal de los caracteres sexuales en machos y hembras

(Bhanot & Wilkinson, 1982; Hull et al, 1984).

9. Modifica la expresión de genes relacionados ala plasticidad temprana del núcleo estn'ado y otras

areas (Castro et al., 1994).



EN RATAS ADULTAS, se observan efectos similares pero de tipo parcial o totalmente reversible

Ejemplo: Modificación de la neuroquímica y función del cuerpo estriado (Owen et al, 1980; Gongora­

Alfaro et al., 1996; Schroder et al., 1994).

HUMANOS

También desde el comienzo de su uso en humanos aparecieron reportes que discutian la bioseguridad

del HAL en pacientes embarazadas o en edad fértil (Dieulangrard et al, 1966, 1969; McCullar &

Heggeness, 1975).

Desde los años 60’s hasta el presente el HAL ha sido usado como agente anti-agitación psicomotn'z

(antipsicótico de elección), antidisquinético, coadyuvante en el tratamiento del dolor crónico severo y

antiemético (Gilman et al, 1985).

Hallazgos reportados:

1. El HAL se excreta en concentraciones cuasifarmacológicas en la leche materna lo cual restringe su

uso en pacientes psiquiátricos crónicos (Numberg, 1980, Stewart et al., 1980; Liston, 1998).

2. A partir de los pocos reportes accesibles por Internet existen evidencias que indican efectos

neurotóxicos persistentes del HAL sobre el feto expuesto durante la gestación a través del consumo

materno. A continuación se cita un ejemplo.

“Un recién nacido fue expuesto continuamente a HAL a partir de la semana 12 y hasta el

parto, el cual fue inducido en la semana 39. Pese a que el índice de Apgar no es un indi­

cador sensible de la respuesta funcional cerebral compleja, ya pudo verse puntaje 7 al mi­

nuto 1 y 8 al minuto 5, aparte de debilidad muscular moderada y déficit en la succión du­

rante los pn'meros dias de vida” (Kudoh et al., 1994).

Teniendo en cuenta que el período de exposición al HAL en este caso coincidió casi totalmente con la

ontogénesis prenatal de los receptores a dopamina de tipo D2 y colinérgicos tipo mAchRs en núcleo

estriado, sistemas de neurotransmisión directa o inderectamente afectados por HAL (Ravikumar &
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Sastry, 1985, 1992), se puede explicar como la adminstración del neuroléptico puede producir un

deficit neurológico en el recién nacido como el citado anteriormente.

Recientemente ha aparecido un reporte alertando sobre los riesgos de secuelas comportamentales en

los hijos de mujeres tratadas con HAL durante la gestación (Cohen & Rosenbaum, 1998). La

exposición a psicotrópicos durante la gestación en los últimos años no sen'a un problema menor en la

Salud Pública dado que según un estudio colaborativo multinacional de 14.800 partos entre 1988 y

1990, aprox. 500 mujeres habían consumido estos agentes neuroactivos durante el embarazo (3.5%), y

31 de 444 mujeres consumidoras (8%) hizo uso en forma crónica (Marchetti et al, 1993). Estas cifras

sen'an conservadoras, puesto que Lanczik et al. (1998) han sugerido que hasta un tercio de las

mujeres embarazadas tomarian drogas psicotrópicas como mínimo una vez durante la gestación.

El HAL posee categoría C en las 2 escalas para teratogenidad y efectos tóxicos durante el embarazo

para madre o feto (ver clasificación en anexo l). Clásicamente, se recomienda usarlo en mujeres

embarazadas sólo cuando se trate de pacientes psicóticos que requieren tratamiento de largo-plazo

(Briggs et al, 1998). i

No pude encontrar recomendación o legislación mas precisa para este y otros casos de fármacos que

han demostrado reiteradamente afectar en forma persistente los patrones funcionales normales despues

de la exposición perinatal. En otras palabras, sería muy escasa la información oficial (a nivel nacional

e internacional) accesible e integral que indique las pautas de trabajo que deben seguirse con las

terapéuticas en base a agentes con demostrado carácter neuroteratógeno de conducta.

1.4.2. EFECTOS DE LA EXPOSICION TEMPRANA A LA DIFENILHIDANTOÍNA

(resumen)

La difenilhidantoína (5,5-Difenilhidantoina ó Fenitoína, DFI-I)pertenece a la familia de la hidantoínas

H



La DFH es una droga ampliamente utilizada en la clínica neurológica como anticonvulsivo, siendo

parte de la terapéutica de los síndromes cpilépticos. Su efecto más relevante en el adulto es la

depresión funcional de la corteza motora.

Notablemente, en sus on'genes la DFH, al igual que hoy en dia HAL, fue aplicada como antipsicótico

de preferencia durante los años 405 (Fenwick, 1992).

Actualmente, no es prescripta para el tratamiento psicológico.

EN RATA

La DFH sería la mas potente inductora de neuroteratogenia funcional entre las hidantoínas estudiadas

en modelos animales experimentales (Mian et al, 1991).

Los efectos estructurales y en la morbimortalidad animal que se han reportado luego de la exposición

temprana indican que:

l. Es la que mayor mortalidad predestete produce entre la familia de las hidantoínas (25% contra

12.5% de la Etotoina y 0.8% en el grupo control) (Mian et al., 1991).

2. lnduce disminución de supervivencia y peso corporal, disminución de peso cerebral hasta P90,

aunque la relación cerebro/cuerpo se mantiene constante (Elmazar & Sullivan, 1981).

3. Provoca hipersensibilidad a la administración de HAL en el individuo adulto (Fujii et al., 1982).

4. Produce efectos neuroquímicos a mediano plazo opuestos según el período perinatal tratado.

Por ejemplo, Galager & Mallorga (1980) reportaron que la DFH producía una caída o aumento en el

N° de sitios para (3H)Diazepam en la fracción de membranas de corteza de rata, según se administrara

el psicofármaco en el período prenatal o postnatal temprano de vida, respectivamente.

S. Administrada durante el desarrollo perinatal produce a largo plazo hiperactividad motora, como fue

demostrado por Vorhees (1986). La exposición prenatal a DFH induce alteración del comportamiento

locomotor espontáneo y del aprendizaje asociativo-motor (Vorhees, 1986, 1987)

6. Produce retraso de hasta 15 dias en la aparición de reflejo de righting (enderezamiento), déficit en la

coordinación motora en el testeo en Rotarod y en la Varilla Elevada (Elmazar & Sullivan, 1981).
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EN MONO

La exposicion prenatal a DFH, en esquemas farmacológicos de mono- o politerapias, produce

alteraciones de la memoria de reconocimiento hasta los 3 meses de vida asociado a hiperexcitabilidad

respecto a los animales controles: aumento de chillidos, rechazo a atender a los estímulos propuestos y

deficit en la orientación visual (Phillips & Lockard, 1996).

EN HUMANOS

Aunque con anterioridad ya se esbozaba el problema (Loughnan et al., 1973; Yang, 1978; Hill, 1982)

recién en los últimos lO años es posible encontrar reportes sobre efectos a mediano y largo plazo de la

DFH sobre los patrones de conducta en seres humanos. Este hecho puede deberse en parte a que sólo

a partir de la década pasada fue posible medir con eficacia los niveles de DFH en plasma. De este

modo era dificilprecisar una relación dosis terapéutica Óriesgo neuroteratológico. Con anterioridad,

los ajustes de dosis eran hechos en base a los hallazgos clinicos durante el tratamiento. En

consecuencia, antes del monitoreo terapéutico de drogas los niveles plasmáticos de DFH pudieron ser

relativamente altos, aumentando la probabilidad de alteraciones del desarrollo perinatal.

Los primeros trabajos hicieron incapié en determinar la presencia de teratogenia estructural y

alteraciones neurológicas de comportamientos básicos (Hattig et al., 1987; Gaily et al., 1988).

Al comprobarse la presencia de efectos en los primeros reportes se comenzó a trabajar en la

interpretación de los mecanismos que se dispararían para producir dichos cambios. Parte de los

trabajos enfocaron la dependencia de complemento génico del individuo para la sensibilidad a

teratogenización por DFH (Strickler et al., 1985; Phelan et al., 1982).

Entre los primeros trabajos sobre la performance cognitiva de niños expuestos durante la gestación a

DFH cabe citar los reportes de Gaily et al. (1988) y Vanoverloop et al. (1992).

“ En niños entre 4 y 8 años de edad, expuestos a DFH a través de la madre

durante la gestación, se evaluaron las habilidades cognitivas, respecto a

una población control compuesta de niños donde se identificaron 3 o más

anomalías menores. Aunque los niños DFH ni los controles fueron encon­

trados retardados la DFH indujo registros significativamente menores del IQ



(intelligence quotient) de perfomtance (P-IQ), del IQ para escala total (full

scale IQ, FS-IQ) y en el testeo de integración visual motora” . Actualmente,

continuan los estudios longitudinales sobre la maduración neuropsicológica

en la niñez temprana y la preadolescencia luego de la exposición prenatal a

DFH (Scolnik et al., 1994).

Hace pocos años se ha comenzado a investigar parámetros que pemiitan la evaluación temprana de la

sensibilidad a DFH en pacientes embarazadas en tratamiento crónico por síndromes epilépticos

(Buehler et al., 1993).

En realidad, actualmente se cree que no existe un sindrome hidantoínico, valproático, etc., sino que

gran parte de las anomalías estructurales y funcionales son compartidas por los infantes expuestos a

cualquiera de las clásicas drogas antiepilépticas y no especificos de una monoterapia detemiinada

(Yerby et al, 1992; Granstrom & Gaily, 1992; Maschover-Reinisch et al, 1995).

Los Sindrome Fetales por exposición alos agentes terapéuticos l

Trimetadiona, Hidantoinas, Valproato, Pn'midona, Carbamacepina, Fenobarbital, incluyen:

HALLAZGOS GENERALES: Retraso en desarrollo perinatal y crecimiento intrauterino

ANOMALIAS ESTRUCTURALES: Cejas en V Implantación baja de orejas

Anormalidades cardiacas Epicantus

Microcefalia Hernia Inguinal

ANORMALIDADES CRANEOFACIALES:

Puente nasal ancho Nariz corta u otras alteraciones

Alteraciones en labios Hipertelorismo

Alteraciones en boca Ptosis o estrabismo

Hipoplasia digital distal y/o .hipoplasia de uñas

ANOMALIAS FUNCIONALES: Dificultades en el habla Deficiencia mental

Retraso psicomotor Déficit cognitivo (permanente)
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TABLA IV. Neuroteratogenia estructural y funcional inducida por exposición a distintos agentes

anticonvulsivantes. La lista se ha resumido. Extraído principalmente a partir de

Otra perspectiva sobre el diseño e interpretación de modelos experimentales de

Neuroteratología Funcional puede ser advertida en un reporte de Khera (1987). Dado que un patrón

similar de malformaciones es inducido luego de la exposición prenatal a aminopterina, alcohol,

warfarin, ácido valproico, fenitoína, fenobarbital y trimetadiona, y en patologías como fenilcetonun'a y

diabetes mellitus, Khera propone que se estudie cuantos son los casos en los que el origen de la

teratogenia no es el agente en sí sino los cambios homeostáticos y la respuesta a la toxicidad por parte

de la madre que influirian en el neurodesarrollo intrauterino fetal.

Es posible que la consideración de los efectos comportamentales a mediano y largo plazo luego de la

exposición prenatal a dosis no malfonnantes, no neurotóxicas para la madre, pero que sí inducen

neuroteratogenia funcional sea un buen indicador de que la etiología principal no se encuentra en la

respuesta materna al neurotóxico sino en el efecto en el SNC inmduro (los 3 últimos que cita Khera

aparecen en: Vorhees, 1983).

Es evidente que no es tarea sencilla trabajar en humanos para realizar un seguimiento longitudinal de

efectos neuroteratogénicos desde el período neonatal a la adultez del individuo afectado. Estas

dificultades para colectar datos de seres humanos trasciende al campo de la investigación clínica al no

pemritir un adecuado control de nuevos fármacos y farmacovigilancia de los ya presentes en el

mercado farmacéutico. Esta sería una de las razones principales de las incertezas y modificaciones en

la clasificación de principios farmacológicos.neuroactivos según su bioseguridad en el uso durante la

gestación, la lactancia y el infante preescolar. La migración de los individuos, la subjetividad,

predictibilidad y variabilidad propia de cada batería de testeo comportamental hace dificil la tarea de

detectar y clasificar drogas respecto al riesgo para el consumo humano. Además, los procesos de

desarrollo neural postnatal tardío y las patologías concomit'antes en pacientes adultos mujeres en edad

fértil hacen que sus consecuencias funcionales se superpongan a las propias de la teratogenización

temprana (Khera, 1987).

Considerando todo lo expuesto en esta introducción hasta aquí, se entiende porque hoy en

dia la comunidad cientifica y las instituciones oficiales de Salud Pública consideran a pocos agentes



químicos como neurotóxicos para el desarrollo fimcional (Anon, 1982; Briggs et al., 1998; Batagol,

1993). Consecuentemente, han aparecido estudios que discuten la eficacia de los métodos de

evaluación de bioseguridad teratológica en fármacos y otros agentes neuroactivos de consumo

humano (Rees et al., 1990).

También se debe recordar que la gran mayoria de los principios activos de la farmacopea moderna fue

pensada, desarrollada e introducida en el mercado farmacéutico para individuos adultos, lo cual

permite entender que, de acuerdo a estudios epidemiológicos, hasta 30% de los neonatos

hospitalizados presentan efectos colaterales a las terapias farmacológicas prescriptas (Reinhardt &

Kusenbach, 1986).

1.5. NEUROTERATOLOGIA FUNCIONAL: DISCIPLINA QUE ESTUDIA LAS

ALTERACIONES FUNCIONALES DEL SNC ORIGINADAS DURANTE EL

NEURODESARROLLO POR EXPOSICION A AGENTES QUIMICOS

Las señales ambientales pueden ser percibidas y procesadas en forma completa -incluyendo una

respuesta funcional acorde a la calidad y cantidad del estímulo- ya en el primer dia de vida postnatal

de la rata, como fue reportado por Johanson 8L Hall (1979) en un clásico test de aprendizaje

apetitivo. Hasta el periodo neonatal los programas ontogenéticos del neurodesarrollo serian

modulados mayoritariamente a través de mecanismos autosuficientes de expresión génica. Luego,

gradualmente crecería el peso del componente ambiental hasta hacerse mayoritario y fundamental para

la maduración normal de la integridad neurobiológica adulta. Sintetizando, la estimulación ambiental

es necesaria para el desarrollo normal de los circuitos neuronales, pero tanto la sub- como la

hiperestimulación producen alteraciones funcionales de tipo permanente en los sistemas afectados

(Spitz, 1946; Van Gelder, 1994; Greenough et al., 1995; Ansiman et al., 1998; Hayashi et al, 1998).

Como ya fire expuesto, durante este neurodesarrollo hay etapas en las cuales el SNC puede ser

particularmente afectado por la llegada de estímulos exógenos, y dado que en estos periodos se

definen las propiedades del SNC que poseerá el individuo adulto, la interferencia en estos períodos
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denominados críticos del neurodesarrollo puede producir alteraciones de conducta de tipo

permanente.

Si la interferencia es durante un periodo critico prenatal, entonces existe alta probabilidad de que se

altere el número, distribución u organización de las neuronas del area afectada. Si en cambio se

introduce en el SNC un agente externo durante un periodo critico de la maduración postnatal, es muy

probable que la alteración no sea tan evidente ante un análisis poco profundo puesto que lo que se

puede modificar son las habilidades motoras, cognitivas o psicológicas del individuo en su interacción

con el medio. En este sentido, los individuos pueden ser inhabiles para la ejecución de tareas de

diversa complejidad de acuerdo al area y el estadio de neurodesarrollo afectados, lo cual sólo

permitiría evidenciar el déficit recién cuando, durante la evolución normal, el individuo es exigido a

realizar dlcha tarea (por ejemplo, normalmente recién se exige a un niño a aprender a dividir a los 9-10

años).

En el caso de la especie humana, las consecuencias del contacto del SNC con agentes químicos

promotores de malformaciones anatómicas (o sea, agentes neuraleratógenos estmclurales) son bien

conocidas; como caso ejemplificador se puede recordar las malformaciones innatas observadas en los

años 60‘s en neonatos nacidos a partir de madres que habían consumido lalidomida durante la

gestación (Smithells, 1973; McBn'de, 1977).

Mas tarde se desarrolló dentro de las neurociencias un area que se ocupa de las alteraciones

funcionales permanentes del sistema nervioso inducidas por la exposición a especies químicas

neurotóxicas (agentes neuroteralógenos funcionales) durante el pen’odoperinatal.

Esta disciplina es denominada Teratología de la Conducta o Neuroteratología Funcional (Riley &

Vorhees, 1986).

Este campo de la neurobiología es relativamente joven y precisa para su abordaje inicial la integración

de los datos obtenidos en otros campos como ser la toxicologia, la neuroquímica y la fisiología del

neurodesan'ollo y la psicología infantil experimental. La Neuroteratología Funcional es un campo en

rápido crecimiento gracias a los recientes avances en la neurobiología molecular y fiJncional de

mamíferos y la disponibilidad de compuestos con mayor selectividad farmacológica. Se ha reunido

evidencia que valida la correlación de los reportes cientificos de modelos animales de neuroteratología
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funcional con los hallazgos de la clínica humana (ver discusión de este punto en Werler et al., 1985).

Como ejemplo se puede citar la similitud de los hallazgos de neuroteratogenia funcional luego de la

exposición prenatal experimental a Fenitoína en rata, y luego de la prescripción médica de mono- y

politerapias anticonvulsivantes durante la gestación de mujeres con distintos cúadros epilépticos (ver

ref. Yerby et al., 1992; Granstrom & Gaily, 1992",Vorhees, 1983, 1986, 1987).

Dichos estudios experimentales son útiles para predecir las consecuencias de la exposición

neuroteratogénica temprana, y para revelar los mecanismos neurales subyacentes a la alteración

funcional. Luego de haber alcanzado una cierta conciencia de lo que implica para la Salud Mental de la

población el impacto de neuroteratógenos funcionales durante la vida temprana, en la actualidad se

abre la necesidadde diseñar y poner a prueba alternativas terapéuticas viables.

1.5.1. EL NUCLEO ESTRIADO EN EL ESTUDIO DE ALTERACIONES NEURO­

QUIMICAS O CELULARES ASOCIADAS A NEUROTERATOLOGIA FUNCIONAL

En el caso del núcleo estriado (NE), la neurogénesis a partir de neuroblastos potenciales comienza

hacia el comienzo de la segunda mitad de la gestación. Este proceso multiplicador de neuronas

prosigue hasta el final de la gestación y muy pocas neuronas son generadas de esta forma en los

primeros dias de vida postnatal (Rodier, 1977; van Vulpen & van der Kooy, 1998).

La muerte celular programada estriatal, principalmente a través del fenómeno denominado apoptosis,

ocurre mayoritariamente en la primera semana de vida postnatal. Después de la segunda semana no se

detecta neuronas positivas para apoptosis (Maciejewska et al, 1998).

Este período sería bastante coincidente con el de la apoptosis nigral, la cual estaría prácticamente

completada hacia P14, contando el número de neuronas positivas para TH, ya sea para la porción

dopaminérgicapars compacta como para la no dopaminérgicapars reliculata. La pars lateralis no

presenta cambios en la densidad neuronal en este período (Tepper et al, 1994). Oo & Burke (1997),

propusieron que la apoptosis nigral sería bifásica, con un pico ancho inicial entre E20 y P8 (máximo en

P2) y un segundo pico, bastante menor que el anterior, hacia P14.
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La ontogenesis apoptótica nigral no debe ser analizada como un evento ajeno a la dinámica estn'atal

durante el desarrollo postnatal. La lesión estriatal postnatal temprana con ác. quinolinico resulta en

una disminución en el número de neuronas dopaminérgicas de la SN pars compacta en el individuo

adulto (Macaya et al., 1994), y es posible que el nivel de muerte celular programada de SN durante el

neurodesarrollo temprano afecte la tasa de apoptosis natural del NE a partir de mecanismos mediados

por dopamina (Hattori et al., 1998) o por competencia de las neuronas estriatales por factores

liberados en forma dependiente de la actividad nigral (Fishel et al., 199]).

Este período de selección del número de neuronas podría coincidir con el pen'odo de sensibilidad

neuronal a la deprivación del factor de crecimiento neuronal prototípico, el Nerve Growth Factor

(NGF). Este punto ha sido tratado recientemente por Eaton et al. (1997), quienes trabajando con el

ganglio cervical superior de roedores encontraron que la clásica respuesta de mayor supervivencia

neuronal en el cultivo adicionado con NGF se perdía en neuronas extraídas de animales de cuatro

semanas de vida. Este hallazgo podria ser a priori transferido al NE, considerando lo reportado por

Abiru et al (1996), quienes demostraron que, en el NE, el NGF previene la muerte de neuronas

colinérgicas estriatales en cultivos provenientes de animales de dos semanas, pero la muerte celular

programada no podía ser atenuada si los cultivos neuronales provenían de animales de cuatro semanas

de vida.

O sea, hacia el último tercio del primer mes de vida la neurona colinérgica estriatal es insensible a la

acción antiapoptótica del NGF, y entonces, a partir de la cuarta semana de vida postnatal, el NGF

comenzaría a actuar ya no como agente trófico promotor de supervivencia, sino en otros aspectos de

la maduración neuronal postnatal tardía. Como veremos mas adelante, este es uno de los tantos

ejemplos de la trascendencia del NGF y otras neurotrofinas para la maduración del NE.

Durante la selección neuronal por apoptosis, continúa paralelamente la maduración celular con una

activa tasa de crecimiento en volumen y masa (Zahalka et al., 1993) por un lado, y de llegada de

terminales desde las areas aferentes (principalmente vías Tálamo-estriatal, Nigroestriatal y Cortico­

estriatal) por otro.
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Día Postnatal (P) Peso (mg)

P2 l4il
P4 l9il
P7 38il
P10 39d: 2
P14 441" 2
P18 45i 2
P23 57i4
P37 79i 5
P51 93 i 8
P65 92i 5

En realidad, este proceso de migración de conos neuríticos hacia el NE comienza hacia el final de la

gestación y el patrón espacial de contactos entre el NE y la periferia estaría practicamente terminado al

final de la tercera semana de vida (Coyle & Campochiaro, 1976). Estas conexiones no sólo afectan a

las sinapsis sino también a la consecuencia del procesamiento de señales posteriores a la comunicación

interneuronal. Por ej., la actividad dopaminérgica nigroestriatal afecta la expresión génica del

neuropéptido preproencefalina A en el NE (Normand et al, 1988).

Luego de que el andamiaje (‘inring”) básico está instalado, la actividad funcional ya no es

aprovechada en forma critica para formar un mayor número de circuitos a través de los cuales

transitarán las señales electroquímicas puesto que este punto ya está consolidado. En consecuencia, a

partir de la tercera semana de vida la activación eléctrica comenzaría a transformarse en el disparador

de la liberación local de factores tróficos y neuropéptidos los cuales a su vez modulan’an la

probabilidad de supervivencia de los contactos sinápticos expuestos al soporte trófico (Black, 1986;

Neeper et al., 1996; Beminger & Poo, 1996). De esta forma se seleccionan’an ya no neuronas en

forma directa, sino que la eliminación de terminales por selección sináptica conllevaría como efecto

secundario la muerte de la neurona que no logra abastecer su metabolismo en forma suficiente. Esta

segunda eliminación de neuronas estriatales sería poco significativa en número comparada a la de las

primeras dos semanas de vida postnatal. Esta “mínima” disminución de neuronas estaría relacionada a
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eventos de particular significación biológica. De esta forma comienzan los ajustes finos que

demarcarán la fisiología final del NE, como ser:

Cuál será su sensibilidad farmacológica específica? Cuál será el umbral de sensibilidad?

Cuál será su respuesta funcional máxima?

Y algo mas tarde,

Cuál será su soporte glial ? Cuál será su velocidad de envejecimiento, etc. ?

Finalmente, desde el final de la neurogénesis hasta la cuarta semana de vida madura la expresión de

marcadores somáticos y sinápticos específica de tipo neuronal. Clásicamente se ha descn'pto que la

ontogenia de marcadores estriatales gabaérgicos, colinérgicos y dopaminérgicos finaliza al final de la

cuarta semana de vida (Coyle & Enna, 1976; Coyle 8L Yamamura, 1976; Fiedler et al., 1987;

Okamura et al., 1997) aunque existen pocos reportes que indican que podría precisarse mas tiempo

para completar esta maduración, como con los marcadores colinérgicos ChAT y HACU, que alcanzan

los valores adultos al comienzo de la séptima semana postnatal (Yamada et al, 1986; Aubert et al,

1996) y que los distintos subtipos de mAchRs maduran recién en P75 (Balduini et al, 1987; Aubert et

al, 1996).

Un resumen de estos fenómenos ontogenéticos en el NE de rata son mostrados en un diagrama en

pág. 44.

En relación a porqué el NE podría ser un area ideal para correlacionar cambios comportamentales

inducidos con neuroteratógenos se puede citar el caso de la nicotina. En los últimos años, en modelos

animales experimentales se han reportado pruebas sobre la capacidad neuroteratogénica estriatal de la

nicotina durante la gestación, demostrado por Zahalka y col. (1993), los cuales observaron un

cambio en las etapas ontogenéticas de la expresión de receptores colinérgicos tipo ml

estriatales, o las consecuencias de la exposición a metadona en el pen'odo prenatal, que incluyen un

retraso en la maduración postnatal de las neuronas colinérgicas estriatales (ver Fig. 6 en pág.

16)(Robinson y col, 1993).
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El NE también podría ser de alto interés para estudiar la neurobiología de los síndromes

comportamentales en humanos que tienen su origen en interferencias del neurodesarrollo. Por ejemplo

Swanson et al. (1998) han encontrado cambios en el NE según los estudios de RMN realizados en

niños con DDA con hiperactividad, que reforzaría la utilidad del NE en modelos animales de inducción

y terapéutica de alteraciones funcionales permanentes originadas durante el neurodesarrollo.

En consecuencia, si acordamos con la mayon’a de la bibliografia que se terminan todas las

particularides estructurales y dinámicas del NE hacia el final del primer mes de vida, cabe la pregunta:

En la rata, sólo durante el antedicho periodo G12 9 P28 de maduración estriatal es posible

interferir la ontogenia con consecuenciaspermanentes para la neuroquimica y la función del NE

adulto 7

Rearmando la pregunta: A partir de P28 el NE está ya respondiendo como un núcleo neural

totalmente maduro, donde la llegada de estímulos fisicos y químicos no afectan en forma

persistente la neuroquimica y la respuestafuncional 7

Es posible luego dela cuarta semana de vidapostnatal provocar cambios

neuroquimicos y/o funcionales persistentes en el NE operando con estimulación fisiológica o

estrategiasfarmacológicas ?

Estas preguntas son en parte respondidas mas adelante en la interpretación y discusión de los

resultados de esta tesis.

Entonces,

Ó la condición normal o anómala -clínica o subcllnica- en el SNC maduro, que en el pasado

contactó un supuesto agente neuroteratógeno funcional durante el neurodesarrollo, se define de una

u otra forma en ese mismoperiodo de la ontogénesis neural,

y, por lo tanto, es posible hipotetizar que si existe un modo y un tiempo precisos para que una

interferencia afecte en forma permanente una función central,
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Ó debe existir un modoy un tiempo también muyprecisos para corregir el desbalance bioquímico

involucrado con otra interferenciafarmacológica o ambiental

Si esta hipótesis era correcta, se podía desarrollar la estrategia terapéutica adecuada a cada caso para

acercar la respuesta motora y/o cognitiva del.individuo afectado, al valor normal para la población en

cuestión. Dentro del marco del proyecto [PON se intentó entonces poner a prueba distintas

estrategias de atenuación o reversión de neuroteratogenia funcional.

En las líneas de investigación que incluye esta tesis se ha tratado de determinar las condiciones básicas

necesarias para aplicar distintas estrategias terapéuticas para atenuar neuroteratología funcional.

La primera etapa incluyó utilizar el test de entrenamiento circular (TEC) para determinar los cambios

funcionales que ocurren en animales normales desde la lactancia hasta la maduración final (adulto

joven). Con este testeo ya había sido posible detectar alteraciones motoras inducidas con vit. A y HAL

durante la gestación (Brusés et al, 199]; Brusés & Azcurra, 1993), y en pruebas preliminares había

demostrado ser sensible a los cambios fisiológicos del sistema motor durante el desarrollo postnatal

tardío.

Estas modificaciones durante el desarrollo postnatal eran probables debido a que durante la

maduración tardía de la rata (post-destete) se han detectado cambios en la respuesta funcional a

distintos grados de estimulación ambiental (Brain, 1976; Einon & Morgan, 1977; Gentsch et al,

l982a, l982b., 1983; Schecter& Cocanon, 1984; Ibarra et al., 1995, 1996).

Cabe citar la revisión de Spear & Scalzo (1986) donde se reporta que la hiperactividad que produce el

neuroléptico HAL cuando es administrado repetidamente durante la lactancia, se detecta antes o

después pero no dentro del período P27-46, aplicando siempre el mismo testeo comportamental (de

end point motor).

La segunda etapa fue reproducir en nuestro modelo animal alteraciones de conducta inducidas por los

neuroteratógenos seleccionados (HAL y DFH) y determinar si los efectos de la neuroteratogenia

funcional inducida en distintos períodos de la gestación o la lactancia dependía de la edad seleccionada

para el testeo en función de los hallazgos en animales controles entrenados a distintas edades

postnatales.
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La tercera etapa fue diseñar y poner a pmeba tres abordajes con el mismo objetivo terapéutico.

I. MANIPULACIÓN DE CONDICIONES AMBIENTALES EN PERIODOS CRITICOS

DE REMODELAMIENTO SINAPTICO DEPENDIENTE DE ACTIVIDAD

Considerando lo antedicho, podía ser posible que la modificación de las condiciones de estimulación

socio-ambiental y la exposición a agentes químicos actúen en distintos períodos sobre el SNC

inmaduro induciendo modificaciones neuroquímicas y/o funcionales de mediano o largo plazo. Si se

obtenían modificaciones opuestas con un agente químico y una condición ambiental determinados se

podía diseñar una estrategia terapéutica para neuroteratología funcional.

El ambiente de cn'a y las experiencias de los infantes de rata durante los primeras etapas de vida

postnatal modifica el grado de recuperación de la actividad motora y la respuesta cognitiva frente a un

condicionamiento, cuando los animales han sido previamente tratados con hidroxidopamina,

neurotoxina clásicamente utilizada para depletar la vía nigro-estriatal de dopamina (Pearson et al,

1980; Rose et al, 1993) y puede alterar el patrón de desarrollo neural y las respuestas a distintos

desafios ambientales y farmacológicos (Brain, 1976; Uylings et al., 1978; Uylings et al., 1994;

Fernández et al, 1993; Ansiman et al, 1998).

Además, la deprivacion social disminuye los niveles de D2R en cuerpo estn'ado de rata (Bean & Lee,

1991), y la administración postnatal temprana de HAL aumenta este marcador dopaminérgico en el

mismo núcleo basal (Rosengarten & Fn'edhoff, 1979).

El aislamiento social y ambiental produce cambios en distintos parámetros de la via nigroestn'atal y

mesocorticofrontal (Bean & Lee, 1991; Blanc et al., 1980). Van'os autores encontraron aumento en la

actividad locomotora espontánea (por ejemplo en el testeo en open field) luego del aislamiento

(Gentsch et al., l982a, l982b). Einon & Morgan (1977) describieron un periodo crítico para los

efectos locomotores producidos por lan deprivacion sensorial y el aislamiento social. Sólo encontraban
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la clásica hiperactividad post-aislamiento si los animales eran deprivados de interacción social antes o

despues, no dentro del pen'odo P25-45.

Mas aun, en nuestro laboratorio hemos encontrado que el período P30-37 representa una etapa de

plasticidad estriatal dependiente de actividad, o sea un período cn'tico estriatal (PCE) (Ibarra et al,

1995; 1996), con ciertas analogías al periodo crítico de la corteza visual descripto por Hubel & Wiesel

(Wiesel, 1982).

La hipótesis a probar en este caso fue que la capacidad de la deprivación para disminuir el nivel de

sitios de unión a radioligandos específicos para receptores D2R compensan'a, parcial o totalmente, las

consecuencias neuroquímico-comportamentales ya enunciadas de la administración de HAL durante

el pen'odo posnatal temprano.

II. ADMINISTRACION DE FARMACOS EN PERIODOS CRITICOS

DE SENSIBILIDAD POSTNATAL

Siguiendo la hipótesis planteada en pág. 46 seleccionamos 2 drogas de elección en la clínica médica

(un antipsicótico, Halopen'dol, y un anticonvulsivante, Difenilhidantoína) para inducir neuroteratología

funcional y para corregir las alteraciones tempranas, aprovechando que el SNC tiene una sensibilidad

dependiente de período de exposición para estas drogas (relevamiento de reportes sobre

neuroteratogenia inducida por estas drogas en páginas 30-36).

III. MODIFICACION DE LA EXTENSION DE PERIODOS DE REMODELAMIENTO

SINAPTICO DEPENDIENTE DE ACTIVIDAD FISIOLOGICA

El Nerve Growth Factor

Ya desde el descubriemiento del nerve growth factor (NGF) en los años 50s se reconocía que esta

biomolécula jugaba un rol pn'ncipal en el neurodesarrollo, particularmente en la supervivencia y la

maduración de células en los ganglios sensoriales y en el SNA (Levi-Montalcini & Angeletti, 1968",

Black, 1993). Estudios bioquímicos revelaron que el NGF es intemalizado en sitios receptores
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especificos de alta afinidad localizados en terminales axonales y transportados retrógradamente al

soma neuronal. Los pasos metabólicos y las consecuencias funcionales disparados por la presencia de

NGF en la célula no son completamente entendidos. Los principales avances al respecto se han hecho

trabajando principalmente con lineas celulares en cultivo de las células denominadas PC12 (derivadas

de feocromocitoma) y neuronas sensoriales espinales, en donde se ha demostrado que la transducción

de señales involucra la expresión de protooncogemes (Gabellini et al., 1992; Batistatou et al, 1992).

Luego de las primeras caracterizaciones químicas y biológicas del NGF otros factores tróficos fiJeron

aislados y purificados tales como la neurotrofina derivada de cerebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT3),

neurotrofina 4/5 (NT4/S), factor neurotrófico ciliar (CNTF), etc. De esta forma, considerando que

gran parte de los anteriores revelan una homologia polipeptídica considerable y un rol similar durante

el desarrollo neural, los mismos pertenencen a la “familia de neurotrofinas” (Cuello & Thoenen, 1995).

La hipótesis neurotrófica es el concepto que explica la mayoria de los analisis experimentales sobre el

rol de las neurotrofinas durante el neurodesarrollo. Esta hipótesis establece que las neurotrofinas

localizadas en el area blanco de una neurona toman contacto con las membranas plasmáticas de los

terminales axonales, son internalizadas y transportadas retrógradamente al soma para afectar las

funciones metabólicas por distintos caminos. Los niveles endógenos de NGF en el SNC y en la

periferia están en el orden de los pg NGF/g tejido (Mobley et al., 1989; Korsching et al., 1985); en

consecuencia la biodisponibilidad de NGF es fisiológicamente un factor limitante, lo cual permite

hipotetizar que los niveles del mismo podrían controlar el número de células y la densidad de

inervación (Black, 1986). Durante el neurodesarrollo existe evidencia que los niveles de neurotrofina

en el blanco son up-regulados mientras las primeras fibras inervan a este ultimo. También se ha

demostrado que neuronas pequeñas peptidérgicas dependen de NGF para sobrevivir. La exposición

del individuo durante la gestación o el período postnatal temprano a anticuerpos anti-NGF previene la

supervivenvia de neuronas expresando TrkA. En el caso de las aferencias nociceptivas (neuronas que

expresan y liberan sustancia P) el requerimiento por NGF termina hacia P2. De este modo, cada area

neural tiene su propio patrón de dependencia de soporte trófico (Knüsel et al., 1994). La imposibilidad

para recibir dicho soporte en el periodo cn'tico para la supervivencia neuronal de cada area particular

conllevaría a cambios significativos en la densidad neuronal en el individuo adulto.

Los estudios iniciales con neurotrofinas enfatizaron la importancia de estos agentes en el

neurodesarrollo perinatal y postnatal temprano. Pero el hecho que los receptores de alta afinidad como
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el TrkA (para NGF) son expresados en el individuo adulto (Knüsel et al., 1994), permite postular un

rol de las trofinas neurales mas alla del desarrollo temprano durante el cual los efectos tróficos se

manifiestan casi exclusivamente como modulación de la supervivencia neuronal.

Ciertamente, modula aspectos somáticos y comportamentales del neurodesarrollo de la rata (Aloe y

col., 1981; Calamandrei & Alleva, 1989; Mendell, 1995).

Mas aun, se ha reportado que las neuronas nociceptivas continuan requiriendo NGF para mantener su

fenotipo normal bastante después que la dependencia de NGF para supervivencia ha finalizado

(Mendell, 1995). Este rol adicional del NGF correspondería ya no el alimento de las neuronas sino el

activador y/o estabilizador de los patrones de maduración fenotípica.

También, utilizando la línea celular PC 12, ha sido demostrado en cultivo que afecta el balance iónico

a través de la membrana plasmática al regular la expresión de canales (como por ej. el canal voltage­

dependiente de K+, Sharma y col., 1993), y la concentración de receptores colinoceptivos

muscarinicos (Jumblatt y col., 1982) y nicotínicos (Madhok y col., 1992) con la línea celular PC12.

Recientemente, se ha encontrado que NGF sería la única neurotrofina con efectos depresores sobre la

descarga sináptica espontánea (Forander et al, 1996, Berninger & Poo, 1996).

En los años 90's distintos grupos han propuesto un nuevo rol a las neurotrofinas en general y al NGF

en particular.

A partir de los hallazgos de la presencia de un pen’odo cn'tico de ajuste sináptico estructural y

fimcional dependiente de actividad funcional en la vía visual, sin los cuales la percepción visual del

individuo adulto es deficitaria en forma irreversible (Wiesel, 1982), estos grupos probaron la

capacidad del NGF para modificar las consecuencias de la deprivación visual durante el periodo de

máxima sensibilidad. Así file que se reportó que la administración de NGF durante el período critico

en animales deprivados por sutura temprana de párpado impedía que se pierda la capacidad de la via

visual para hacer ajustes sinápticos luego de finalizado el pen'odo critico natural. Pero también se

encontro que la administración de NGF en la via visual de gatos adultos restablecia las propiedades

plásticas dependientes de actividad funcional pese a operar sobre un SNC maduro" (Domeneci et al,

1991; Carmignoto et al., 1993; Gu et al., 1994; Gu, 1995).

Esto ha planteado un nuevo horizonte en el campo de la terapéutica de las alteraciones tempranas de

la ontogénesis neural. Estos antecedentes y un estudio bibliográfico de los efectos neuroquímicos,
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estructurales y funcionales del NGF endógeno o exógeno sobre el NE (ver en discusión) sugirió que

esta neurotrofina era un candidato ideal para una primera prueba de modulación del PCE con fines

terapéuticos.

* La reinducción de plasticidad dependiente de actividad funcional en el gato adulto

no seria patrimonio exclusivo de las neurotrofinas como el NGF, sino que también

drogas como la anfetamina han demostrado ser capaces de interaccionar con la

experiencia visual para restablecer la percepción binocular de la distancia al objeto

después de ablación de corteza visual (Feeney & Hovda, 1985).



2. OBJETIVOS

DISEÑAR UN MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL DE
TERAPEUTICA DE NEUROTERATOLOGIA FUNCIONAL

Este objetivo general se abordó por medio de dos aproximaciones

l. USO DIRECTO DE AGENTES FARMACOLOGICOS ó
MODULACIÓN DE LA ESTIMULACION AMBIENTAL

OBJETIVO: seleccionar agentes famracológicos y/o condiciones ambientales
adecuados para atenuar o revertir neuroteratogenia fimcional inducida

TRANSFERENCIA POTENCIAL A LA CLÍNICA HUMANA

Aporte de nuevas estrategias terapéuticas basadas en el conocimiento de los
cambios neuroquimicos y fimcionales que se suceden durante la ontogénesis
normal y luego de la exposición perinatal a neuroteratógenos de conducta

2. USO DE AGENTES MODULADORES DE PLASTICIDAD NEURONAL

OBJETIVO: seleccionar un agente de esta clase y las condiciones ontogenéticas
adecuadas para realizar una modificación persistente en las propiedades neuro­
químicas y plásticas del área tratada

TRANSFERENCIA POTENCIAL A LA CLÍNICA HUMANA

Modificar la calidad de la respuesta farmacológica y las consecuencias persistentes
de la misma en el área tratada, pemiitiendo así, en una segunda etapa, el diseño y
aplicación temprana de nuevas terapéuticas de corrección permanente de neuro­
teratogenia funcional del tipo de las presentadas en la línea experimental l
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3. MATERIALES Y. METODOS

3.1. REACTIVOS Y DROGAS UTILIZADAS

En todos los casos se utilizó reactivos de calidad analítica. En los tratamientos farmacológicos

se administraron las siguientes drogas:

Haloperidol, a partir de Halopidol ampollas, Smg/ml, gentilmente donado por el

Sr. Stein, Laboratorio Janssen, Buenos Aires

Difenilhidantoina, a partir de Epamin ampollas de SOmg/ml,gentilmente donado

por el Dr. Moretto, Laboratorio Parke-Davis, Buenos Aires

Todos los radioligandos tritiados usados en la determinación de sitios de binding fueron

comprados a New England Nuclear (NEN). En la determinación de binding inespecífico se uso:

Sulfato de Atropina, a partir de ¡soplo-Atropina gotas 1%, Lab. Alcon, Buenos Aires, y

Sulpirida, a partir de Vipral ampollas, Lab. Armstrong, Buenos Aires.

La apomorl'ina derivó del producto comercial apokinon (clorhidrato de apomorfina, Lab.

Aguetant, Francia) fue gentilmente donada por el Dr. Diewzchapolski, Instituto ININFA-UBA

El Nerve Growth Factor (Factor de Crecimiento Nervioso, NGF) utilizado en los Exp. NGF l

y NGF 2 fue gentilmente donado por el Dr. Eugene M. Johnson, Jr. (Washington University

School of Medicine, St. Louis, Missouri, USA) y el Citocromo C de corazón de_caballo fue

comprado a Sigma, Co. (St.Louis, Missouri, USA)
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3.2. ANIMALES Y CEPAS UTILIZADAS

El animal escogido como modelo experimental fue la rata (rattus rattus sp.) de la cepa Sprague­

Dawley. En las estrategias farmacológicas de terapéutica para Neuroteratología Funcional

(Experimentos HAL/HAL y DFH/DFH) individuos adultos machos y hembras (180-300g)

fueron suministrados por el Bioterio Central de la FCEN. Los cruzamientos se realizaron

colocando un macho por cada tres hembras en jaulas de acero inoxidable de l8dm3. Luego de

24 hs, se buscó bajo el microscopio óptico la presencia de esperma en lavados vaginales

realizados con solución fisiológica estéril en cada una de las hembras. Cuando un preparado dió

positivo para la inseminación, la hembra respectiva fue alojada en una jaula de cria,

considerándose ese día como dia gestacional (G) G1.

Para los estudios de la ontogenia del comportamiento motor y asociativo-espacial en el TEC y

los experimentos sobre la modificación de la plasticidad muscarinica durante el periodo critico

estriatal (Exp. NGF 1-2), los animales fueron de la misma cepa pero provinieron del Bioterio

Central del Instituto de Biología y Medicina Experimental (IBYME).

Dentro de lo permitido por c/u de los diseños experimentales, después del nacimiento y para

disminuir la variabilidad derivada del “efecto camada” (Abbey & Howard, 1973; Spear & File,

1996), en el día P2-P3 las crías de cada camada fueron codificadas y colocadas en distintas

jaulas. Las camadas fueron siempre limitadas a un máximo de 9 neonatos. Los animales fueron

siempre pesados en forma individual.

El día de nacimiento de las camadas fue estimado con un error máximo de 24 hs. Para no

estresar demasiado a las hembras luego del parto, el conteo de neonatos vivos y muertos se

estimó primero desde el exterior de la jaula en día Pl. En los gráficos se presentan el número de

crías totales, los animales encontrados muertos, y los desaparecidos respecto a la primera

observación. Estos últimos son considerados como comidos por la madre, luego que se
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presenció ese comportamiento anómalo er. algunas oportunidades y que no quedó rastro alguno

de dichos neonatos en la segunda observación.

3.2.1. MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES

Mientras no eran tratados de alguna forma antes, durante y después de los experimentos, los

animales fueron criados en un ambiente controlado, termostatizado a 20-22°C, bajo un régimen

de luz/oscuridad de 12/12 hs, con bebida (agua) y comida (alimento balanceado para

roedores - dieta N°l, Nutrimento SA, Buenos Aires) ad Iibitum. Considerando los efectos de

las condiciones fisico-químico-sociales de cría sobre el desarrollo estructural y funcional del

SNC (como ejemplo ver Exner & Clark, 1993), se procuró disponer las jaulas de cada grupo

experimental en las mismas condiciones de luz, cantidad de espacio por individuo y estimulación

social para atenuar la perturbación de estas variables sobre las respuestas comportamentales y

marcadores neuroquímicos estudiados en los animales.

En todos los casos que animales fueror. sometidos al test de entrenamiento TEC, luego de

finalizado el mismo, las ratas fueron criadas en condiciones normales y pesadas en promedio

cada 3 dias para control de recuperación de peso durante 15 días. Al finalizar el testeo en el

TEC los animales llegan a bajar entre un 5 y un 10% de su peso inicial (ver procedimientos con

el TEC mas adelante). En todos los casos, las ratas normalizaron su tasa de crecimiento durante

dicho lapso. En los diseños experimentales se trató de administrar los tratamientos

farmacológicos y realizar los testeos comportamentales siempre dentro de los mismos horarios

para todos los grupos experimentales considerando que se ha reportado variabilidad

intraindividual dependiente de ritmo circadiano para diversos marcadores neuroquímicos.
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En todos los casos los animales fueron sacrificados al finalizar las pruebas funcionales por

decapitacíón.

En todos los procedimientos de los experimentos de esta-tesis los animales fiJeron tratados,

dentro de las posibilidades que ofrece la FCEN, en acuerdo con las recomendaciones de la guía

del Consejo Nacional de Investigaciones (NIH, USA) para el cuidado y uso de animales de

laboratorio en investigación.

3.4. ESTUDIOS COMPORTAMENTALES

3.4.1. EL TEST DE ENTRENAMIENTO CIRCULAR (TEC)

3.4.1.1. DISEÑO Y CARACTERISTICAS DEL APARATO PARA TEC

A fin de realizar el TEC en forma automatizada y así obtener mediciones objetivas, en nuestro

laboratorio se desarrolló un aparato acoplado a un dispositivo electrónico que permitiera realizar

el conteo de vueltas, el tiempo requerido para realizar una determinada cantidad de vueltas y la

administración de la recompensa en forma automática (Bruses & Azcurra, 1993; Bruses et al,

1991).

El aparato empleado está conformado por una pista circular de 16 cm de ancho construida con

dos cilindros de metal concéntricos de 1.8 mm de espesor y 31 cm de alto a cada lado de la

pista. Los cilindros de 24 y 40 cm de diámetro, fueron colocados sobre una base de madera y el

piso de la pista fue recubierto con goma antideslizante. Todo el material fue pintado de negro.

La pista de entrenamiento fue iluminada con una luz blanca externa al aparato que incidía

homogéneamente sobre toda la pista y recubierta con una tapa de acrílico de 2 mm de espesor

con 4 orificios a 90° coincidiendo, cada uno, con la posición de cada par emisor-detector

infrarojo. Cuatro emisores de rayos infrarrojos fueron colocados por dentro del cilindro interno,

y cuatro sensores o detectores infrarrojos fueron colocados por fiJera del cilindro externo,
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enfrentado cada uno a su respectivo emisor. Cada par emisor-detector file ubicado a cada 90°

de la circunferencia a 2 cm por encima del piso y numerados del l al 4 en sentido horario. Los

cuatro sensores fiJeron conectados a una unidad de memoria en forma secuencial. Los sensores

son activados cuando el haz infrarojo es interrumpido, lo cual sucede cuando algo se interpone

entre el emisor y el detector correspondiente, en este caso el animal estudiado. Los sensores

fueron conectados al circuito de memoria de manera tal que siempre se requiere que el sensor

anterior haya sido activado para que la activación del siguiente sea registrada. Asi, a medida que

el animal va recorriendo una vuelta en el sentido prefijado como correcto, los sensores van

siendo activados. Por ejemplo, si el animal tiene que realizar una vuelta en el sentido horario

para obtener su recompensa, debe intenumpir el rayo infrarrojo del detector l antes de

interceptar el rayo del emisor 2, de lo contrario por mas que el segundo rayo sea interceptado

esto no es registrado en el circuito de memoria, y lo mismo sucede con el par emisor/detector 3

y 4. Cuando el tercer sensor es activado, el animal ya recorrio J/4de la pista circular total en el

sentido correcto y se activa el dispensador de la recompensa que libera, a la altura del cuarto

sensor una gota de solución de sacarosa lO % a partir de un recipiente anexo. A] llegar el animal

al cuarto sensor, el mismo es activado, una vuelta es computada por el contador, y se resetea el

dispositivo de memoria quedando en condiciones de iniciar un nuevo ciclo de intercepción de

rayos. El animal puede moverse libremente en ambos sentidos dentro del aparato, pero sólo

recibirá la recompensa si realiza una vuelta completa en el sentido previamente asignado como

correcto, ya que cada vez que el animal intercepta el cuarto sensor el dispositivo de memoria es

reseteado, borrando así el registro de sensores que puedan haber sido activados hasta el

momento.

El aparato cuenta con un interruptor que permite seleccionar el sentido de giro en el cual los

sensores deben ir siendo activados para que finalmente la recompensa sea liberada. Esto permite

disponer de dos alternativas de giro: horaria y antihoraria.

El dispositivo dispensador de agua fue construído con una válvula electromagnética o solenoide

cuyo conducto de entrada está conectado a un frasco que contiene la recompensa colocado a

una altura suficiente que pennita la circulación de la solución por presión hidrostática. Al orificio

de salida de la válvula se le conectó un tubo de goma hasta la parte superior del aparato de
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entrenamiento cuyo extremo distal fue conectado a una aguja dispensadora a su vez en contacto

con el orificio superior del aparto por encima del cuarto par emisor/sensor.

El diseño de la conección aguja-tapa de acrilico fue realizado de tal forma como para que

animales en desarrollo de distintos tamaños no puedan tocar la aguja ni extraer la recompensa

directamente al pararse en forma bipeda.

Al ser activado el tercer sensor se envia un pulso eléctrico a la válvula, la cual permanece abierta

el tiempo que dure el pulso. Mientras la válvula está abierta la solución de la recompensa circula

y cae al piso de la pista en el lugar indicado, donde es ingerida por el animal. La duración del

pulso eléctrico puede ser regulada por medio de un potenciómetro. De esta forma es posible

regular el volumen de la gota de recompensa según el diseño experimental particular. En las

condiciones establecidas para los experimentos de esta tesis la gota liberada tenía un volumen de

entre 50 y 80 ul de acuerdo al tamaño de los animales estudiados.

3.4.1.2. PROCEDIMIENTO PARA ESTUDIAR EL COMPORTAMIENTO MOTOR Y

ASOCIATIVO DE LOS ANIMALES CON EL TEC

Este es un paradigma para el estudio del comportamiento motor y asociativo (Yamamoto &

Freed,l982; Bruses et al., 1991; Brusés &'.Azcurra, 1993; Brusés, 1993).

El TEC consiste en el testeo por 8 dias consecutivos, una sesión por dia, de la respuesta del

animal a un condicionamiento de tipo operante.

Los animales son deprivados de agua por 24 h previo a la sesión So del TEC

En dicha sesión al animal se le enseña manualmente una determinada consigna para poder

acceder a la gota de sacarosa (SAC). Debe dar una vuelta en un determinado sentido de giro

recorriendo un circuito circular de un metro de perímetro con piso y paredes negros. En los

primeros 10 min (to a tm) de la sesión So se recompensa al animal con una gota de SAC cada

cuarto de vuelta correcta. Durante los segundos 10 min (tm a tzo) la recompensa es entregada

cada media vuelta en sentido correcto. Los últimos 10 min (tzo-tgo)de dicha sesión de enseñanza
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de la consigna el animal recibe, automáticamente, una gota de sacarosa cada vuelta completa

correcta.

Luego de la sesión So siguen 7 sesiones adicionales, una por día, en cada una de las cuales el

animal se entrena en el condicionamiento aprendido. Cada una de las sesiones 81-7 tiene un

determinado criterio para la finalización de la sesión.

En las sesiones SH la sesion es finalizada retirando la rata del aparato de TEC cuando se llega a

100 vueltas en sentido correcto o cuando transcurrieron 30 min. En las siguientes sesiones 84.-,la

ejercitación en el TEC termina cuando se llega a 150 vueltas o cuando transcurren 30 min.

Al igual que los últimos 10 min de la sesión So, cada una de las sesiones 81-7 se realiza en

forma automatizada dado que las paredes internas del circuito circular cuentan con fotocélulas

que envían una señal a un dispensador automático cuando la rata ha recorrido 3/4 del circuito

en sentido correcto (ver punto anterior). De esta forma la detección de vueltas, el conteo del

tiempo transcurrido dentro del tambor del TEC, y el suministro de las recompensas fueron

automáticamente ejecutados. El sentido horario o antihorario de giro fue asignado azarosamente

en cada experimento.

Para evaluar el componente de aprendizaje asociativo-espacial, los errores en la elección del

sentido de giro fueron registrados durante las sesiones de TEC.

Los errores asociativos fueron observados en los primeros 5 min de las sesiones Sl, S3 y S7

(Exp. HAL/DEP) o durante todo el tiempo utilizado para cumplir el criterio de cada sesión

(Experimentos ONTOGENESIS, DFI-I/DFHy NGF l).

Para poder definir un error cuatro suaves líneas transversales fueron pintadas a través de la

pista circular, las cuales dividieron el circulo en cuatro cuartos iguales. Cada vez que el animal

cruzaba como mínimo una línea (cuando las cuatro patas de la rata se apoyaban sobre el cuarto

de la pista que seguía a la línea incorrectamente atravesada), en sentido opuesto al

recompensado, se anotaba un error en la planilla respectiva. Para las sesiones analizadas los

errores fueron clasificados como:
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i) error en Ia dirección (independientemente de la distancia corrida), y ii) N° de cuartos de

vuelta acumulados en el sentido contrario al asignado como correcto (representativo de la

persistencia en el error). Estos registros son mostrados en las figuras como, errores de elección

tipo I, y persistencia en el error o errores tipo II (ver esquema de muestra del aparato de TEC).

De este modo, los animales entrenan aproximadamente entre 10 y 30 min por día. Para

condicionamientos sensoriomotores en general, este lapso de actividad funcional ya ha

demostrado ser suficiente para que neuronas tónicamente activas del NE adquieran respuestas

condicionadas y cambios que permiten que se retenga el condicionamiento hasta por lo menos 4

semanas (Aosaki et al, 1994).

3.4.1.3. PROCEDIMIENTO CON LOS ANIMALES CONTROLES

Animales controles no entrenados fiJeron también mantenidos diariamente en el aparato de TEC

pero no fueron condicionados en la antedicha tarea. Los controles fueron sometidos al mismo

esquema de deprivación hídrica. Cada uno recibió una ración diaria de agua equivalente al

promedio de ingesta hídrica de los animales entrenados en el lote experimental correspondiente.

Estos controles de entrenamiento fueron habituados al aparato de TEC durante un tiempo

aproximadamente igual al promedio de permanencia de los animales entrenados de ese lote

experimental para cada sesión. En este caso, el conteo de vueltas correctas nunca fije superior a

20. En gran parte de los casos, luego de recorrer en uno y otro sentido de giro el camino circular

la rata control permanecía el resto de la sesión inmóvil y/o dormía. Se debe considerar que la

rata es un roedor de actividad mayoritariamente nocturna, lo cual podría explicar la antedicha

respuesta cuando el aparato de TEC deja de ser un ambiente novel.
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Dado que entre sesión y sesión las ratas no llegan a recuperar el 100% del peso perdido por la

deprivación, los animales son compensados proporcionalmente a su caída de peso con agua

luego de 3 hs de transcurrida la sesión.

Los animales controles de tratamiento farmacológico que fueron entrenados y no cumplieron

con el criterio establecido sesión a sesión hasta S3 (los que no llegaron a 100 vueltas en S; o

disminuyen mas del 10 % de su peso inicial al llegar a S7), fueron descartados de las pruebas y

los análisis posteriores. Este tipo de descarte de datos fiJe despreciable.

3.4.1.4. REGISTROS MOTORES Y ESPACIALES EN EL TEC

Los datos obtenidos son:

V= vueltas por min, en cada sesión

y dado que los gráficos V vs S se aproximan a una hipérbola cuadrática, es posible linealizar

los datos y obtener un ajuste de los mismos a una recta si se realiza la siguiente transformación

matemática,

vma vs v

donde

V = vueltas por min en sesión Sn, desde S] a S7

Ra = refuerzo acumulado = vueltas totales realizadas hasta Sn

Ajustando los datos a una recta y obteniendo por extrapolación X(V) para Y (V/Ra)= 0, se

puede calcular la velocidad máxima del grupo experimental de animales evaluados (Vm).

Y la inversa de la pendiente de la recta, "L", representa la magnitud del refuerzo para

alcanzar una determinada respuesta, o sea, es el parámetro que se relaciona al aprendizaje mixto

asociativo-procedural en este paradigma comportamental.

A < L, > coordinación motora y habilidad espacial durante el aprendizaje

A > Vm, > respuesta motora
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Se realizó un estudio adicional: la evaluación de los errores.

Este dato representa un marcador cuantificable del aprendizaje asociativo, dado que sólo se

evalúa la elección del sentido de giro, y dado que los animales pueden libremente escoger su

recorrido, permitiría detectar aquellos animales que perseveran en un sentido de giro incorrecto

en el cual no reciben recompensa.

El criterio consiste en asignar el valor l a cada evento- locomotor en sentido contrario al

consignado. Considerando que se clasificó los errores de dos formas distintas, se obtuvo

entonces:

N° errores de tipo I vs. sesión

Y, teniendo en cuenta la persistencia en c/u de los errores anteriores:

N° cuartos de vuelta o errores de tipo II vs. sesión

Se grafican así los datos:

i) Er. I vs. S

ii) Er.II vs. S

De este modo,

A < N° Er.I/sesión, > capacidad de aprendizaje asociat.-espacial, sesión a sesión

A < N° Er.II/sesión, > capacidad de aprendizaje asociativo-espacial intrasesión

3.4.2. EL ESTUDIO DE LA COORDINACION MOTORA EN EL ROTAROD

Se utilizó un aparato Rotarod (RR) gentilmente prestado por el Dr. Baratti de la cátedra de

Farmacología de la Fac. Farmacia y Bioquímica (UBA). En consecuencia, estos estudios se

realizaron en la sala que posee dicho laboratorio para estudios comportamentales. También en

este caso se usó el sonido de funcionamiento de un extractor de aire como ruido de fondo. Los

animales fueron llevados al Laboratorio del Dr. Baratti 24-48 hs antes de la primera sesión de

RR para permitir la atenuación del estres asociado al transporte de las ratas desde Ciudad

Universitaria hasta Fac. Farmacia y Bioquímica.
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3.4.2.1. APARATO DE ROTAROD UTILIZADO

Rotarod-Treadmill para ratas modelo 7700, Ugo Basile Biological Research Apparatus (Milan,

Italia).

3.4.2.2. PROCEDIMIENTO PARA EL TESTEO EN EL ROTAROD

La primera sesión (Sl) consistió de 10 pruebas de coordinación motora con intervalos de 2 min

entre c/u.

En la primera prueba de Sl (SH) los animales fueron colocados con sus cuatro patas sobre el eje

de rotación bloqueado. A continuación se activó el sistema eléctrico con lo cual el eje alcanza

rápidamente una velocidad de giro de 15 v/min. Si en las primeras tres pruebas el animal no

llegaba a computar más de 5 vueltas antes de caerse, los registros eran descartados del

procesamiento de datos posterior, y se consideró como SH a la cuarta prueba.

Se decidió aplicar este criterio dado que una parte importante de los animales quedaba estático,

sin movilizar ninguno de sus miembros, o con movimientos tendientes a escaparse del aparato de

RR en las primeras pruebas. De haber considerado estos registros, se hubiera agregado una

fiJente de variabilidad no deseada por las siguientes razones:

1. Considerando la observación de los animales mientras entrenaban en el RR, y los registros del

resto de las pruebas, esos primeros datos poco se relacionaban a la capacidad de coordinación

motora del animal. Mas bien aparentaban estar relacionados al estres inicial asociado al testeo en

RR.

2. Dado que se presenta los datos como el promedio de tiempo entre las pruebas por sesión, de

haber comparado animales que tuvieron 4 con otros que tuvieron 7 primeras pruebas con

registros menores a Sv/prueba, hubiera resultado una variabilidad por grupo experimental

bastante mayor a la directamente relacionada a la variabilidad inter-inidivual para la respuesta

motora en el RR.
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Se finalizó cada una de las 10 pruebas de 81 cuando el animal alcancaba los 150 seg sin

caerse en una prueba. Se registró así el tiempo (igual o menor a 150 seg) que el animal

permanencia en el RR sin caerse.

En la sesión S2 se realizaron los mismos procedimientos que en Sl excepto que las pruebas

fueron finalizadas cuando el animal alcanzaba los 200 seg. Además, en la 82-1 el animal fue

colocado inicialmente sobre el eje que ya estaba girando a lSv/min.

En la sesión 83 se realizaron los mismos procedimientos que en Sg, excepto que en todas la

pruebas el eje giró a 22v/min para agregar una nueva exigencia al animal, en acuerdo con los

protocolos de trabajo con el RR que permiten discriminar cuantitativamente diferencias motoras

con mayor sensibilidad (Rozas et al, 1997). i

En la sesión S4 se realizaron los mismos procedimeintos que en 82, excepto que 20 min antes

de la primera prueba de esta sesión los animales fueron inyectados en forma SC con 0.5 ml de

apomorfina.

RATAS IENTRAS SON EVALUADASEN EL ROTAROD (pruebaspiloto)
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3.5. DISECCION DEL NUCLEO ESTRIADO, CORTEZA MOTORA Y CEREBELO

La extracción del cerebelo se vé facilitada por su ubicación occipital y fácil despegamiento del

tronco encefálico.

En el caso del núcleo estriado (NE), se seleccionó una porción representativa que se puede

disectar en unos pocos pasos: la cabeza frontal que contiene principalmente el NE.

En el esquema I se observa cuales son los cortes que se realizaron para acceder a esta porción

del NE.
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ESQUEMA I. Disección del núcleo estriado, la corteza motora y el cerebelo.
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En los tiempos indicados en cada diseño experimental, los animales fueron sacrificados

rápidamente por decapitación con guillotina. Luego se realizó, en forma immediata, un corte

longitudinal de la piel en la linea media del cráneo y la misma fue removida dejando al

descubierto la calota. Posteriormente, se hizo un corte con alicate de la parte posterior del hueso

occipital, se introdujo un espátula de punta roma entre la membrana aracnoide y la pia madre

con el fin de que entre aire en el espacio subaracnoideo para luego poder introducir el alicate sin

dañar el cerebro. A continuación se realizaron dos cortes longitudinales de la calota a la altura

de la comisura parieto-occipital del lado izquierdo y derecho, y la parte superior de la calota fue

removida. Se introdujo una espátula en el sentido postero-anterior por delante de los lóbulos

frontales y se seccionaron los tubérculos olfatorios, y el cerebro fue levantado hacia atras,

retirado de la cavidad encefálica, colocado en un vaso de precipitado con solución fisiológica a

O°Cy enfriado a -20°C durante 2 min.

A continuación, el cerebro fue apoyado sobre una cápsula de petri previamente colocada sobre

hielo granizado y cubierta con papel de liltro Whatman humedecido. Para explantación del NE

se realizaron cortes transversales con una hoja de afeitar o un bisturí, uno por delante de la

porción proximal de los tubérculos olfatorios seccionados, y otro por detrás de los mismos.

Luego, las distintas areas a estudiar fueron disectadas con espátulas. Se disectaron ambas

hemipartes del NE, izquierda y derecha, y en algunos casos la corteza motora que se ubicaba en

posición dorsal y dorso-lateral a cada hemiparte estriatal (ver en esquema).

3.6. PREPARACION DE LA FRACCION SUBCELULAR DE MEBRANAS

En todos los casos las muestras de NE, cerebelo y corteza motora fueron procesadas, estudiadas

por ensayo de binding y analizados los datos individualmente. Este procedimiento tiene la

ventaja de poder obtener una información mas precisa de la variabilidad biológica real existente
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en los grupos controles o tratados de cada experimento, aunque una desventaja asociada es la

imposibilidad de trabajar con un tamaño de muestra biológica por grupo experimental alto por el

consumo de tiempo de cada etapa de los procedimientos técnicos y por las limitaciones

relacionadas al equipamiento disponible en nuestro laboratorio y el departamento de Biología de

la FCEN.

Los animales fueron sacrificados a distintos tiempos luego de los estudios comportamentales.

Los cerebros fueron removidos rápidamente y según el caso se disectaron las porciones frontales

del NE, corteza motora y cerebelo. Posteriormente, los NE fueron homogenizados y analizados

separando las hemipartes izquierda y derecha para detectar posibles asimetrías en los grupos

controles o tratados. Luego de apoyar las areas disectadas en caja de petri mantenida a 2-4°C,

las mismas fueron pesadas. Las areas fueron homogenizados en 20 mM Tn's-CIH pH 7.4

(solución 10% P/V), 0.32 M sacarosa, l mM EDTA y 0.5 mM PMSF (Fluoruro de

Fenilmetilsulfonilo).

Cada uno de los homogenatos fueron sometidos a fraccionamiento subcelular en centrífiJga de

alta velocidad (mod RCSC, Sorvall Instruments). Se usó en todos los casos rotor de ángulo fijo

SS-34 (Sorvall). La preparación de membrana plástica de sinaptosoma fue obtenida de acuerdo

a una modificación del método de Azcurra y De Robertis (1967). La homogeneización fiie

llevada a cabo a 1300 rpm mediante 3 series de 20 golpes cada una en un sistema de

homogeneización vidrio-teflon (Potter-Eevehjem, clearence = 0.25 mm). Luego de centrifugar el

material a 1090 x g durante lO min, los pellets (fracción nuclear cruda) fueron lavados dos veces

y luego descartados. Los sobrenadantes fueron pooleados,y recentrifugados a 13000 x g durante

30 min (pellet = membranas plasmáticas de la fracción mitocondrial- “MP”). Luego los pellets

fueron resuspendidos en forma manual agregando el buffer de homogeneización dentro de cada

tubo y realizando 40 golpes con embolo de teflon. En todos los experimentos de esta tesis la

concentración de proteínas file determinada por el método de Lowry (Lowry et al., 1951)

usando seroalbúmina bovina (fracción V) como standar.
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3.7. ESTUDIOS NEUROQULMICOS

3.7.1. EVALUACION DEL RECEPTOR COLINERGICO MUSCARINICO (mAchR)

ENSAYO DE BINDING AL RADIOLIGANDO (’H)QNB

La cuantificación de sitios receptores aparentes de tipo mAchR se realizo mediante la evaluación

de sitios de unión (binding) competitiva (Scatchard, 1949) usando como radioligando especifico

para este tipo de sistema receptor el (3H)Quinuclidilbenzilato ((3H)QNB). La determinación de

sitios receptores mAchR fue realizada por ensayos con radioligando saturante (2 nM de

(3H)QNB) sobre las distintas muestras de tejido obtenidas a partir de la fracción de MP del

pellet mitocondrial. Para ello, el tejido (100 ug de proteína) fue incubado 30 min a 32°C en

buffer Tris-ClH SOmM, pH 7.4, volumen final de incubación 0.5 ml, bajo agitación constante.

Cada determinación fue realizada por triplicado. La unión inespecífica del radioligando fue

evaluada en presencia de lOuM de Sulfato de Atropina por duplicado.

Los procedimientos para la determinación del binding especifico fueron basados en la técnica

descripta por Yamamura & Snyder (1974). Luego de la incubación, el radioligando unido se

separó del libre por filtración por succión ejercida por bo'mba de vacío utilizando un aparato de

filtraCión de 8 bocas de diseño casero (tipo Millipore) y usando filtros de papel Whatman GF/B.

El promedio de velocidades de flujo fue de 5 ml por min (la diferencia entre los flujos de dos

filtraciones seguidas nunca superó el 10% del valor promedio). La incubación se finalizó con el

traspaso de los tubos a un recipiente con hielo granizado, y el agregado de 3 ml de buffer de

incubación frio a cada tubo. Inmediatamente después se volcaron los incubados en cada uno de

los filtros y se lavó dos veces cada filtro con 4 (primer lavado) y 5 ml (segundo lavado) del

mismo buffer. A continuación los filtros se colocaron en un vial y se secaron en estufa

termostatizada a 42°C durante toda la noche. Los viales se cargaron en la mañana siguiente con

10 ml de cocktail para determinación de centelleo liquido (0.25 g POPOP + 4 g PPO por cada

litro de Tolueno). Así fueron mantenidos a lS-20°C en oscuridad durante una hora y luego se
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realizó el conteo de desintegración (equipo TM Analytic, mod.Delta 300). En todos los casos,

luego de la eliminación del ligando libre, la radioactividad remanente fue cuantificada aplicando

como procesamiento de datos posterior el programa de determinación de Quenching por el

método de la Relación de Canales y una curva Standar para Tritio.

Las desintegraciones por min (dpm) se obtienen conociendo las cuentas por min (cpm) que

detecta el aparato y la eficiencia (El) de conteo a partir de la relación de canales obtenida

cpm

dpm: ............. ..

%Ef.

Las dpm obtenidas a partir de un tubo incubado en presencia del competidor no radiomarcado

(Sulfato de Atropina lOuM en este caso), corresponden a la unión inespecifica del ligando al

tejido. Incubando en ausencia del desplazante frio se obtienen las dpm totales. De esta forma, las

dpm correspondientes a la union especifica radioligando-receptor es:

dpm en R= dpm totales-dpm inespecíficas

La cantidad molar de sitios de binding específico correspondiente a las dpm de cada medición se

calculan a partir de la actividad especifica del radioligando utilizado.

Los resultados se expresan en fmoles de sitios mAchR/mg proteína.

3.7.2. EVALUACION DEL RECEPTOR DOPAMINERGICO TIPO D2 (DZR)

ENSAYO DE BINDING AL RADIOLIGANDO (3H)SPI

La cuantificacion de sitios receptores de tipo DZR se realizó mediante la evaluación de sitios de

unión (binding) competitiva usando como radioligando especifico para este tipo de sistema

receptor el (3H)Spiroperidol ((3H)SPI). La determinación de sitios receptores D2R fue realizada

por ensayos con radioligando saturante (1.2 nM de (3H)SPI) sobre las distintas muestras de

tejido obtenidas a partir de la fracción de MP del pellet mitocondrial. Para ello, el tejido (150 ug
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de proteína) fue incubado 60 min a 32°C en buffer Tris-ClI-I 50 mM (pH = 7.4), 120mM NaCl,

SmM KC], lmM MgClz, 2mM CaClz, lmM NazEDTA y, justo antes de utilizar, 0.1 % Ácido

ascórbico. El volumen final de incubación fire 1.8 ml, en presencia del (3H)SPI saturante y bajo

agitación constante. Cada determinación fue realizada por tn'plicado y la unión inespecifica del

radioligando fue evaluada en presencia de lOuM de Sulpirida por duplicado.

Los procedimientos para la determinación del binding especifico fueron basados en la técnica

descripta por Seeman (Seeman et al., 1984). El resto de los procedimientos fue similar al del

protocolo de determinación de sitios mAc'nRs.

Las dpm obtenidas a partir de un tubo incubado en presencia del competidor no

radiomarcado (Sulpirida en este caso) corresponden a la unión inespecifica del radioligando al

tejido. Incubando en ausencia del desplazante frio se obtienen las dpm totales. De esta forma, las

dpm correspondientes a la unión especifica radioligando-receptor es:

dpm en R= dpm totales-dpm inespcificas

La cantidad molar correspondiente a las dpm de cada medición se calculan a partir de la

actividad específica del ligando utilizado.

Los resultados se expresan en fmoles de sitios D2R/mg proteína.

3.8. ANALISIS ESTADISTICO Y REPRESENTACIONES GRAFICAS

Los análisis estadísticos aplicados en esta tesis (ver Sokal & Rohlf, 1991) fiJeron ejecutados

utilizando como software el programa Statistica corrido bajo Windows 3.11. Las figuras fiJeron

realizadas con el graficador Excel del programa Microsoft Oflice.

Las correlaciones de los ajustes a linealidad de los datos del TEC fueron graficadas utilizando el

programa Statistica. En estas últimas las cabezas de flecha indican la velocidad máxima teórica

(Vm) de cada grupo experimental en el TEC, luego de extrapolar la función lineal resultante al

eje x cuando y=0.
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Las respuestas asociativas o motoras obtenidas a traves del estudio con el TEC y el RR fueron

analizadas a priori con el Test de ANOVA de 2 factores, SESION y TRATAMIENTO.

Cuando los animales fueron evaluados en más de l sesión (ya sea en el TEC o el RR) se aplicó

una ANOVA de dos factores con diseño de medidas repetidas en el factor sesión. En algunos

casos se discriminó un tercer factor, SEXO. En la amplia mayoría de los casos los datos no

precisaron transformación matemática alguna dado que cumplían los prerequisitos de

homogeneidad de varianza y ajuste a la distribución normal luego del análisis de los valores con

los testeos de Barlett y de Kolmogorov-Smimov, respectivamente.

A posteriori los datos fueron sometidos al test de Tukey HSD. En los casos en que el tamaño

de muestra por grupo experimental fiie heterogéneo se utilizó una derivación del test de Tukey

denominada Test de Stoline-Sjotvoll adecuado para muestras con distinto N.

Las covariacions entre V.y V/Ra de los distintos grupos experimentales fiJeron estudiadas a

priori por análisis de covarianza (ANCOVA) de un factor, Tratamiento. En algunos casos se

estudió también como segundo factor, SEXO. La diferencia entre las pendientes (L) de los

distintos grupos experimentales fue analizadaa posteriori por la Prueba de Paralelismo. Otros

detalles sobre los procesamientos de datos son dados al final de la parte metodológica

correspondiente a cada experimento.

En el caso de los ensayos de binding a radioligandos, determinación del peso corporal o de areas

neurales, determinacion de proteínas, etc. los promedios de los distintos grupos experimentales

fueron comparados aplicando a priori el ANOVA de l factor, TRATAMIENTO. Cuando se

precisó comparar los patrones temporales de la ganancia de peso prenatal o postnatal, se utilizó

a priori ANOVA de 2 factores, TRATAMIENTO y DIA evaluado, con diseño de medidas

repetidas en este último factor. En algunos casos, también se pudo incorporar el factor SEXO al

análisis por ANOVA. Aposteriori, las medias y sus respectivos desvíos estandar (X iDS)fueron

comparadas aplicando el Test F de Scheffé. En todos los análisis de datos el criterio para

clasificar una diferencia como estadísticamente significante fue p<0.05.
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EXPERIMENTO “ONTOGENESIS”

3.9. CAMBIOS FUNCIONALES EN EL TEC DURANTE LA MADURACION

POSTNATAL DE LOS SISTEMAS MOTOR Y ASOCIATIVO

Los distintos grupos experimentales fiJeron sometidos al testeo en el TEC en distintos periodos

del desarrollo postnatal. Las condiciones del testeo fueron las mismas para todos los grupos. La

única diferencia al respecto fue que se adecuó el volumen de la recompensa de acuerdo a

pruebas piloto de caída del peso por la deprivación intrasesión. Este cambio se debió a la

necesidad de un mayor refuerzo calórico en los animales mayores (los cuales llegan a tener mas

del doble de peso y volumen con respecto a los animales de los otros grupos) para evitar que

entre las sesiones Sl y S7 los animales pierdan mas de 10% de peso, lo que afectaría su

respuesta motora en el TEC en las últimas sesiones.

Grupos experimentales:

T21 (n=20): animales testeados entre P21 y P28

T30 (n=22): animales testeados entre P30 y P37

T40 (n=l7): animales testeados entre P40 y P47

T75 (n=l4): animales testeados entre P75 y P82 P=díapostnatal

Luego del entrenamiento en el TEC en las edades correspondientes se realizó el ajuste de los

datos registrados a linealidad a través de la transformación matemática de Hemstein para

condicionamientos comportamentales con refuerzo contínuo. En resumen, los’datos obtenidos

en el TEC son expresados como una relación entre la velocidad (V) y refuerzos acumulados

(Ra), y correlacionados con la velocidad de cada sesión. Los ajustes a linealidad permitieron

obtener los parámetros Vm y L.

Diez animales de cada uno de los grupos P21, P30, P40 fueron también estudiados en cuanto a

su eficiencia en la adquisición de la consigna espacial inherente al testeo comportamental en el



MATERIALES & METODOS 73

TEC. Para ello fueron examinados en el sentido de giro durante las sesiones del TEC. Los

valores son presentados como mediasiDS.

Los errores espaciales", fueron analizados estadísticamente como los resultados de respuesta

motora en el TEC (ANOVA con diseño de medidas repetidas en el factor SESION).

* sólo Errores tipo l: errores en [a elección del sentido de giro

(ver materiales y métodos para más detalles)

3.10. lNDUCClON DE NEUROTERATOLOGIA FUNCIONAL Y

EVALUACION COMPORTAMENTAL CON EL TEC

3.10.1. NEUROTERATOLOGIA lNDUCIDA CON DIFENILHIDANTOINA (DFH)

DURANTE LA GESTACION O LA LACTANCIA

Seis hembras preñadas fueron tratadas con solución fisiológica estéril, SF (n=2, volumen

administrado equivalente al promedio de cada dia para el grupo tratado con D) o DFH durante

la gestación (n= 2, periodo de exposición G10-18, 30mg/kg/dia, ip.). Un tercer grupo fue

tratado con DFH sólo durante la infancia (n=2, período de exposición P13-23, 50 mg/kg/d). A

posteriori todos los animales de las camadas fueron evaluados con el TEC a las edades P40-47.

Nota: Como ya disponiamos antecedentes que la administración de SF durante la lactancia no afecta la

respuesta motora en el TEC (Brusés, 1993; Brusés et al., 1991, 1993) realizado a distintas edades en este

caso los controles fueron sólo los animales expuestos a SF durante la gestación.

De esta forma los grupos se denominan de la siguiente forma:

C (tratamiento gestacional), n= 6 hembras y 5 machos

DFH-G (tratamiento gestacional), n==S hembras y 6 machos

DFH-I (tratamiento durante lactancia), n= S hembras y 5 machos.
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3.10.2. EDAD DE TESTEO COMO UN FACTOR PRINCIPAL EN LA

DETECCION DE NEUROTERATOLOGIA FUNCIONAL

INDUCIDA DURANTE EL NEURODESARROLLO

La respuesta motora de los animales tratados durante la gestación o la lactancia con haloperidol

(HAL) fue comparada con aquella de animales controles, como porcentaje de cambio respecto a

un 100% de la respuesta promedio de los animales tratados con solucion salina (grupo control

C) en los pen'odos correspondientes, cuando el TEC es realizado en distintas etapas del

desarrollo postnatal. Estos estudios tuvieron como fin evaluar la permanencia Ola compensación

de alteraciones comportamentales luego de la exposición a agentes neuroactivos.

3.10.2.] NEUROTERATOLOGIA FUNCIONALINDUCIDA CON

HALOPERIDOL‘(HAL) DURANTELA GESTACION

Machos provenientes de 7 camadas tratadas con SF (n=3, l ml/kg/d) o HAL (n=4, 2,5 mg/kg/d)

durante la gestación (período 65-18) fueron evaluados en el TEC a las edades P30-37 (n=l4) o

en P75-82 (n=l l).

De este modo los grupos presentados son denominados: C30 (n=6), HAL30 (n=8), C75 (n=6),

HAL75 (n=5). Tres machos de cada uno de los grupos C75 y HAL75, entrenados originalmente

en el periodo P75-82, fueron luego evaluados en su habilidad motora en el TRR a la edad P180­

183. Este segundo testeo consistió de tres sesiones de equilibrio en el eje en rotación del aparato

de rotarod, mas una última sesión de entrenamiento 20 min luego de recibir una inyección, por

via SC, de apomorfina.

3.10.2.2. NEUROTERATOLOGIA FUNCIONAL INDUCIDA CON

HALOPERIDOL (HAL) DURANTE LA LACTANCIA

Los infantes provenientes de diez camadas fueron desigandos al azar para ser tratados con SF

estéril (10 ul/gjd, n= 15 machos+17 hembras) ó HAL (1,2 mg/kg/d, n= 18 machos+l7 hembras)
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durante el periodo P5-21. Luego algunos fueron evaluados en el TEC a las edades P30-37

(grupo control C30, tratados con SF, 7 machos + 8 hembras; grupo tratado con HAL, HAL30, 8

machos + 7 hembras), o P40-47 (grupo control C40, tratados con SF, 8 machos + 9 hembras;

grupo tratado con HAL, HAL40, 10 infantes de cada sexo). Los procedimientos para evaluación

en el TEC fueron los mismos en ambas edades. Se registraron también los errores tipo I en las

sesiones S¡_3,5_7.

3.10.3. PERIODO DE EXPOSICION COMO UN FACTOR PRINCIPAL EN LA

INDUCCION DE NEUROTERATOLOGIA FUNCIONAL

La respuesta fiincional de los animales adolescentes o adultos jóvenes, tratados en distintos

periodos del neurodesarrollo con HAL son agrupados en estos gráficos para mostrar las

diferencias respecto a los grupos controles respectivos. La figura muestra las V por sesión, en %

de diferencia de los grupos tratados con respecto al grupo control respectivo.

3.10.3.1.EFECTO DE LA EXPOSICION A HAL ANTES 0 DURANTE EL PERIODO

CRITICO DE SENSLBILIDADPRENATAL AL MISMO

Se expusieron 6 ratas preñadas en distintos períodos del desarrollo prenatal a HAL (2,5

mg/Kg/d, ip.). Un grupo tratado fue inyectado durante el período G5-l8 (a partir de dos ratas

preñadas tratadas, n= 8), otro grupo fue expuesto al mismo esquema farmacológico pero

administrado sólo durante la primera mitad de dicho período, G5-ll (a partir de dos ratas

preñadas, n= 8). El grupo control (dos ratas preñadas, n= 6) incluyó animales nacidos de dos

ratas que recibieron SF, una durante G5-ll y la otra durante G5-18. Sólo se presentan datos de

los machos de las camadas que incluye este experimento. El entrenamiento en el TEC fue

realizado en el período P75-82.
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3.11. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

3.11.1. ESTRATEGIA AMBIENTAL

3.11.1.1. DISEÑO DE LAS CONDICIONES DE DEPRIVACION SOCIAL-MBIENTAL

El grupp de animales deprivado (grupo DEP, n=lO) fue aislado de contacto fisico y social entre

los días P25 y P39 por medio de la cría en jaulas individuales de 5 dm3 de volumen, introducidas

a su vez de a 3 o 4 en cámaras de poliestireno (ver diseño en esta pág). El grupo control (C, n=

lO) incluyó animales criados en condiciones socio-ambientales estandar. En la mañana del día

P40 los individuos aislados fueron reintegrados a jaulas grupales de cría estandar. El TEC fue

realizado en el período P40-47.Durante y después del TEC los animales previamente deprivados

fueron mantenidos en las mismas condiciones de cría que los animales controles. Sólo se

registró la respuesta motora de los grupos experimentales (V por sesión)
VISTA EXTERIOR DE LA (iAH/¡RA DE; IJL'l'lillAClON

.—Ó nTernonetro

Entrada do air!

VlSTA DE UN CORTE TRANSVERSAL Df LA DE DEPRIVACION
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ESTRATEGIA TERAPEUTICA l

3.11.1.2. MODIFICACION DE CONDICIONES SOCIO-AMBIENTALES DURANTE

EL PERIODO CRITICO ESTRIATAL PARA CORREGIR ALTERACIONES

COMPORTAMENTALES INDUCIDAS DURANTE LA LACTANCIA

Exp. HAL/DEP

Diez camadas fueron asignadas al azar a cuatro grupos experimentales: Control ("C", n=2);

Tratado con Haloperidol ("HAL", n=3); Sometido a Deprivacion Socio-ambiental ("D", n=2);

Tratado con Haloperidol y luego deprivado ("HALDEP", n=3).

De estas camadas se utilizaron para este experimento 28 hembras (7 en cada condición

experimental) y 40 machos (lO en cada condición experimental).

Durante la lactancia, los infantes de los cuatro grupos fueron inyectados, por via ip, diariamente,

desde el dia P5 a P21, siempre entre las 15 y 18 horas. Aquí se presenta una síntesis de las con­

diciones farmacológicas y ambientales y los estudios neuroquímicos y comportamentales de cada

uno de los grupos experimentales de este exp.

TRATAMIENTO EVALUACION

DROGA AMBIENTE TEC ENSAYO DE BINDING
administrada de cría

PERIODO P5-21 P27-40 P40-47 P90

GRUPOS
C S" NORMAL

HAL HAL" NORMAL TODOS LOS GRUPOS
D S DEPRIVADO

HALDEP HAL DEPRIVADO

"‘ S = solución fisiológica estéril, 10 pl/g/d "' HAL = haloperidol, l mg/kg/d
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El cálculo de la dosis de HAL como neuroteratógeno en este y los siguientes experimentos fue

realizado considerando el peso corporal del animal y teniendo en cuenta los criterios que se

aplican cuando se investiga la relación dosis-toxicidad durante los procedimientos de aprobación

de nuevos agentes químicos en modelos animales experimentales, previo al consumo humano

(ver anexo II). Otro factor también considerado fue el rango de dosis con efectos sobre el

comportamiento motor y asociativo segun la bibliografia existente y trabajos preliminares.

Después del destete (P21) todos los infantes fueron ubicados en jaulas de cria convencionales de

medidas 22x18x45cm (aprox.18 dm3), tres a cuatro individuos por jaula, excepto en los grupos

D y HALDEP. Estos últimos fiJeron introducidos en jaulas individuales, aislados de estimulación

fisica y social. Esto fue realizado a partir de P27 alojando estos animales en jaulas de acero

inoxidable de medidas 15x15x25cm (5,6 dm3). A su vez, estas jaulas individuales permanecieron

durante las dos semanas de deprivación dentro de una sala en un area libre de sonidos y ruidos

de origen humano. Para atenuar aun mas la llegada de estímulos fisicos, químicos o sociales,

cada jaula fue parcialmente cubierta con paredes de 1/2" de poliestireno y ubicadas a una

distancia de lOOcm una de la otra, reduciéndose asi gran parte de los estimulos auditivos,

olfatorios y visuales. Estas ratas deprivadas fueron pesadas tres veces por semana.

Todos los grupos recibieron alimento y agua ad Iibitum excepto cuando indicado (ver

condiciones de entrenamiento en el TEC).

En la mañana del primer día de testeo comportamental los animales deprivados fueron

retornados a las condiciones estandar de cria, 3-4 individuos por jaula. Todos los animales

fueron testeados en el TEC durante el período P40-47. Se registraron automáticamente las V

por sesión, y en forma manual los errores de tipo I (elección) y de tipo Il (cuartos de vuelta

incorrectos) por sesión en los primeros 5 min de las sesiones Sl, S3 y S7. Sólo se presentan

datos espaciales correspondientes a los machos. Los resultados comportamentales fueron

analizados estadísticamente discriminando el factor sexo.
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A la edad P90 los machos fueron sacrificados y los estriados pooleados (NEI + NED) y

cerebelos (CER) fueron procesados para la determinación de sitios de binding al radioligando
3 . .

( H)SPI en fraccrones subcelulares ricas en membranas.

3.11.2. TERAPEUTICAS FARMACOLOGICAS

3.11.2.1. REGISTROS DE TERATOLOGIA ESTRUCTURAL

En los experimentos de corrección de neuroteratología funcional se evaluó la posibilidad de que

los tratamientos realizados en los distintos grupos experimentales producieran alteraciones del

desarrollo de otro tipo como ser malformaciones, alteraciones comportamentales severas, etc.

Con este fin se determinó en cada experimento los siguientes parámetros:

Ó Ganancia de peso de la rata preñada durante la neuroteratogenización prenatal.

Ó Alteraciones comportamentales detectables a simple vista en la madre durante el tratamiento.

Ó Aparición de camadas sub- o supemumerarias.

Ó Número de neonatos nacidos muertos, comidos en los primeros días de vida, y número de

infantes muertos durante el tratamiento postnatal.

ÓGanancia de peso de los infantes correspondientes a los distintos tratamientos farmacológicos.

Ó Alteraciones comportamentales detectables a simple vista en los infantes o adolescentes

durante el tratamiento postnatal.

Ó Efecto de los tratamientos farmacológicos sobre el peso del NE y CER en el día del sacrificio

de los animales.

Dado que no en todos los diseños experimentales se tomaron los registros respectivos

estrictamente en las mismas fechas, en las figuras se presentan los resultados de estos estudios
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con un N por grupo experimental que representa a animales de distintos lotes que fueron

evaluados, para el parámetro en cuestión, en las mismas condiciones y etapas del desarrollo

prenatal o postnatal.

En el caso de la evaluación del efecto de los tratamientos farmacológicos sobre el peso del NE y

el CER, la porción frontal de los hemiestriados izquierdo y derecho fue pesada separadamente el

dia del sacrificio de los animales (en P90 :t 2 días). Los datos provienen de machos y hembras

del experimento HAL/HAL presentado y de pruebas piloto donde se aplicaron las mismas

condiciones experimentales para aumentar el N y así hacer mas sensible el testeo.



MATERIALES & METODOS 31

ESTRATEGIA TERAPEUTlCA 2

3.11.2.2.CORRECCION CON HALOPERIDOL DE NEUROTERATOLOGIA

MOTORA INDUCIDA CON LA MISMA DROGA DURANTE LA GESTACION

Exp. HAL/HAL

Ocho ratas preñadas fueron designadas al azar en dos grupos, de acuerdo al tratamiento

farmacológico prenatal: SF ("S", n=4), con 1.5 kag/d de solución fisiológica estéril (NaCl

0.9%); HAL ("HAL", n=4), con 2.5 mg/kg/d de solución de HAL en soluc. fisiológ. estéril

En cada jaula durante la lactancia, cada madre alimentó a lactantes previamente tratados con SF

o HAL durante la gestación. Los lactantes fiJeron inyectados, por via ip., diariamente entre los

días P5 y P21 entre 15 y 18 hs de acuerdo al tratamiento farmacológico postnatal: SF ("S",

n=27), con lO ul/kg/d de soluc. fisiológ. estéril; HAL ("HAL", n=32), con 1.5 mg/kg/d de

solución de HAL 0.1% en solucfisiológ. estéril.

De este modo, considerando los grupos experimentales según los tratamientos en uno y otro

periodo, la denominación en los gráficos es la siguiente:

Tratamiento
Prenatal Postnatal N total Hembras Machos

(GS-18, 14 dosis) (PS-21, 17 dosis)

Control S/S 13 5 8

S HA L 15 6 9
HAL S l4 6 8
HAL HAL l7 7 lO
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Entre P30-37 los animales fueron condicionados y entrenados en el TEC. Se registró en forma

automática las vueltas por sesión.

En P90 todos los machos fiJeron sacrificados para el ensayo de binding a (3H)SPI en fracciones

subcelulares de membranas de NE (analizando separados NEI y NED) y CER.
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ESTRATEGIA TERAPEUTICA 3

3.11.2.3. CORRECCION POSTNATAL CON DIFENILHIDANTOINA (DFH) DE UN

DEFICIT ESPACIAL INDUCIDO DURANTE LA GESTACION DFH

EXP. DFH/DFH

Seis ratas preñadas fueron designadas al azar en dos grupos, de acuerdo al tratamiento

farmacológico prenatal: SF ("S", n=3), con 1.5 ml/kg/d de S estéril (NaCl 0.9%); DFI-I

("DFI-I", n=3), 30 mg/kg/d.

Los lactantes fueron inyectados ip. diariamente entre los días P13 y P23 entre 15 y 18 hs de

acuerdo al tratamiento farmacológico postnatal: SF ("S",n=23), con 10 ul/kg/d de S (NaCl

0.9%); DFH ("DFH", n=23), 50 mg/kg/d.

De este modo, considerando los grupos experimentales según los tratamientos en uno y otro

período, la denominación en los gráficos es la siguiente:

Tratamiento
Prenatal Postnatal N total Hembras Machos

(GlO-l8, 9dosis) (P13-23, ll dosis)

Control S/S ll 6 5
S / DFH l l 5 6

DFH / S 12 6 6
DFH / DF H 12 5 7

G - Dia gestacional P - Dia posnatal

Luego de los tratamientos farmacológicos todos los animales fiJeron condicionados y entrenados

en el TEC durante el período postnatal P40-47.
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En este experimento, aparte de obtener los parámetros funcionales Vm y L a partir de los

registros del TEC, también se hizo un estudio de los errores en las sesiones Sl, S3, 85 y S7 (ver

procedimientos en pág. 62).

En nuestro laboratorio se ha determinado que los animales "recuerdan" el condicionamiento

motor hasta varios meses después del primer entrenamiento, ejecutando un perfil de respuesta

motora vs sesión similar al original aunque alcanzando el plateau aproximadamente una o dos

sesiones antes (depediendo de cuanto tiempo transcurrió entre el primer y segundo

entrenamiento). O sea, no precisan una sesión So de enseñanza de la consigna (Brusés, 1993).

En P180, los distintos grupos experimentales de este experimento fueron sometidos nuevamente

al TEC, pero esta vez con sentido de giro contrario al prefijado en P40-47. En consecuencia,

en este caso se realizó una sesión So de enseñanza manual de la nueva consigna, tras lo cual, en

las siguientes sesiones, se evaluó la capacidad del sistema funcional para ejecutar la nueva

tarea, teniendo almacenada en la memoria espacial una consigna previa contraria a la presente.

Durante este 2do. testeo en TEC también se registraron los errores con el fin de observar si las

alteraciones encontradas en el aprendizaje asociativo-espacial de los grupos tratados eran de

tipo permanente. O sea, si se podía reproducir la respuesta asociativa del TEC realizado en

P40-47, en el segundo testeo en P180, cuando los animales ya son adultos.
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ESTRATEGIA TERAPEUTICA 4

3.11.2.4. MODIFICACION DEL PERIODO CRITICO DE PLASTICIDAD
DEL SISTEMA MOTOR ESTRIATAL

3.11.2.4.l. RESPUESTA DEL NUCLEO ESTRIADO PRETRATADO CON NGF AL

TEC EJECUTADO LUEGO DEL PERIODO CRITICO DE PLASTICIDAD

EXP. NGF l

ANIMALES Y CLASIFICACION DE GRUPOS EXPERIMENTALES

Los machos de diez camadas de ratas fueron divididos al azar en trece grupos usados en tres

experimentos.

Grupos Exp.l: dos grupos no operados, entrenados en P30-37 (grupo T30,N=6) o en P40-47

(T40,N=6), y los controles de entrenamiento respectivos (animales sólo habituados al aparato de

TEC, C30,N=6 y C40,N=6, respectivamente).

Grupos de Exp. 2-3 (total=nueve grupos): en estos experimentos los grupos fiieron

perfundidos intraestriatalmente por dos semanas comenzando en P25. Con este fin se

implantaron cánulas en la parte frontal del hemiestriado izquierdo en animales que luego fueron

entrenados entre P40-47.

Denominación de los grupos de los experimentos 2 y 3

Exp.2: control de cirugia (“sham”) entrenado (grupo SHT,N=6), perfundido con Citocromo C

(CC) entrenado (grupo CCr, N=6), perfundido con Nerve Growth Factor (NGF) entrenado
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(grupo NGFT, N=5), y los respectivos grupos controles de entrenamiento: SHC, CCC y NGFC

(para cada uno, N=3).

Exp.3: clasificación similar a Exp.2, pero una velocidad de perfusión menor fiJe utilizada. De

esta forma los tres grupos fiJeron denominados: shr, N=6; ccr, N=6', ngfr, N=S.

PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

La canulación intraestriatal (coordenadas en mm: A=0.5; L=5', V=4.5) y el implante de las

minibombas fueron realizados a la edad P25 en los grupos operados bajo procedimientos

estériles (White & Schwartz, 1994). Cada animal fue anestesiado con 3 ml/kg de Equitesina

(ip), preparada con fenobarbital (lO mg/ml) e hidrato de cloral (40 mg/ml), y canulado dentro de

la porción frontal del estriado izquierdo con un kit de perfusión intracerebral. Siguiendo la

canulación, una minibomba osmótica (model 2002, 14 días de infusión contínua, 0.5 pl/h) file

inmediatamente ubicada en la región intrascapular a nivel subcutáneo (minibomba y kit de

infusión intracerebral a partir de Alza Corp, Palo Alto, CA). Luego la bomba fue conectada a la

cánula por medio de una tubuladura vinilica. NGF 2.58 extraido y purificado a partir de glándula

salival de ratón (1.4 or 0.4 uglday para Exp. 2 y 3, respectivamente) fue perfundido a los grupos

operados y perfundidos con NGF. El CC fue usado como un control biológico dado que esta

biomolécula tiene propiedades fisico-químicas similares al NGF pero no posee ninguna de las

actividades características de la familia de neurotrofinas. El vehículo para las diluciones de NGF

y CC file fluido cerebroespinal artificial (FCA). Después de la cirugía, los controles “sham”

(grupos SH y sh) y los animales tratados con CC y NGF fueron ubicados en jaulas individuales

de acero inoxidable de 5.6 dm3 con agua y alimento ad libitum excepto cuando indicado para

los procedimientos asociados al entrenamiento en el TEC. Las bombas de perfusión fueron

extraídas en la mañana de P39, bajo anestesia suave con eter.
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Los animales de los grupos controles positivo y negativo (T30, C30, T40, C40) al igual que los

grupos operados fueron alojados en jaulas individuales, para que no haya diferencias entre

grupos operados y no operados con respecto al efecto del aislamiento social durante el

neurodesarrollo (Bean 8LLee, 1991; Ansiman et al., 1998).

EVALUACION MOTORA EN EL TEC

Los animales entrenados fueron estudiados mediante el TEC comenzando a la edad P30 (grupo

T30) o P40 (grupo T40 y todos los grupos operados). Para mayor claridad y dado que no

modificaba los resultados gráficos, sólo los datos de las sesiones S¡_3,5_7se utilizaron para hacer

la transformación de Hernstein y obtener Vm.

Los animales no entrenados derivados de cada grupo fueron deprivados de agua y recibieron una

ración de sacarosa igual a la ingestión promedio de las ratas entrenadas durante las sesiones del

TEC. Además, estos grupos no entrenados fueron introducidos diariamente en el aparato del

TEC 30 min sin entrenamiento condicionado. Antes de cada sesión el peso corporal fiJe

registrado. Después del entrenamiento, animales retomaron a sus jaulas individuales. Al ser

decapitados en P70, no se detectó ninguna diferencia significativa en el peso corporal de las

ratas de estos experimentos.

HOMOGENIZACION DE LOS NUCLEOS ESTRIADOS

Cada cerebro file rápidamente removido de la cada cavidad craneana y las hemipartes izquierda

y derecha del núcleo estriado rostral (NEI y NED) fiJeron disectadas y homogenizadas. Los

ensayos de binding se realizaron sobre fracciones mitocondriales de membranas (mas detalles en

pág. 65-69).
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ENSAYO DE BïlNDlNG A (’H)QNB

Muestras de membranas a partir de cada rata fueron analizadas separadamente por ensayo de

binding. Los sitios aparentes mAchRs fueron determinados sobre 100ug de proteína de

membrana (mas detalles en pág. 68-69).

SINTESIS DEL DISEÑO EXPERIMENTAL

N" PERIODO BlNDlNG
GRUPO Exp.l TEC (3H)QNB

ENTRENADO EN PCE
-com0 grupo control positivo- 6 P30-37

CONTROL RESPECTIVO 6 P70

ENTRENADO FUERA DE PCE
-c0m0 grupo control negativo- 6 P40-47

CONTROL RESPECTIVO 6

N CANULACION PERIODO PERIODO BlNDING
GRUPO Exp2" Exp.3 PERFUSlON de TEC (3H)QNB

CONTROL 9 6 MANIPULACION QUIRURGICA
(SH y sh) SIMULAI)A (grupos “Sham”)

CITOCROMO 9 6
(CC y cc) P25 P25-39 P40-47 P70

N G F 8 5

(NGF y 080

*incluye 3 animales no entrenados en TEC por grupo experimental
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3.11.2.4.2. ENTRENAMIENTO EN EL PERIODO CRITICO ESTRIATAL

DE RATAS SIMULTANEAMENTE PERFUNDIDAS CON NGF

EXP. NGF 2

ANIMALES Y CLASIFICACION DE GRUPOS EXPERIMENTALES

Los machos provenientes de cinco camadas fueron divididos al azar en tres grupos

experimentales, cada uno de los cuales fueron a su vez subdivididos en individuos entrenados en

el TEC y controles de entrenamiento.

En este experimento los grupos fiJeron perfundidos intraestriado izquierdo por 12 dias,

comenzando en P25, por medio de cánulas y minibombas implantadas (ver procedimientos

quirúrgicos en Exp. NGF l), y luego entrenados en el período crítico (P30-37).

Denominación de grupos:

l. Control de procedimientos quirúrgicos (“Sham”) entrenado (SHT,N=6),

2. Perfundido con Citocromo C (CC) entrenado (CCr, N=6),

3. Perfundido con NGF 2.58 entrenado (NGFT, N=6),

y los respectivos controles de entrenamiento (animales sólo habituados al aparato de TEC),

grupos SHC, CCC y NGFC (N=4 cada uno).

PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

Se procedió igual que con los animales operados del Exp.NGF l (ver procedimientos en pág.

86). NGF 2.58 de ratón (0.4 pg/dia) fue perfimdido a los grupos tratados con NGF. Citocromo

C (CC, 0.4 pg/dia) fue también usado en este experimento como control de actividad biológica.
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El vehículo fue tambien FCA. Después de la.cirugia, se mantuvo a los animales en las mismas

condiciones que en el Exp. NGF l. En el (lia P37, 2 hs después de finalizada la última sesión del

TEC, se extrajeron las minibombas de perfusión bajo anestesia suave con eter para evitar la

infusión de NGF hasta P40, según las propiedades de las bombas de perfiJsión implantadas en

P25. Nuestro interés era la acción del NGF únicamente en el pen’odo reportado como PCE.

ESTUDIO DE LA RESPUESTA MOTORA EN EL TEC

Los animales entrenados fuero condicionados y entrenados para correr en el aparato de TEC

comenzando a la edad P30 (grupos SHT, CCT y NGFT). Se registraron automáticamente las

V/sesión y se obtuvo la Vm por transformación de Hemstein.

Como fuera ya mencionado, cuatro animales de cada grupo experimental fueron habituados al

aparato del TEC pero no entrenados. En este caso no se realizaron estudios de la respuesta

espacial en el TEC.

HOMOGENIZACION

Todos los animales fueron sacrificados a la edad P70. Cada cerebro fue rápidamente removido

de la cavidad craneana y las hemipartes izquierda y derecha del núcleo estriado (NEI y NED,

respectivamente) fueron disectadas y homogenizadas como explicado anteriormente. Los

ensayos de binding se realizaron sobre fracciones mitocondriales de membranas (ver más

detalles en pág. 65-67).

ENSAYO DE BlNDlNG A (3H)QNB

Muestras de membranas a partir de cada rata fueron analizadas separadamente por ensayo de

binding. Los sitios aparentes mAchRs fueron determinados sobre lOOug de proteína de

membrana (ver más detalles en pág. 68-69).
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SINTESIS DEL DISEÑO EXPERIMENTAL

9]

ENSAYO DE

PERIODO DE PERIODO BINDING A
GRUPOS CIRUGIA PERFUSION de TEC (’H)QNB

CONTROL MANIPULACIÓN QUIRL’RGICA
(SH, n=10"‘) SIMULADA (GRUPO “SHAM")

CITOCROMO C
(CC, n=10*) P25 P25-37 P30-37 P70

N G F

(NGF, n=10*)

“incluye 4 animales no entrenados en TEC por grupo experimental
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4. RESULTADOS

4.1. EXP. ONTOGENESISV

En este experimento se evaluaron las respuestas motoras y espaciales de los animales en el TEC

ejecutado a distintas edades del desarrollo postnatal temprano y tardío (desde P21 a P75).

(esquema experimental en pág. 72-73).

Como puede observarse en las Fig. l - 2 tanto en la respuesta motora (F(3,69)=6.4l, p<0.0007)

como en la asociativa-espacial (F(2,27)=18.3, p<0.0001) para el efecto principal edad de testeo se

encontraron cambios estadísticamente significativos.

Una observación de los resultados indica que:

l. Los mayores cambios en ambas respuestas entre sesiones se producen entre So-S4.

2. Se alcanza el plateau de respuesta motora entre 84.5.

3. Se alcanza el plateau de respuesta asociativa entre 83.4.

Las linealizaciones de las funciones permitió realizar un análisis de ANCOVA para detectar

diferencias en la velocidad máxima teórica (Vm) o en el componente de aprendizaje (L). Puede

observarse una máxima respuesta motora en el grupo más joven (P21) asociado a un menor L

(Efecto principal EDAD de TESTEO, p<0.0001; Test de Paralelismo, p<0.001). En los grupos

P30, P40 y P75 tomados de a pares no se encontraron diferencias estadísticas.

Por otro lado, el aumento de la respuesta motora sesión a sesión tendió a ser inversamente

proporcional al descenso en el número de errores espaciales, en cada edad testeada. Esto puede

ser concluido así a partir del análisis de covarianza (ANCOVA) de V vs El por sesión, que

mostró alta significación estadística para el efecto principal EDAD de TESTEO (F(2,l7)=37.1,

p<0.00001) (ver Fig. 3), y altos indices de correlación.

r resultante para cada grupo experimental:

P2], r= -O.97 P30, r= -0.98

P40, r= -0.9l Para la correlación total, r= -0.78
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Las comparaciones a posteriori de los perfiles de V por ANCOVA confirmó los resultados del

análisis de ANOVA: entre P21 y P30 se encuentran diferencias significativas (p<0.01) las cuales

se ven luego atenuadas (por ejemplo, entre P30 y P40, p= 0.59).

Los valores de errores de todos los grupos evaluados en las últimas 3-4 sesiones (tendiendo

asintóticamente a un mínimo que podría ser aproximado por extrapolación de la correlación V vs

EI al eje x en Fig.3) pueden ser considerados como una respuesta de la saciedad de los animales

en la segunda mitad de cada sesión. En general estos errores fueron registrados luego de que el

animal había ingerido una alta proporción de la recompensa total de la sesión. La situación fue

distinta en las primeras sesiones, donde la mayor proporción de errores fueron cometidos en los

primeros 10-15 min de la sesión cuando la consolidación del aprendizaje espacial no estan’a aun

terminada.

4.2. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS

SOBRE LA VlABlLIDAD-MORTALIDAD DE LAS CAMADAS

A continuación se presentan observaciones (en general cualitativas) de animales provenientes de

distintos experimentos que son agrupados con el fin de extraer mas información sobre los efectos

de los tratamientos farmacológicos realizados.

Evaluaciones realizadas:

l. Observación del comportamiento materno durante el tratamiento;

N . Evaluación de la ganancia de peso materno durante el tratamiento;

la.) . Conteo de camadas, registros de neonatos nacidos muertos y detección de

canibalismo de la madre sobre sus crias durante el período de lactancia;

A . Evaluación de la ganancia de peso de los infantes durante el tratamiento postnatal

Análisis del efecto del tratamiento prenatal o postnatal o la consecuencia de la

interacción de ambos sobre la ganancia de peso de los infantes ',

U’I . Evaluación de la disminución del peso asociado al stres producido durante la

ejecución del TEC;

ON . Evaluación de las areas cerebrales examinadas en el momento del sacrificio de los
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animales para realizar estudios neuroquímicos;

7. Evaluación de signos neurológicos - posturales groseros en el largo plazo;

8. Registro de animales muertos desde el tratamiento farmacológico hasta el dia de

sacrificio (cambios en la morbi-mortalidad)

HALLAZ OS

1. En algunos casos se observó un comportamiento materno anómalo que incluyó un aumento de

susceptibilidad a los estímulos externos (mayor agresividad, hiperactividad o hipoactividad) y al

nacer la camada menor cantidad de tiempo dedicado a la lactancia. Las alteraciones postnatales en

el cuidado materno fueron atenuadas ubicando las camadas en jaulas con madres nodrizas o ratas

con tratamiento control, en los primeros dias de vida (ver consideración del factor camada en pág.

54).

2. Aunque por aleatoriedad, se observa una diferencia en el peso inicial promedio de las hembras

tratadas con DFI-I, la Fig. 4 muestra que ambas drogas produjeron leves cambios al peso

materno durante la gestación. Aunque las diferencias no mostraron significación estadística luego

del analisis de ANOVA, se presenta una tendencia a la disminución de la ganancia de peso siendo

la DFH la de mayor efecto.

3. El conteo de las camadas y las relaciones de neonatos muertos/totales guardaron cierta relación

a la disminución del peso de las ratas preñadas tratadas. Nuevamente la DFH presentó mas efecto

sobre la viabilidad de la camada e indujo mayor canibalismo en la madre que el HAL, aunque

analizando diferencias sólo se llego al límite del criten'o de significación estadística.

Respecto a la presencia de neonatos muertos en los primeros dias de vida, he encontrado un

reporte que, en acuerdo con lo antedicho, muestra que la administración de HAL en dosis de 2.5

o 5 mg/kg/día entre los días gestacionales G6-20 (régimen farmacológico similar al del exp.

HAL/HAL de esta tesis) no potencia los valores de mortalidad neonatal encontrados en las ratas

controles (Williams et al, 1992), lo cual acordan’a con la similitud del grupo HAL con los

resultados del grupo control (Fig. 5).
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4. Al comenzar los tratamientos farmacológicos postnatales también se observa una disminución

del peso de los infantes tratados durante la gestación con DFH y HAL, siendo la segunda mas

nociva en este aspecto del desarrollo. La caída del peso postnatal en los primeros registros se

mantuvo y en algunos casos se incrementó durante y después del tratamiento farmacológico,

aunque las diferencias no tuvieron significación estadística posiblemente debido a las relaciones

N/DS para cada grupo experimental (ver Fig. 6. A-B). Dado que neonatos de los grupos tratado

prenatalmente con DFH o HAL en P5 en general ya partían de un peso individual menor, es

posible que la diferencia tenga principalmente un origen prenatal y que posibles alteraciones en la

actividad de lactación por efecto de los tratmientos postnatales incremente las dificultades para

aumentar el desarrollo corporal general. Ya han sido reportado efectos persistentes de la

exposición prenatal a HAL sobre el peso corporal y el cerebral que en general se compensan

durante el desarrollo postnatal tardío (Williams et al, 1992; Holson et al., 1994).

5. En todos los experimentos los animales tratados y controles perdieron aproximadamente el

mismo peso entre las sesiones Sl y S7 del TEC, y a posteriori del testeo recuperaron el peso

perdido con el mismo patrón temporal (datos no mostrados).

6. En coincidencia con lo expuesto en el punto 4, en los animales tratados con HAL durante la

gestación también llegamos a detectar una leve caída del peso del NE y el CER (ver Fig. 7)

cuando aumentamos el N por grupo experimental juntando para el análisis estadístico los animales

correspondientes a distintos lotes experimentales que habían sido tratados con las mismas

condiciones y sacrificados en la misma edad.

7. En los desplazamientos horizontales como en la actividad vertical de los animales tratados con

los distintos tratamientos nunca se evidenció (a simple vista) alteraciones neurales groseras. Si

pudo observarse que los tratamientos con DFH que indujeron hiperactividad en el testeo en el

TEC también producieron una mayor actividad motora y social dentro de las jaulas durante los

tratamientos farmacológicos. En este sentido, aunque no fire cuantificado, parecieron mostrar

mayor actividad intrajaula las hembras.

8. Agrupando los datos de distintos lotes experimentales _losniveles de mortalidad durante o

después de los tratamientos farmacológicos fue relativamente baja siendo los animales tratados
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con HAL los más afectados (datos no mostrados), lo cual podría deberse a que el tratamiento

postnatal con HAL abarcó casi toda la lactancia (PS-21) y que induce somnolencia y letargia

(Goodman & Gilman, 1990). Esto último podría producir disminución del tiempo dian'o dedicado

a lactancia afectando así el desarrollo fisico y funcional general (esto pudo observarse aunque no

fue cuantificado).

ESTRATEGIA TERAPEUTICA l

EXP. HALDEP

El efecto sobre la respuesta motora en el TEC de las condiciones de deprivación seleccionadas es

presentado en la Fig. 8. Como puede observarse ya sea en los registros de V/sesión o en las Vm

extrapoladas de las linealizaciones de los datos no se encontró ninguna diferencia significativa

entre los grupos DEP y el control C.

En las Fig. 9-10 se muestran los resultados de la aplicación de dichas condiciones de deprivación

en un experimento de corrección de neuroteratología motora y espacial inducida durante la

lactancia con HAL. El diseño de este experimento es resumido en la pág. 77 para pemiitir un más

rápido seguimiento de la interpretación de los resultados.

El peso y el desarrollo corporal y comportamental general de los animales deprivados no mostró

diferencias con los animales del grupo C (datos no mostrados).

Las respuestas motoras de las hembras y machos de los distintos grupos experimentales se

muestran en Fig. 9.

Los animales del grupo C mostraron respuestas motoras similares a los registros históricos que

poseíamos para ratas Sprague-Dawley a través de varios años de investigaciones en nuestro

laboratorio (Brusés et al., 1991; Brusés, 1993; Brusés & Azcurra, 1993).
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condicionamiento espacial hubo un aumento en V estadísticamente significativo del 35% en favor

del grupo DEP (Tukey, p<0.04).

Los animales tratados con HAL durante la lactancia expresaron un aumento en la actividad

locomotora (aumento máximo: 45%) respecto a los controles, lo cual se evidenció también como

un incremento en la Vm obtenida por linealización de la curva (Fig. 10: en vueltas/min, grupos:

C=l3.6, HAL=17.8). No se encontraron diferencias significativas ni en las respuestas motoras por

sesión ni en Vm entre los grupos DEP y HALDEP con respecto al control C (Fig. 10: Vm en

vueltas/min, D=l3.9, HALDEP=14.2). Por otro lado no se encontraron diferencias significativas

entre las pendientes luego del análisis de ANCOVA y a posteriori Test de Paralelismo.

El grupo de animales deprivados a posteriori de la administración de HAL durante la lactancia

aproximaron sus registros motores a los del grupo control (Fig. 9. A y B, hembras y machos,

respectivamente).

Los errores fueron registrados de dos formas distintas en las sesiones Sl, S; y Sy: errores tipo I o

errores en la "elección y errores de tipo II o "de persistencia" en el error (ver más detalles de

los procedimientos y registros con el TEC en pág. 59-60). Como puede verse en las Fig. ll. A-B,

ya sea para los errores de tipo I o II, las evaluaciones espaciales permitieron detectar un efecto

disturbador del HAL sobre la respuesta asociativa (con respecto al grupo C, aumento

estadísticamente significativo para Errores I, p<0.003, y en los registros acumulados en las tres

sesiones evaluadas para Errores II, p<0.0005).

El grupo HALDEP no mostró diferencias significativas en la respuesta espacial con respecto al C

(para ninguna de las dos formas en que se registraron los errores) y presentó una corrección del

comportamiento motor alterado previamente por la HAL (todo esto evaluado simultáneamente).

Un último estudio incluyó la determinación de los sitios de binding a (3H)Spiroperidol ((3H)SPI)

en el NE a la edad P90. En estas detemiinaciones neuroquímicas no se encontró ninguna

diferencia significativa entre grupos excepto que se halló un aumento del 17 % en los sitios

aparentes D2Rs en el grupo HAL respecto al control C que alcanzó significación estadística

(p<0.05). Resultados en fmoles (3H)SPI/mg proteína (DS entre paréntesis): C=300 (33); HAL=

352 (42); DEP= 288 (35) y HALDEP= 303 (43) (ver Fig. 12).
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4.3.2.1. EVALUACION DE LA NEUROTERATOLOGIA FUNCIONAL INDUCIDA

DURANTE LA GESTACION O LA LACTANCIA

Aquí se muestran los efectos funcionales en el largo plazo inducidos por los agentes químicos los

cuales fueron utilizados, en otros experimentos, en las estrategias terapéuticas farmacológicas ya

sea como agente neuroteratogénico o como terapia.

Sobre los efectos motores inducidos en el largo plazo por la exposición a DFH durante la

gestación o la lactancia se discutirá junto con los resultados del Exp. DFH/DFH.

Como previamente había sido demostrado (Brusés et al, 1991, 1993) la exposición prenatal a

HAL induce una caída de la respuesta motora en el TEC ya sea que el test sea realizado en P30­

37 o P75-82, aunque se observa una atenuación parcial de la diferencia entre tratados y controles

en el testeo más alejado del período de exposición al HAL (Fig. 13.A). Los hallazgos del testeo

en P30-37 confirmaron resultados previos de nuestro laboratorio (Brusés et al, 1991, 1993).

Cuando se aplicó un testeo de mayor exigencia para el sistema motor entre P180-183, como es el

rotarod (TRR), en los animales tratados con HAL durante el periodo prenatal y que habían sido

testedos con el TEC a partir de P75 se encontró que el déficit motor del grupo HAL con respecto

al control persistia. La administración de apomorfina previa a la última sesión en el TRR no

produjo una respuesta farmacológica diferencial entre el grupo HAL75 y el C75 (Fig. 13.B).

En la Fig. 14 se muestran animales tratados con HAL durante la lactancia y evaluados con el TEC

en distintos períodos desde la adolescencia hasta la adultez temprana. Notablemente, el

tratamiento con HAL produjo a posteriori alteraciones comportamentales en la respuesta motora

en el TEC en forma dependiente del pen’odo seleccionado para realizar el entrenamiento. Mientras

el testeo en P40-47 demostró una clara hiperactividad en el grupo tratado con HAL, en animales

con el mismo tratamiento farmacológico la evaluación en P30-37 no mostró diferencias

significativas con respecto al grupo control correspondiente.

Por último, en la Fig. 15 se presentan animales que fueron tratados durante la gestación con HAL

en distintos períodos: uno que abarca la etapa de máxima sensibilidad para la inducción de
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neuroteratología motora, G5-18 y otro que es insensible a estas consecuencias, GS-ll

(Rosengarten & Friedhofi‘, 1979). Mientras el tratamiento prenatal en el primer período

gestacional indujo hipoactividad en la respuesta motora en el TEC realizado en P75-82 (al igual

que la observada en otros experimentos), el grupo que fue expuesto a HAL sólo en la primera

mitad de la gestación respondió en el TEC en forma similar al grupo control C (para el efecto

principal, F(2,19)= 17.5, p<0.0001).

ESTRATEGIA TERAPEUTICA 2

4.3.2.2. EXP. HAUHAL

En acuerdo con trabajos previos de nuestro laboratorio (Brusés et al., 1991, 1993), el grupo

HAL/S tuvo una menor respuesta motora en el TEC realizado en P30-37.

Como puede observarse en las Fig. 16.A-B, mientras el tratamiento con HAL durante la lactancia

(grupo HAL) no indujo diferencias en la respuesta motora en el TEC realizado a esta edad

respecto al grupo control C, ese mismo tratamiento farmacológico postnatal revirtió totalmente

en el grupo HAL/HAL la hipoactividad motora inducida por medio de la exposición a HAL in

utero. La linealización de los datos permitió confirmar lo antedicho en términos de Vrn (Fig.

17.A-B).

No se detectaron en los registros de velocidad por sesión ni en los procesamientos estadísticos

diferencias entre machos y hembras ya sea para neuroteratología motora inducida o el éxito en la

corrección fiJncional. Cuando el análisis estadístico incluyó el factor SEXO se confirmó lo

antedicho.

Se analizaron fracciones mitocondriales de membranas por ensayo de binding competitivo al

radioligando (3H)SPI en NE y CER a partir de animales machos provenientes de los distintos

grupos experimentales. Como puede observarse en la Fig.18, la única diferencia con significación

estadística se relacionó a un aumento del 19% (p<0.05) en la densidad de sitios de binding en el

grupo S/HAL con respecto al control C.



RESULTADOS l00

ESTRATEGIA TERAPEUTICA 3

4.3.2.3. EXP. DFH/DFH

Estudios previos habían demostrado que ya sea la administración de DFH pre- o postnatal, este

anticonvulsivante induce aumentos persistentes en la respuesta motora en el TEC realizado en

P40-47 (Fig. 19. A-B). No se detectaron durante el TEC diferencias entre hembras y machos en la

sensibilidad a la DFH.

En acuerdo con lo antedicho, en la estrategia terapéutica donde se usó este fármaco como

neuroteratógeno y como agente corrector, se detectaron diferencias de todos los grupos tratados

respecto al control. Los efectos motores de la exposición postnatal a DFH fiJeron parcialmente

aditivos a los producidos por la exposición prenatal (Fig.20.A-B). Se puede observar que,

testeando con el TEC entre P40-47, la administración postnatal de DFH no sólo no revirtió el

grado de hiperactividad motora inducido por la exposición prenatal a DFH, sino que en algunos

casos la potenció levemente. En el grupo DFH/DFH estuvieron los animales que tuvieron

mayores registros de V en las últimas sesiones y fue notable que ya entre las sesiones SN algunos

alcanzaron la respuesta máxima que los controles alcanzaban recién en SH.

Sin embargo, dado que no hubo diferencias significativas entre el grupo DFH/DFH y el DFH/S,

puede decirse que la exposición a DFH en ambos períodos perinatales no produce ni aditividad ni

sinergismo, por lo menos en cuanto a la respuesta motora en el TEC en el largo plazo post­

tratamiento. Las linealizaciones de las curvas de V vs S confirmaron el aumento de la respuesta

motora de todos los grupos tratados respecto al control, aunque no se observaron diferencias

significativas entre los valores de L (Fig. 21 .A-B).

Por dos formas distintas de registro del error (ver procedimientos en pág. 59-60) se encontraron

diferencias signicativas entre los grupos DFH/S o S/DFH vs C, en la sesión S1 y en el total de

errores acumulado (81m7). En las Fig. 22.A—B,se puede apreciar que mientras los grupos

tratados con DFH en uno u otro período perinatal cometían mayor cantidad de errores en la

elección del sentido de giro en el TEC, el grupo tratado en ambos períodos no presentó

diferencias significativas con los errores del grupo C. Cuando los animales (sólo machos) fueron
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sometidos al TEC por segunda vez en PISO-135, con un sentido de giro recompensado contrario

al de los testeos anteriores, se reproducieron las diferencias en la actividad motora y la habilidad

espacial vistas en el primer TEC realizado entre P40-47 (ver Fig. 23.A-B, para datos motores y

espaciales, respectivamente).

MODELO EXPERIMENTAL UTILIZADO

MODIFICACION DEL PERIODO CRITICO DE SENSIBILIDAD MUSCARINICA ES TRIATAL

DEPENDIEN TE DE ACTIVIDADFISIOLOGICA INDUCIDA

4.3.3.1. EXP. NGF l

Luego de los procedimientos quirúrgicos de implante de cánulas y minibombas todas las ratas se

recuperaron totalmente en el témlino de 6-12 hs (ver pasos de cirugia en pág. 86-87).

Como controles positivos o negativos para la respuesta plástica muscan'nica inducida por el TEC

se designaron grupos de ratas preadolescentes que fueron entrenadas durante o después del PCE,

(grupos E30y E40, respectivamente). Las ratas fiJeron evaluadas en el TEC realizado a partir de

P30 o P40 (ver protocolo en pág. 88).

Por medio de comparaciones por pares incluyendo todos los grupos experimentales (operados y

los no operados E30y E40),ninguna diferencia estadística significativa en los registros de V pudo

ser detectada por análisis de ANOVA (F(7,38)= 1.21, p=0.32). Además, luego de comparar

grupos operados (Fig. 2 .B) vs los no operados E30y E40 ningún cambio en V tuvo significación

estadistica (F(l,44)= 2.36, p=0. 13) (ver Fig. 25.A).

Por otra parte, para todos los grupos operados y no operados el analisis de ANCOVA de las

linealizaciones de los registros motores no mostró diferencias significativas ni en la Vm ni en la
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pendiente (Fig. 25.B). Tampoco se detectaron diferencias en el análisis del error en la elección del

sentido de giro (datos no mostrados).

Teniendo en cuenta que todos los animales corrieron aproximadamente la misma distancia total a

través de las siete sesiones de entrenamiento en el TEC (900 m), es posible considerar que la

actividad motora circular no fue afectada por en estrés involucrado en los procedimientos

quirúrgicos o los tratamientos farmacológicos.

En todos los casos los animales no entrenados respectivos de cada grupo operado durante las

sesiones exploraron el camino circular del aparato de TEC pero ninguno alcanzó mas de 10

vueltas por sesión (datos no mostrados)

La Fig. 26 muestra el binding de (3H)QNB a membranas plasmáticas estriatales a partir de ratas

adultas jóvenes (P70) que fiJeron entrenadas comenzando en P30 o P40 (grupos E30 y E40). Al

momento del sacrifio de estos animales no operados se pudo detectar un efecto persistente del

entrenamiento per se sobre los sitios estriatales de binding a (3H)QNB sólo en el grupo E30

(MANOVA para animales no operados, Exp.l: R(6,38)=S.63, p<0.0003). El testeo post hoc de

Scheffé resultó en caidas significativas del 32% (p<0.001) y 28% (p<0.008) en los sitios de

binding a (3H)QNB en las hemipartes estriatales NEI y NED, respectivamente, con respecto a los

animales controles de entrenamiento (C30y C40).

En la Fig. 27, se presentan los resultados de la determinación de sitios de binding a (3H)QNB en

ratas sacrificadas en P70 correspondientes a todos los grupos operados y/o perfundidos que

fueron previamente entrenados a partir de P40. En el panel C de esta figura también se muestran

los datos de los grupos controles (SHC, CCC,NGFC) de entrenamiento de los grupos operados en

el Exp.2 donde se aplicó la dosis más alta de NGF o CC.

Los datos derivados de los Exp. 2 y 3 (tasas de perfusión: 1,4 y 0,4 ug/d, respectivamente) son

presentados separadamente. Dado que en todas las comparaciones por pares entre los grupos

sham (grupos SH y sh) y los controles de tratamiento farmacológico (grupos CC y cc) no se

detectó ninguna diferencia significativa en los resultados del binding a (3H)QNB, los efectos
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inducidos por NGF son analizados estadísticamente comparando los grupos perfundidos con NGF

(grupos NGF y ngt) con los perfundidos con CC (CC y cc), respectivamente.

Las fracciones de membranas de los estriados canulados de ratas entrenadas previamente tratadas

con NGF por dos semanas (incluyendo el PCE), mostraron una disminución de los sitios de

binding específico a (3H)QNB del 42% (Fig.27.A, 1,4 ug NGF/d, p<0.0004) o 33% (Fig. 27.B,

0,4 ug NGF/d, p<0.02). Los hemiestriados no canulados (NEDs) de los grupos operados fueron

estudiados como controles internos individuales para parearlos con los NEIs canulados en los

procesamientos estadísticos. Sólo en el grupo tratado con la dosis más alta de NGF se produjo

una caida significativa (-44%, p<2.10'5) de sitios aparentes mAchRs en el lado derecho.

Para detectar posibles efectos del NGF sobre el sistema muscan’nico estn'atal no dependientes de

actividad funcional, los NEs de los animales no entrenados perfiJndidos con la dosis mas alta de

NGF o CC (Exp.2) fueron evaluados en ensayo de binding a (3H)QNB, y los resultados son

presentados en el panel C de Fig.27). Sólo alcanzó a detectarse un suave aumento no significativo

del 15% en los sitios de binding del NEI del grupo NGFC con respecto al grupo CCC.

Dado que poseíamos animales entrenados y no entrenados en el Exp. 2 se realizó un análisis

estadístico adicional sobre los datos de este experimento. Una MANOVA de dos factores

(1.TRATAM]ENTO, 2. CONDICION EN EL TEC) sobre estos datos mostró que habia

relativamente baja significación estadística cuando el efecto principal era el Tratamiento

(R(4,38)= 3.85, p<0.01) o la Condición en el TEC (R(2,19)'=3.24, p<0.06), pero la significación

estadística fue potenciada cuando se evaluó el efecto de la interacción de los factores

(R(4,38)=6.93, p<0.0003).

4.3.3.2. EXP. NGF 2

Por medio de comparaciones por pares, ninguna diferencia estadística significativa pudo ser

detectada en la repuesta motora en el TEC de los distintos grupos experimentales a través de

análisis de ANOVA (F(2,15)= 0.31, p=0.74) (datos en Fig. 28.A). Los registros de V por sesión

estuvieron dentro del rango histón'co para animales controles cuando son entrenados en el

período P30-37 (Brusés et al., 1991; ver también Fig.1 de esta tesis). Por otra parte, para todos

los grupos el análisis de ANCOVA de para obtener Vm y L a partir de los registros motores no
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mostró diferencias significativas en ninguno de los dos parámetros (Fig. 28.B; ANCOVA,

F(2,l7)=0.56, p=0.58). De este modo, así como en el Exp. NGF l, la actividad circular no fiJe

afectada por los procedimientos realizados sobre sobre los animales.

Los animales controles de entrenamiento demostraron la misma actividad de exploración dentro

del aparato de TEC que en el experimento anterior (datos no mostrados)

La Fig. 29 muestra el binding de (3H)QNB a membranas plasmáticas estn'atales a panir de todas

las ratas de 70 días de edad que fueron previamente entrenadas comenzando el testeo a partir de

P30. Este estudio neuroquímico permitió detectar una respuesta diferencia] en los sitios aparentes

mAchRs estn'atales al entrenamiento en el PCE del grupo NGFE con respecto a los dos controles

entrenados, SHE y CCE(Efecto Grupo, R(4,46)= 7.38, p<0.0002, Efecto Interacción, R(4,46)=

2.50, p=0.43). Mientras en estos grupos controles entrenados hubo una caída en los sitios de

binding a (3H)QNB en ambos hemiestriados [como promedio de los cambios en NEI y NED del

24% (p<0.05) y 22% (p<0.03), respectivamente], en el grupo tratado con NGF no se detectaron

diferencias significativas entre los animales entrenados y no entrenados (A promedio= -l3%).

Dado que en todos los análisis los grupos controles SH y CC no demostraron diferencias

significativas entre si, los efectos neuroquímicos provocados por NGF son analizados para cada

hemiestriado comparando los grupos perfimdidos con NGF (NGFF,y NGFC) a los tratados con

CC (CCE y CCC).

Aquí también se consideró al estriado no canulado, NED, como un control biológico interno del

efecto de NGF sobre los cambios plásticos inducidos por la actividad desarrollada en el TEC en el

PCE. La densidad de sitios de binding en el NED de los animales tratados con NGF y entrenados

(grupo NGFE) file más baja que en el NEI (A=—l9%), pero esta diferencia tuvo significación

estadística mayor a 0.05 (p= 0.07). Sin embargo, cuando se comparó NEI de los animales

entrenados tratados con NGF con los NEI de los controles respectivos CCE, la diferencia se

mostró acentuada (-23%, <0.02), sugiriendo una atenuación total de la caída de sitios (3H)QNBP

en el NEI (y una parcial en el NED) de los animales del grupo NGFE.
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Los distintos grupos experimentales fiJeron sometidos al testeo en el TEC en distintos períodos

del desarrollo postnatal. Las condiciones del testeo fueron las mismas para todos los grupos.

P=día postnatal

FIGURA l A. RESPUESTA MOTORA EN EL TEC

Para el efecto principal EDAD DE TESTEO, F(3,69)=6.4, p<0.001.

A posteriori Tukey HSD-Spjotvol-Stoline reveló diferencias crecientes entre el grupo T21 y los

demás a medida que aumentaba la edad de testeo

p<0.050, T21 vs T30

p<0.020, T21 vs T40

p<0.003, T21 vs T75

B. OBTENCIÓN DE Vm

Ajuste de los datos del Gráfico A a linealidad a través de la transformación matemática de

Hemstein para condicionamientos comportamentales con refuerzo contínuo. El procedimiento es

análogo a la transformación de Scatchard. Los datos obtenidos en las sesiones Sl-S7 del TEC son

expresados como una relación entre la velocidad (V) y refuerzos acumulados (Ra), y

correlacionados con la velocidad de cada sesión. La extrapolación de cada función lineal al eje x

representa la velocidad máxima teórica (Vm), la cual es indicada en el gráfico por medio de una

flecha. La inversa de la pendiente (L) correspondiente a cada grupo experimental representa la

cantidad de refuerzos acumulados necesarios para alcanzar la mitad de la Vm.

ANALISIS ESTADÍSTICO: ANCOVA DE l FACTOR, l. EDAD DE TESTEO, con V como

variable dependiente y V/Ra como variable covariante a través de las siete sesiones.

Efecto principal EDAD DE TESTEO, F(3,23)= 12.5, p<0.0001
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TukeyHSDparan: p=0.l2, T21vs T30

p<0.030, T21 vs T40

p<0.004, T21 vs T75

Para analizar la significación de las diferencias entre los valores de L se compararon las

pendientes con el Test de Paralelismo: F(3,20)=9. l, p<0.001

FIGURA 2 RESPUESTA ESPACIAL EN EL TEC

Los animales fueron examinados en los errores en el sentido de giro durante las sesiones del TEC.

Los valores son presentados como XiDS. Los errores espaciales de tipo 1*, fueron analizados

estadísticamente como los datos de la Fig. 1.A. Sólo se determinaron los errores I en los grupos

T21, T30 y T40.

* Errores en la elección del sentido de giro, ver materiales y métodos para más detalles

Efecto principal EDAD DE TESTEO: F(2,27)=18.3, p<0.0001

Aposteriori Tukey HSD-Spjotvol-Stoline: p<0.002, T21 vs T30

p<0.0002, T21 vs T40

p = 0.20, T30 vs T40

FIGURA 3 CORRELACION ENTRE RESPUESTA MOTORA Y ESPACIAL.

Los datos obtenidos en los grupos P21, P30 y P40 pudieron ser más amplimanete analizados

realizando un etudio de correlación (ANCOVA) para detemiinar la posible presencia de

covariación entre el aprendizaje motor y espacial.

Efecto principalEDAD DE TESTEO: F(2,l7)=37.1, p<0.00001,

Coeficientes r P21, r= -0.97

P30, r= -0.98

P40, r= -0.91
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FIGURA 4. EVOLUCIÓN DEL PESO DE LAS RATAS PREÑADAS DURANTE LOS

TRATAMIENTOS FARMACOLÓGICOS

El gráfico reúne datos derivados de distintos lotes de animales donde se aplicaron las mismas

condiciones experimentales. Posteriormente a la detección de esperma en una muestra de

secreción vaginal obtenida por lavado con solución fisiológica estén'l, las ratas fiJeron pesadas en

los días gestacionales (G) que se indican en la abcisa de la figura.

Grupos experimentales de acuerdo a agente inyectado:

C (n=10) = solución fisiológica estéril, 1,0 ml/Kg/d, ip.

HAL (n=9) = solución halopen'd0125 mg/ml, 2,5 mg/Kg/d, ip.

DFH (n=6) = solución difenilhidantoína 25 mg/ml, 30 mg/Kg/d, sc.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANOVA DE 2 FACTORES, l. TRATAMIENTO; 2. DÍA

GESTACIONAL. Aposteriori se aplicó el Test de Tukey HSD-Spjotvol-Stoline.

RESULTADOS ANOVA

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en el análisis a priori.

F(2,22)= 1.6, p=0.22.

A posteriori, el análisis del efecto del factor l no alcanzó significación estadística menor a 0.05

para las diferencias entre grupos.

p= 0.72, HAL vs C p= 0.25, DFI-Ivs C p= 0.59, HAL vs DFH
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FIGURA 5. MORTALIDAD NEONATAL

Para no estresar demasiado a las hembras luego del parto, el conteo de neonatos vivos y muertos

se estimó primero desde el exterior de la jaula en el día P1. En el gráfico se presentan el número

de crías totales, los animales encontrados muertos, y los desaparecidos respecto a la primera

observación. Los resultados son expresados en mediaiDS por cada camada. Los desaparecidos

entre la primera y la segunda observación son considerados como comidos por la madre, luego

que se presenció ese comportamiento anómalo en algunas oportunidades.

Grupos experimentales de acuerdo a agente inyectado:

C (n=1 l) = solución fisiológica estéril 1,0 ml/Kg/d, ip.

HAL (n=10) = solución de haloperidol 2,5 mg/Kg/d, ip.

DFH (n= 7) = solución difenilhidantoína 30 mg/Kg/d, sc.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: MANOVA DE 1 FACTOR, 1. AGENTE INYEC’I‘ADO, con tres

van'ables dependientes, NEONATOS TOTALES, NEONATOS MUERTOS, NEONATOS

COMIDOS.

RESULTADOS DE MANOVA

EFECTO 1. R(6,46)=2. 1, p=0.07

Aposteriori Tukey HSD-Spjotvol-Stoline.

NEONATOS NEONATOS NEONATOS
TOTALES MUERTOS COMIDOS

C vs HAL p=0.65 p=0.92 p=0.97
C vs DFH p=0.10 p=0.30 p<0.02
HAL vs DFH p=0.22 p=0. 17 p<0.03
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FIGURA 6.
EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LA GANACIA DE PESO POSTNATAL

En los días indicados en la abcisa se pesaron los. infantes en forma individual. Se presentan las

mediasi DS. ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANOVA DE 3 FACTORES 1. TRATAMIENTO

PRENATAL; 2. TRATAMIENTO POSTNATAL; 3. DÍA POSTNATAL­

A. EFECTO del HAL

RESULTADOS ANOVA

EFECTO PRINCIPAL 1:

EFECTO PRINCIPAL 2:

INTERACCIÓN 1 x 2 :

B. EFECTO dela DFH

RESULTADOS ANOVA

EFECTO PRINCIPAL l:

EFECTO PRINCIPAL 2:

INTERACCIÓN I x 2:

Aposteriori Tukey-Spjotvol-Stolíne

F(l,66)= 15.40, p<0.0003 S pre vs HAL pre, p< 0.001

F(l,66)= 7.08, p<0.0ll C vs S/HAL, p< 0.035

F(l,66)= 5.26, p<0.026 C vs HAL/I-IAL,p< 0.003

C vs HAL/S, p< 0.005

Aposteriori Tukey-Spjotvol-Stoline

F(l,36)= 4.94, p<0.033 S pre vs DFH pre, p<0.05

F(l,36)= 1.80,p=0.l9 S/S vs S/DFH, p=0.44 _"lfili'ïb
F(l,36)—0.44, p—o.51 S/S vs DFH/S, p-0.22 Puna

S/S vs DFH/DFH, p=0.l]_
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FIGURA 7.
EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL PESO DEL NUCLEO ESTRlADO

Las partes frontales de los hemiestriados izquierdo y derecho (NEI y NED) fueron disectadas y

pesadas el día del sacrificio de los animales (P90). Los datos provienen del EpoAL/HAL

presentado en esta tesis y de pruebas piloto donde se aplicaron las mismas condiciones

experimentales.

Grupos experimentales:

1. C (n=21), animales expuestos a SF estéril durante la gestación (l ml/Kg/d, ip.) y la lactancia

(10 ul/Kg/d, ip)", 2. HAL/S (n=37), expuesto a Haloperidol (2.5 mg/Kg/d, ip.) durante la

gestación y SF estéril durante la lactancia; 3. S/HAL (n=21), expuesto a Haloperidol (1.5

mg/Kg/d, ip.) durante la lactancia y SF estéril durante la gestación; 4. HAL/HAL (n=25),

expuesto a Haloperidol durante ambos períodos de desarrollo.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: MANOVA DE 2 FACTORES, 1. TRATAMIENTO

PRENATAL, 2. TRATAMIENTO POSTNATAL, con 3 variables dependientes, NEI y NED y

CEREBELO (CER).

RESULTADOS MANOVA Aposteriori Test de Tukey-Spjotvol-Stoline

EFECTO l. R(l,98)= 7.38, p<0.0002 EFECTO l EFECTO 2

EFECTO 2. R(l,98)= 2.57, p=0.080 para NEI p<0.030 p=0.055

INTERACCIÓN l x 2: R(l,98)= 1.29, p=0.28 para NED p= 0.07 p<0.02

para CER p<0.030 p=0.34

INTERACCIÓN 1 x 2

C vs S/HAL HAL/S HAL/HAL

para NEI p=0.83 p<0.05 p=0. 12

para NED p=0.66 p=0.67 p=0.74

para CER p=0.28 p<0.01 p<0.03



PESO (m9)
300 ».——.

250 -«——u—-. 7

200 "—

150 »—>

100 —M

50

FIGURA7

NED CER

El C

I S/HAL
El HAL/S

D HAL/HAL



Leyendas de gráficos

EFECTO DE LA DEPRIVACION AMBIENTAL SOBRE LA RESPUESTA MOTORA

El grupos deprivado (DEP, n= 10 machos) fue aislado de contacto fisico y social entre P25 y

P39 por medio de la cn'a en jaulas individuales, introducidas a su vez en cámaras de poliestireno

(ver diseño en Materiales y Métodos). En la mañana del día P40 los individuos aislados fueron

reintegrados a jaulas grupales de cría standard. El TEC fue realizado en el periodo P40-47. El

grupo control C (n= 10 machos) recibió los tratamientos normales de cn’a, 3 a 4 individuos por

jaula de 9 dm’.

FIGURA 8. A. RESPUESTA MOTORA EN EL TEC

Los animales deprivados (grupo DEP) no presentaron diferencias significativas en V por sesión

con el grupo control (C).

RESULTADO ANOVA

EFECTO CONDICIÓN AMBIENTAL: F(l,l8)=2.0, p=0.18.

INTERACCIÓN CONDICIÓN AMBIENTAL x SESIÓN: F(6,108)=0.93, p=0.48.

Aposteriori Tukey HSD

No se detectaron diferencias estadísticamente significativas. Para la sesión Sl, donde el grupo

DEP tuvo la mayor diferencia de V, +33% sobre el valor de C, la significación estadística fue

p=0.10. El análisis de ANCOVA de la linealización de la respuestas motoras tampoco mostró

diferencias significativas entre los grupos (datos no mostrados).
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ESTRATEGIA TERAPÉUTICA 1

|’ A'68 neonatos fueron sometidos a distintos tratamientos fm o (lO machos y 7

hembras en cada grupo experimental):

l. Tratados con SF estéril durante la lactancia y criados en forma estándar (control absoluto C)

2. Tratados con HAL durante la lactancia y criados en forma estándar (grupo HAL)

3. Tratados con SF durante la lactancia y luego deprivados (grupo DEP)

4. Tratados con HAL durante la lactancia y luego deprivados (grupo HALDEP).

Durante la lactancia los infantes fileron inyectados diariamente, ip., desde PS a P21: grupos C y

DEP, con lO pl SF/g/d, grupos HAL y HALDEP, l mg HAL/kg/d. El período de deprivación fue

P27-40. Los animales fueron testeados en el TEC durante en el pen'odo P40-47.

FIGURA 9. RESPUESTA MOTORA EN EL TEC

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: TEST DE ANOVA DE 3 FACTORES, 1. TRATAMIENTO

FARMACOLOGICO; 2. CONDICIÓN AMBIENTAL; 3. SESIÓN

RESULTADOS ANOVA HEMBRAS MACHOS

EFECTO 1. F(l,l3)= 14.5,p<0.003 F(l,36)= 27.2, p<0.0001

EFECTO 2. F(l,l3)= 4.9, p<0.046 F(l,36)= 14.1, p<0.0007

INTERACCION. F(l,l3)= 5.5, p<0.037 F(l,36)= 33.3, p<0.0001

Aposteriori Tukey HSD

C vs HAL, p=0.002 p=0.0002

C vs DEP, p=0.99 p=0.49

C vs HADE, p=0.69 p=0.73
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FIGURA 10. OBTENCIÓN DE Vm

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANCOVA DE 1 FACTOR, l. TRATAMIENTO

FARMACOLOGICO y AMBIENTAL, con V como variable dependiente y V/Rn como

variable covariante.

RESULTADO ANCOVA: HEMBRAS MACHOS

EFECTO TRATAMIENTO F(3,23)=23.9, p<0.00001 F(3,23)=50.0, p<0.00001

PENDIENTES (l/L) F(3,20)=0.72, p=0.55 F(3,20)=l .18, p=0.33
(Test de Paralelismo)

VELOC. MAX. C vs HAL, p<0.0004 p<0.0002
TEÓRICA (Vmax) c vs DEP, p=0.99 p=0.51
(Test de Tukey) C vs HADE, p=0.45 p=0.75

FIGURA ll. RESPUESTA ASOCIATIVA-ESPACIAL EN EL TEC

Los animales fueron estudiados en cuanto a su eficiencia en la adquisición de la consigna espacial

inherente al testeo comportamental. Para ello fueron examinados en su desplazamiento circular

durante los primeros 5 min de las sesiones S1, S; y S7del TEC. Los valores son presentados como

mediasiDS. Sólo se presentan los datos correspondientes a machos.

El panel I principal muestra el número de errores de tipo I por sesión: errores en la elección

del sentido de giro. Análisis estadístico como en Fig. 9.

RESULTADOS ANOVA EFECTO DROGA. F(l ,36)= 4.55, p<0.038

EFECTO AMBIENTE. F(l,36)= 1.26, p=o.27

INTERACCION. F(l,36)= 11.34, p<0.002

Tukey HSD INTERACCION. c vs HAL, p<0.0025

C vs DEP, p=0.40

c vs HADE, p=0.89
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En el panel II se presentan los registros de errores de tipo Il; cuartos de vuelta acumulados en

sentido incorrecto, como un indicador de la persistencia en el error. Se presenta la suma de los

registros de las 3 sesiones evaluadas.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANOVA DE 2 FACTORES, 1. TRATAMIENTO

FARMACOLOGICO, 2. CONDICIÓN AMBIENTAL.

RESULTADOS ANOVA EFECTO 1. F(1,36)= 9.75, p<0.004

EFECTO 2. F(l,36)= 7.96, p=0.009

INTERACCION l x 2. F(l,36)= 11.1, p<0.002

Tukey HSD INTERACCION l x 2. C vs HAL, p<0.0005

FIGURA 12. ENSAYO DE BINDING AL RADIOLIGANDO (3H)-SPI

En P90 los animales fueron sacrificados y las porciones izquierda y derecha de los núcleos

estriados agrupadas y los cerebelos (CER) fueron procesados para la determinación de sitios de

binding al radioligando (3H)SPl en fracciones subcelulares ricas en membranas. Los datos son

expresados en fmol de ligando/mg proteína de fracción de membranas.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: MANOVA DE DOS FACTORES, l. AGENTE INYECTADO, 2.

CONDICIÓN AMBIENTAL, con 2 variables dependientes, NE y CER

RESULTADOS MANOVA EFECTO l. R(2,3S)= 4.05, p<0.030

EFECTO 2. F(2,35)= 8.30, p<0.003

INTERACCIÓN l x 2. F(2,35)= 6.41, p<0.005

Post Hoc Scheffé F-Test: NE CER

EFECTO 1., p<0.050 p<0.030

EFECTO 2., p<0.050 p<0.005

INTERACCIOle 2., C vs HAL, p<0.05 p<0.010
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FIGURA 13. PERSISTENCIA DE LA NEUROTERATOLOGIA FUNCIONAL

INDUCIDA CON HALOPERIDOL DURANTE LA GESTACIÓN

Parte de los animales tratados con SF (grupo control C) o HAL (2,5 mg/kg/día) durante la

gestación (período 65-18) fueron evaluados en el TEC a las edades P30-37 (6 controles y 8

tratados) y la otra parte en P75-83 (6 controles y S tratados). Las figuras muestran las XiDS de

los grupos. Los grupos incluyeron machos y hembras. Los grupos son denominados de acuerdo a

la edad de testeo: controles C30 y C75 y tratados HAL30 y HAL75.

La hipoactividad motora en el TEC, inducida por exposición a durante la gestación

presenta alta significación estadistica cuando los animales son entrenados en el período P30-37

(grupo HAL30 vs C30). Estas diferencias funcionales se atenuaron cuando el testeo fue realizado

en P75-83 (grupo HAL75 vs C75). En el TRR nuevamente se encontraron diferencias

significativas entre los animales tratados con HAL y los controles (se evaluaron 6 animales

representativos de los resultados del testeo previo en TEC para cada tratamiento).

A. EVALUACION EN EL TEC

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANOVA DE 2 FACTORES; l. TRATAMIENTO, 2. SESIÓN

RESULTADO ANOVA:

Efecto principal TRATAMIENTO: F(3,23)= 19.39, p< 0.00002

Aposteriori Tukey HSD-Spjotvol-Stoline:

C30 vs HAL30, p<0.0002

C75 vs HAL75, p<0.04

B. COORDINACION MOTORA EN TRR
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FIGURA 14. NEUROTERATOLOGIA FUNCIONAL INDUCIDA CON HAL

DURANTE LA LACTANCIA: DEPENDENCIA DE LA EDAD DE TESTEO

La hiperactividad motora inducida por exposición a HAL (1,2 mg/Kg/d, ip., n=35) durante el

período postnatal P5-21 sólo presentó significación estadística cuando los animales fiJeron

entrenados en el período P40-47 (grupo HAL40, n= lO animales tratados de cada sexo). Estas

diferencias funcionales son claramente atenuadas cuando el testeo es realizado en P30-37 (grupo

HAL30, n= 8 machos y 7 hembras). Grupos controles de los entrenamientos en P30-37 y P40-47,

C30 (n= 7 machos y 8 hembras) y C40 (n= 3 machos y 9 hembras), respectivamente.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANOVA DE 2 FACTORES, 1. TRATAMIENTO, 2. SESIÓN

Efecto principalTRATAMIENTO: F( )=

Aposteriori Tukey HSD-Spjotvol-Stoline:

cso vs HAL30,

C40 vs HAL40,

C75 vs HAL75,
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FIGURA 15. EFECTO DE LA EXPOSICIÓN A HALOPERIDOL ANTES O DURANTE

EL PERIODO DE SENSIBILIDAD PRENATAL AL MISMO

EVALUACION EN EL TEC

La exposición a HAL (2,5 mg/Kg/d, ip.) durante el período G5-l8 indujo hipoactividad motora

en el TEC. Contrariamente, el mismo esquema farmacológico administrado sólo durante la

pn'mera mitad de dicho período (GS-ll), produjo leves oscilaciones alrededor de los valores

controles, las cuales no alcanzan significación estadística. El entrenamiento en el TEC fue

realizado en el período P75-83 (adultez temprana).

ANÁLISIS ESTADIST.:ANOVA DE 2 FACTORES, l.PERIODO EXPUESTO, 2.SESION

RESULTADO ANOVA:

EFECTO PERIODO EXPUESTO: F(2,16)=20.6, p<0.00004

Aposteriori Tukey HSD-SpjotvoI-Stoline

C vs HALS-18, p<0.001

C vs HALS-l 1, p=0.78

1-15-18vs HALS-l l, p<0.001
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ESTRATEGIA TERAPÉUTICA 2

Los distintos grupos experimentales fueron tratados con HAL durante el período prenatal GS-18

(grupo HAL/S, machos n=8, hembras n=6), postnatal P5-21 (grupo S/HAL, machos n=9, hembras

n=5), o en ambos períodos con solución salina (grupo Control C, machos n=8, hembras n=5) o

con HAL (grupo HAL/HAL, machos n=10; hembras n=6).

Todos los animales fueron evaluados en su respuesta motora en el TEC en el pen'odo P30-37.

FIGURA 16. RESPUESTA MOTORA EN EL TEC

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANOVA DE 3 FACTORES, 1. TRATAMIENTO PRENATAL,

2. TRATAMIENTO POSTNATAL, 3. SESIÓN

RESULTADO ANOVA HEMBRAS MACHOS

EFECTO 1. F(l,18)=10.30,p<0.005 F(l,31)=5. 14, p<0.03l

EFECTO 2. F(l,18)=l l .90, p<0.004 F(l,3 1)=23.1, p=0.00004

INTERACCION F(1,18)= 2.09, p= 0.18 F(1,31)=24.7, p<0.00003

Tukey

EFECTO l. p<0.008 p<0.033

EFECTO 2. p<0.003 p<0.0002

INTERACCION C vs SH, p=0.54 p=0.98

C vs HS, p<0.002 p<0.0004

C vs HH, p=0.65 p=0.38

HS vs HH, p<0.010 p<0.0002
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FIGURA l7. OBTENCIÓN DE Vm

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANCOVA DE DOS FACTORES, l. TRATAMIENTO

PRENATAL, 2. TRATAMIENTO POSTNATAL; con una variable, V, y una covariable, V/Ra

Resultado ANCOVA HEMBRAS MACHOS

EFECTO 1. F(1,23)=17.53, p<0.001 F(1,23)=14.0, p<0.0010

EFECTO 2. F(1,23)=20.44, p<0.002 F(1,23)=79.9, p<0.0001

INTERACCION. F(1,23)=o.72, p=0.40 F(l,23)=67. 1, p<0.0001

PENDIENTES (l/L) F(3,20)=1.23, p==0.32 F(3,20)=0.87, p=0.43

Test de Paralelismo

VELOC. MAX. C vs SH, p=0.45 p=0.99

TEÓRICA (Vmax) C vs HS, p<0.05 p<0.0003

Tukey HSD C vs HH, p=0.99 p=0.15

HS vs HH, p<0.050 p<0.0002

HS vs SH, p<0.004 p<0.0003

FIGURA 18. ENSAYO DE BINDING AL RADIOLIGANDO (3H)Spir0peridol (SPI)

Los animales machos fueron sacrificados en P90 y se les extrajo y homogenizó los hemiestn'ados

izquierdo y derecho (NEI y NED) y el cerebelo (CER). Sobre fracciones mitocondriales crudas de

las areas estudiadas se realizó ensayo de binding al radioligando dopaminérgico (3H)SPI. Los

datos son expresados en fmol/mg proteína de fracción de mebranas.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: MANOVA DE 2 FACTORES, 1. TRATAMIENTO

PRENATAL, 2. TRATAMIENTO POSTNATAL, con tres variables dependientes, NEI, NED

y CER.
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RESULTADOS ANOVA:

EFECTO 1. R(3,29)=13,42, p<0.00002

EFECTO 2. R(3,29)= 3,73, p<0.0003

INTERACCION 1 x 2. R(3,17)= 1,13, p=0.35

CER

p<0.04“

Post hoc Schefi'é F-test. NEI NED

INTERACCION l x 2. C vs S/HAL, p<0.04""" p= 0.09

HAL/S, p=0.24 p=0.06 p<0.03"

HAL/HAL, p=0.82 p=0.99 p=0.81

HAL/S vs S/HAL, p<0.001 p<0.0001 p<0.010

HAL/HAL, p<0.05 p<0.01 p=0.12
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ESTRATEGIA TERAPEUTICA 3

ALTERACIONES FUNCIONALES INDUCIDAS POR EXPOSICION A

DIFENILHIDANTOINA DURANTE LA GESTACIÓN o LA LACTANCLA

Animales tratados durante la gestación (grupo DFH-G, n= 5 hembras + 6 machos, período

expuesto Gio-18, 30 mg DFH/kgjd) o durante la infancia (grupo DFH-I, n= 5 crías de cada sexo,

pen'odo expuesto P13-23, 50 mg DFH/kg/d) fueron evaluados con el TEC en su respuesta motora

en P40-47. El grupo control C (n= 6 hembras + 5 machos) consistió de animales que fueron

expuestos a SF durante la gestación en el período GlO-18, con un volumen diario inyectado

equivalente al promedio del grupo tratado DFH-G.

FIGURA 19. RESPUESTA MOTORA EN EL TEC

ANÁLISIS ESTAD.: ANOVA DE 3 FACTORES:l TRATAMIENTO, 2.SEXO, 3.SESION

Para el efecto principal TRATAMIENTO, F(2,26)= 13.5, p<0.0001

Para el efecto principal SEXO, F(l,26)= 0.19, p= 0.67

Para la interacción l x 2, F(2, 26)= 0.2, p= 0.82

Análisis a posteriori de Tukey -Spjotvol-Stoline

EFECTO TRATAMIENTO INTERACCION l x 2: HEMBRAS MACHOS

C vs DFH G, p<0.0002 C vs DFH G, p< 0.007 p< 0.005

C vs DFH I, p=0.055 C vs DFH I, p = 0.43 p = 0.60
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Los distintos grupos experimentales fueron tratados con DFH durante el período prenatal GlO-18

(30 mg/Kg/d, grupo DFH/S, machos n=6, hembras n=6), postnatal Pl3-23 (60 mg/Kg/d, grupo

S/DFH, machos n=6, hembras n=5), o con ambas exposiciones con SF (grupo Control, C, machos

n=5, hembras n=6) o con DFH (grupo DFH/DFH, machos n=5, hembras n=6). Todos los

animales fueron sometidos al entrenamiento en el TEC en el pen’odo P40-47 (preadolescencia). Se

evaluaron la respuesta motora simultáneamente al aprendizaje espacial. De este modo, se

registraron las velocidades V y los errores por sesión de tipo I (de elección) y de tipo II (de

persistencia). Los animales machos fueron evaluados por segunda vez en TEC con sentido de giro

recompensado contrario al anterior P180. En este segundo testeo comportamental se registraron

también las respuestas espaciales y motoras.

FIGURA 20. RESPUESTA MOTORA EN EL PRIMER TESTEO

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANOVA DE 3 FACTORES, 1. TRATAMIENTO PRENATAL,

2.TRATAMIENTO POSTNATAL, 3. SEXO, 4. SESION

RESULTADOS ANOVA: EFECTO TRATAMIENTO PRENATAL: F(l,37)= 52, p<0.0001

EFECTO TRATAMIENTO POSTNATAL: F(l,37)= 6.3, p< 0.017

EFECTO SEXO: F(1,37)= 0.25, p= 0.63

INTERACCION 1 x 2; F(l,37)=0.82, p=0.37

1 x 3: F(l,37)=0.82, p=0.38

2 x 3: F(l,37)=0.06, p=0.83

Aposteriori Tukey HSD-Spjotvol-Stoline:

EFECTO TRATAMIENTO

PRENATAL DFH vs C, p< 0.0002

POSTNATAL DFH vs C, p< 0.020
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EFECTO INTERACCION lx 2 EFECTO INTERACCION l x 2 x 3

C vs SD, p = 0.10 HEMBRAS MACHOS

DS, p<0.0002 C vs SD, p = 0.57 p =0.88

DD, p<0.0002 DS, p<0.0007 p< 0.040

DD, p<0.0002 p<0.005

FIGURA 21. OBTENCION DE Vm

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANCOVA DE DOS FACTORES, l. TRATAMIENTO

PRENATAL, 2. TRATAMIENTO POSTNATAL', con una variable, V, y una covariable, V/Ra

HEMBRAS MACHOS

EFECTOTRATAM. PREN. F(l,23)=340.8, p<0.00001 F(I,23)=I75.6, p<0.00001

EFECTO TRATAM. POSTN. F(I,23)= 63.1, p<0.00001 F(I,23)= 54.4, p<0.00001

INTERACCION l x 2'. F(I,23)= 1.96, p=0.18 F(I,23)= 0.77, p=0.77

A posteriori Tukey HSD C vs SD, p<0.010 p=0.055

C vs DS, p<0.0002 p<0.0002

C vs DD, p<0.0002 p<0.0002

DS vs DD, p<0.010 p=0.070
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FIGURA 22. RESPUESTA ESPACIAL EN EL PRIMER TESTEO

ANALISIS ESTADISTICO: ANOVA DE 2 FACTORES (para err. I), l. TRATAMIENTO, 2.

SESION. ANOVA DE l FACTOR, TRATAMIENTO (para err. ll).

ERROR I ERROR II

EFECTO TRATAMIENTO F(3,18)=5.4S, p <o.oos F(3,18)=3.61, p< 0.040

Aposteriori Tukey HSD-Spjotvol-Stoline:

Cvs SD, p<o.05 p=O.l4

DS, p < 0.03 p< 0.040

DD, p=0.88 p =o.71

DDvs DS, p=0.10 p=0.25
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FIGURA 23. A. RESPUESTA MOTORA EN EL SEGUNDO TESTEO (sólo machos)

ANALISIS ESTADISTICO: ANOVA DE 2 FACTORES, l. TRATAMIENTO, 2. SESION

RESULTADOS ANOVA

EFECTO TRATAMIENTO, F(3,18)=9.43, p<0.0006

Aposteriori Tukey HSD-Spjotvol-Stoline:

C vs SD, p=0.32

DS, p<0.001

DD, p<0.02

B. ACTIVIDAD MOTORA TOTAL DURANTE EL SEGUNDO TESTEO

En el segundo testeo se registraron las vueltas correctas y las incorrectas por separado, lo cual

permitió al sumarlas obtener la actividad locomotora inducida total en cada sesión. De este modo,

en el gráfico se muestran los desplazamientos en vueltas totales promedio por sesión i DS para

cada grupo experimental.

ANALISISESTADISTICO: ANOVA DE l FACTOR, l. TRATAMIENTO

RESULTADOS ANOVA:

EFECTO TRATAMIENTO, F(3,18)= 8.11, p<0.002

Aposteriori Tukey HSD-Spjotvol-Stoline:

C vs SD, p=0.18

DS, p<0.002

DD, p=o.43
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C. RESPUESTA ESPACIAL EN EL SEGUNDO TESTEO CON EL TEC

Los errores de tipo I por sesión fueron evaluados en cada grupo experimental de la misma forma

que en el primer testeo con el TEC.

ANALISIS ESTADISTICO: ANOVA DE 2 FACTORES, l. TRATAMIENTO, 2. SESION

RESULTADOS ANOVA

EFECTO TRATAMIENTO: F(3,18)= 4.72 , p<0.014

Aposteriori Tukey HSD-Spjotvol-Stoline:

C vs SD, p=0.07

DS, p<0.02

DD, p=0.99
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ESTRATEGIA TERAPEUTICA 4

EXPERIMENTO NGF l

Los animales del grupo control del procedimiento quirúrgico (grupos SH) y los canulados en el

NEI y perfundidos en forma contínua entre P25 y P39 con Citocromo C (grupos CC) o NGF 2.58

(grupos NGIÓ, fueron pesados 2-3 veces por semana a partir del día de la cirugía. Entre P40 y

P47 todos los grupos operados fueron sometidos a los procedimientos del testeo en el TEC. A la

edad P70 se sacrificaron los animales y se obtuvieron fracciones subcelulares ricas en membranas

sobre las cuales se realizó ensayo de binding al radioligando muscan'nico (SIDQNB. También se

dispusieron animales no operados entrenados y habituados como controles positivos (TEC en

P30-37) o negativos (TEC en P40-47) de la respuesta muscarínica en el periodo cn’ticoestriatal.

FIGURA 24. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LA GANANCIA DE PESO

Sólo se muestran datos de los animales perfilndidos con la dosis mas alta de NGF o CC

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANOVA DE 2 FACTORES, l. TRATAMIENTO, 2. DIA

POSTNATAL, con el peso corporal como variable dependiente.

RESULTADOS ANOVA: EFECTO TRATAMIENTO: F(2,14)=3.0, p=0.18
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FIGURA 25. RESPUESTA MOTORA EN EL TEC

En el panel I, se presentan las velocidades por sesión de los animales no canulados (Exp. l)

entrenados en el TEC entre P30-37 (grupo E30)o P40-47 (grupo E40,n=6).

En el panel II, se muestran las velocidades de los grupos controles del procedimiento quirúrgico,

o canulados y perfundidos con CC o NGF. Los experimentos 2 y 3 sólo se diferencian en la dosis

diaria del agente perfundido y los grupos se presentan con la misma sigla pero en mayúsculas para

el Exp. 2 (1.4 ug/d) y en minúsculas para el Exp. 3 (0.4 pg/d). V se expresa como mediai DS.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANOVA DE 2 FACTORES, l. TRATAMIENTO, 2. SESION.

Para mayor claridad gráfica sólo se muestran los resultados derivados de cuatro sesiones

representativas (Sl, S3, SS, S7). Tres animales adicionales de cada uno de los grupos operados

del Exp. 2 fueron habituados al aparato de TEC pero no entrenados, representaron los controles

del efecto del entrenamiento per se.

RESULTADOS ANOVA EFECTO TRATAMIENTO. F(7,38)=l.21, p=0.35

B. OBTENCION DE Vm

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: ANCOVA DE l FACTOR, l. TRATAMIENTO, con V como

variable dependiente y V/Ra como variable covariante.

RESULTADO ANCOVA EFECTO TRATAMIENTO. R(7,23)=0.9l, p=0.52

PENDIENTES (l/L). F(7,16)=2.10, p=0.ll

No se detectaron diferencias significativas en Vmáx entre los grupos evaluados de a pares
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FIGURA 26. ENSAYO DE BlNDING A (3H)QNB EN ANIMALES NO OPERADOS

Los valores de unión específica a (3H)QNB se expresan como fmol.mg'l proteina, media: DS.

Los grupos E30y E40 incluyen animales entrenados comenzando el protocolo del TEC en P30 o

P40, respectivamente. Los grupos C30 y C40 son los respectivos controles no entrenados. Los

estriados izquierdo (NEI) y derecho (NED) fiJeron homogenizados y estudiados por binding

separadamente.

ANALISIS ESTADÍSTICO: IVLANOVADE UN FACTOR, 1. TRATAMIENTO, con las

variables dependientes NEI y NED. EFECTO TRATAMIENTO: R(6,38)= 5.63, p<0.0003

Post hoc Schefi'é F-test,

EFECTO CONDICION EN EL TEC (entrenamiento vs habituación)

para NEI, grupo C30vs E30, * p<0.00]

para NED, grupo C30 vs E30, * *p<0.008
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FIGURA 27. BINDING A (3H)QNB EN ESTRIADOS PERFUNDIDOS

La figura muestra el binding específico a (3H)QNB en núcleos estriados provenientes de los

grupos perfundidos y entrenados en el TEC en el período P40-47 mas los resultados de los

animales perfundidos pero sólo habituados. En Panel'A se presentan los grupos del Exp.2

perfundidos con la dosis mas alta de CC o NGF (grupos NGFE y CCE , respectivamente), y el

control de procedimientos quirúrgicos, SHE

En Panel B se muestran los resultados de los grupos del Exp.3, perfundidos con la dosis mas baja

de NGF o CC (grupos ngfg y cc; ‘respectivamente) y el control de cirugía respectivo, shE.

ANALISIS ESTADISTICO: MANOVA DE l FACTOR l. TRATAMIENTO, con las variables

dependientes NEI y NED.

RESULTADOS MANOVA: R(10,54)= 8.43, p<0.0001

Post Hoc Schefié F-test *p<0.0004 **p<0.02 * **p<0.0001

En Panel C se encuentran los resultados de los ensayos de binding en muestras provenientes de

los animales controles de entrenamiento para cada uno de los grupos experimentales del Exp.2

(designados como SHC, CCC y NGFC).

Para los resultados del panel C (animales no entrenados) respecto a los del panel A (animales con

el mismo tratamiento pero entrenados):

ANALISIS ESTADÍSTICO: MANOVA DE 2 FACTORES, l. TRATAMIENTO

QUIRURGICO-FARMACOLOGICO, 2. CONDICION EN EL TEC, con las variables

dependientes NEI y NED.

RESULTADOS MANOVA EFECTO l. R(4,38)= 3.85, p<0.01

EFECTO 2. R(2,19)=3.24, p=0.062

INTERACCION 1 x 2: R(4,38)=6.93, p<0.0003

Post Hoc Schefi'é F-test *p<0.0004 * *p<0.02 * **p<0.0001
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EXPERIMENTO NGF 2

Tasa de perfusión de NGF o CC= 0.4 ug/día. Los animales operados en P25 fiJeron entrenados en

el TEC durante PCE (P30-37), al mismo tiempo que eran perfundidos. Los grupos entrenados

fueron denominados SHE, CCE y NGFE (n=6 cada uno) y los controles de entrenamiento

respectivos, SHC, CCC y NGFC (n= 4 cada uno). En P70 todos los animales fueron sacrificados y

se disectaron los hemiestriados NEI y NED. Se obtuvieron fracciones subcelulares de membranas

sobre las cuales se realizó ensayo de binding al radioligando (3H)QNB.

FIGURA 28. RESPUESTA MOTORA EN EL TEC

ANALISIS ESTADISTICO: ANOVA DE 2 FACTORES, l. TRATAMIENTO, 2. SESION.

RESULTADOS ANOVA

EFECTO TRATAMIENTO: F(2,15)= 0.31, p=0.74

Aposteriori Tukey HSD: No se detectaron diferencias significativas entre grupos
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FIGURA 29. BINDING A (3H)QNB EN LOS ESTRIADOS PERFUNDIDOS CON NGF

DURANTE EL ENTRENAMIENTO EN EL PCE

La figura muestra el bínding específico a (3H)QNB en núcleos estriados provenientes de los

grupos perfundidos y entrenados en el TEC en el período P30-37 (panel A) más los resultados de

los animales perfiJndidos pero sólo habituados al TEC (panel B).

ANALISIS: MANOVA DE 2 FACTORES, l. TRATAMIENTO QUIRURGICO-FARMACOL.,

2. CONDICION EN EL TEC

RESULTADOS MANOVA EFECTO 1. R(4,46)= 7.4, p<0.0002

EFECTO 2. R(2,23)= 27.3, p<0.0005

INTERACCION 1 x2. R(4,46)= 1.o, p=0.42

Post Hoc Schefle F-Test NEI NED

SHc vs SHE p<0.05 p<0.02

CCc vs CCE p<0.03 p<0.03

NGFC vs NGFF, p=0.99 p=0.59

CCEVS p<0.02 p:
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DISCUSION 1055-
Teniendo en cuenta antecedentes propios y de otros grupos, la intención de esta tesis fue iniciar una

línea de investigación en el diseño de estrategias terapéuticas para atenuar o revertir neuroteratología

funcional.

En los experimentos presentados se trató de diseñar las etapas de cría y administración de fármacos de

tal forma como para atenuar artefactos experimentales. Por ejemplo, se trabajó con grupos­

experimentales integrados por individuos provenientes de distintas camadas. Spear & File (1996)

recientemente alertaron a los neurobiólogos que trabajan sobre el neurodesarrollo sobre la importancia

de no confundir efectos derivados de los tratamientos farmacológicos con aquellos relativos a la

camada y sus particularidades.

Se realizó inducción de neuroteratogenia funcional utilizando al neuroléptico antipsicótico

Haloperidol (HAL) y al anticonvulsivante Difenilhidantoina (DFH) como noxas, drogas que han

repetidamente demostrado afectar el aprendizaje asociativo y la respuesta motora en modelos animales

y, en algunos casos, también en humanos (ejemplos en pág. 29-36).

La actividad locomotora es usada por aproximadamente 80% de los laboratorios que realizan estudios

comportamentales como parte de las rutinas de evaluación de la neurotoxicidad de compuestos

farmacéuticos durante el desarrollo. Algo menor es la proporción de estudios del comportamiento

espacial (Lochry et al., ¡994). En esta tesis, la neuroteratogenia y la corrección funcional fueron

detectadas y cuantificadas usando un paradigma comportamental (el Test de Entrenamiento Circular,

TEC) con end point motor, el cual ya ha demostrado sensibilidad adecuada para detectar en ratas

alteraciones motoras durante la preadolescencia las cuales habían sido inducidas mediante exposición a

vitamina A o HAL durante la gestación. El TEC también había permitido discriminar diferencias en la

respuesta funcional dependientes del sexo en animales controles y tratados (Brusés et al, 199];

Brusés, 1993; Brusés & Azcurra, 1993). El TEC tiene ciertas ventajas en cuanto a cantidad de

variables analizadas automática y simultáneamente, sensibilidad, simpleza de procedimientos, etc.

frente a otras alternativas como podrían ser los laberintos. En consecuencia, puede ser una alternativa

como testeo funcional en estrategias terapéuticas comportamentales experimentales.
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Como los animales controles (no tratados) presentaban ciertas diferencias en las respuestas motoras y

espaciales dependiendo del período de maduración postnatal tardía que se elegía para realizar el testeo

funcional en el TEC, el primer experimento fue diseñado para precisar esas particularidades de la

maduración comportamental.

En los experimentos de esta tesis, en todos los casos la linealización de los datos y la obtención teórica

de la máxima velocidad para cada grupo (Vm) confirmó los resultados de respuesta motora .

registrados automáticamente por el aparato de TEC durante las sesiones. En todos los casos que fue

posible se estudiaron los componentes motores y espaciales durante los testeos funcionales.

En algunos casos se dispusieron animales de los distintos grupos experimentales para la realización de

estudios de binding con radioligandos para detectar posibles correlaciones entre cambios

neuroquímicos y alteraciones comportamentales, a distintas edades post-exposición neuroteratogénica.

El principal blanco para los estudios neuroquímicos fue el núcleo estriado (NE) dado que existe

acuerdo en que posee un lugar de privilegio dentro del sistema motor (Hikosaka, 1991).

Otro abordaje para alcanzar el mismo objetivo general fue tratar de utilizar el NGF como un agente

modificador de la respuesta plástica musearínica estriatal que es particular del PCE (Ibarra et al.,

1995). Si durante el neurodesarrollo postnatal tardío se podía modificar con NGF la respuesta plástica

del sistema estriatal a la actividad fisiológica inducida, entonces era teóricamente factible que el NE

pretratado con NGF también responda distinto a la llegada de fármacos que afectan al sistema motor.

En parte de los experimentos se evaluó las diferencias asociadas al sexo, ya sea en la respuesta a

neuroteratógenos como en el éxito alcanzado con las terapias farmacológicas correctoras.

En algunos experimentos de inducción prenatal de neuroteratología funcional con el neuroléptico

HAL se evaluaron funcionalmente animales de aproximadamente seis meses de edad con el test de

rotarod (TRR), luego de haber realizado un primer testeo con el TEC durante la adolescencia. La

utilización de este segundo testeo perseguía 2 fines:
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l. Aplicar una evaluación comportamental donde se exija que el animal haga equilibrio mientras

recorre en forma transversal y en sentido opuesto al sentido de rotación una barra. Esta tarea requiere

a priori una coordinación motora mas fina que la necesaria en el TEC. Hay que considerar que los

animales evaluados con el TRR tenían como exigencia adicional que soportar su propio peso que

promediaba los 380g. Clásicamente el TRR se aplica en animales en desarrollo (hasta 150-200g).

2. Ampliar la información y conclusiones derivadas del testeo previo con el TEC.

El test TRR ya ha sido propuesto como un testeo de elección para evaluar cuantitativamente

deficiencias motoras en modelos animales experimentales. Rozas et al. (1997) concluyen que forzando

al animal a correr sobre el eje en rotación a velocidades crecientes se puede cuantificar la respuesta

motora en forma sencilla, objetiva y reproducible. En el modelo de terapéutica donde se aplicó esta

modalidad para testear los animales el TRR permitió detectar alteraciones significativas motoras en el

animal adulto, aproximadamente medio año después de los tratamientos. En estos mismos estudios la

cuarta sesión incluyó el testeo de los efectos de la administración sistémica de apomorfina sobre los

distintos grupos experimentales. Esta última intervención farmacológica persiguió dos objetivos:

l. Clásicamente se ha reportado que los desafios farmacológicos deben ser parte de los protocolos de

los modelos animales experimentales de neuroteratología funcional debido a que pueden incrementar

la sensibilidad de los testeos comportamentales y la especificidad en la detección de un déficit

funcional (Hannigan & Blanchard, 1988).

2. Existen antecedentes de que la administración de apomorfina a animales que previamente fueron

sometidos a la exposición temprana crónica a halopen'dol permite aumentar las diferencias funcionales

de los grupos tratados respecto al control (Bemardi & Palermo Neto, 1983).

Pero como fue mencionado, lo primero que debíamos estudiar antes de diseñar experimentos en el

campo de la neuroteratología funcional, eran los cambios en la respuesta motora y espacial que se

presentan en las ratas en fiJnción de la maduración neural postnatal normal.
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EXPERIMENTO ONTOGENESIS

5.1. ESTUDIO DE LA ONTOGENIA DEL APRENDIZAJE MOTOR Y

ASOCIATIVO-ESPACIAL: EVALUACION SIMULTANEA CON EL TEC

La linealización de los datos de la respuesta motora en el TEC permite obtener la velocidad máxima'

teorica (Vm) como una extrapolación de la función obtenida al eje x cuando y=0. Esta coordenada

representa el final teórico del plateau de la respuesta motora registrada en las últimas sesiones del

TEC. Por otro lado, el valor de la pendiente obtenido para cada grupo experimental es directamente

proporcional al progreso de las habilidades individuales para realizar la tarea de correr en una pista

circular, representando así el aprendizaje de las tareas asociadas a entrenamiento en el TEC. El valor

que se obtiene, el cual es inversamente proporcional al aprendizaje, es L (inversa de la pendiente)

(Heyman 8LBeer, 1986; Brusés & Azcurra, 1993).

Para evaluar los efectos cognitivos y motores originados por la exposición a drogas durante el período

perinatal, es necesario contar con estudios comportamentales que analicen, lo más objetivamente

posible, los distintos aspectos afectados de la función cerebral. Un aspecto que hasta ahora no había

sido estudiado era la sensibilidad del TEC para detectar cambios en el aprendizaje asociativo-espacial

luego de la inducción perinatal de neuroteratogenia funcional inducida con fármacos neuroactivos.

Las clásicas alternativas para estudiar el aprendizaje asociativo-espacial son los laberintos con diversa

complejidad. Los mazes (laberintos) son los paradigmas comportamentales de principal elección para

evaluar aprendizaje asociativo en ratas (Spear & File, 1996). En nuestro laboratorio se ha descripto

que animales controles entrenados en el TEC a partir de P30 tienen, aproximadamente, el mismo

patrón de errores asociativos, sesión a sesión, que los observados en las sesiones de T-maze

(Brusés, 1993). En las primeras 2 sesiones de entrenamiento se observa un pequeño aumento de

errores/sesión y luego, se tiende asintóticamente al valor mínimo del lote de animales estudiado. Este

mínimo en el TEC se alcanza entre las sesiones S4 y SS.
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Por un análisis estadístico de ANOVA y testeo a posteriori de Tukey HSD, tomando a las distintas

sesiones de cada grupo como variables a comparar de a pares, se puede mostrar que las diferencias

entre sesiones dejan de ser estadísticamente significativas comparando SS con 86 o S7. Por ejemplo,

para el grupo P30, el Efecto Principal Sesión tuvo como resultado, F(6, 147)= 54.3, p<0.000I, y la

última compararción con significación estadística fiJe S4 vs Só o S7, p<0.04 o p<0.00l, mientras no

hubo diferencias comparando Só vs SS o S7 (p=0.9l y p=0.70, respectiv.). Con un testeo a posteriori

mas sensible como el Test de la Mínima Diferencia Significativa (LSD) parece llegar al límite de la

diferencia aceptada como estadísticamente significativa la comparación entre SS y S7, lo que sugiere

que el comienzo del plateau de repsuesta motora podría presentarse normalmente entre SS y 86,

dependiendo del lote de animales y el N experimental.

De este modo, en nuestro experimento y con el testeo a posteriori aplicado en todos las evaluaciones

comportamentales de esta tesis, la respuesta motora también alcanza el plateau a partir de la sesión SS.

En acuerdo con los resultados antedichos, existen reportes que indican que a medida que el animal

madura su sistema motor disminuye su máxima respuesta locomotora (Shaywitz et al., 1976), y por lo

menos la actividad locomotora espontánea en el open field recién a partir de la quinta semana

alcanzaría los valores de la respuesta adulta (Laviola et al., 1988).

En la Fig. 3 se pretendió determinar si el patrón de respuesta motora guardaba alguna covariación con

el aprendizaje espacial. Por medio de un análisis de ANCOVA se encontraron coeficientes de

correlación altos que indican que efectivamente el animal realiza un aprendizaje simultáneo. Seria

interesante en el futuro estudiar mas profundamente esta relación viendo la posibilidad de discriminar

con bloqueos farmacológicos selectivos un aprendizaje del otro. Esto podría ser útil para sacar mas

provecho del TEC en estudios de desarrollo funcional del SNC normal y patológico.

Respecto a la sensibilidad del TEC para medir aprendizaje espacial, en el Exp. DFH ¡DFH (ver más

adelante otros detalles), se observó mayor nivel de errores en los grupos tratados con DFH, ya sea en

el período pre- o postnatal, con respecto al control. Este resultado guarda concordancia con los

hallazgos de Vorhees (1986, 1987). Este autor estudió los errores cometidos por animales en T-maze

luego de haber sido expuestos a DFH en un período prenatal de alta sensibilidad a esta droga.
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Todos estos antecedentes sugieren que el TEC sería útil para detectar cambios en el aprendizaje

asociativo por exposición temprana a fármacos neuroactivos, o agentes con propiedades neurotóxicas

utilizados en la industria agropecuaria (plaguicidas, fertilizantes), y alimenticia (saborizantes,

colorantes, conservadores, etc). La mayoría de estos agentes químicos a los cuales el hombre está

expuesto rutinariamente no han sido sujetos aun a programas validados de evaluación de su

potencialidad como neuroteratógeno funcional (ver tabla I.en pág. 14). Una razón para este retraso

podría ser la dificultad para ejecutar estudios funcionales múltiples, lo cual usualmente involucra.

cumplir con muchos requisitos (**). Los investigadores deben seleccionar un test despues de analizar

las propiedades de las distintas opciones y sopesar la relación costo/beneficio para cada una.

** un relativamente alto N por grupo experimental, evaluaciones repetidas a través
de diferentes paradigmas. un período de evaluación longitudinal relativamente
extenso (meses a años, dependiendo de la especie animal utilizada como
modelo experimental) diversa complejidad en los procedimientos y en el
procesamiento de los registros y la interpretación de los resultados, necesidad
de recursOs técnicos especializados para supervisar el testeo, etc

Considerando la facilidad de procedimientos y de procesamiento e interpretación de datos, la

sensibilidad y la necesidad de un N relativamente bajo por grupo, alcanzando diferencias biológica y

estadísticamente significativas con sólo 5-8 animales por grupo (ver validación en Brusés et al., 1991,

1993), los resultados aportan nuevas evidencias en favor de que el TEC es un paradigma útil para

Neuroteratología Funcional y para discn'minar los cambios naturales en las respuestas espaciales y

motoras durante el desarrollo post-lactancia.

El fin ultimo de esta tesis fue la inducción y atenuación posterior de neuroteratología fiJncional, en

ambos casos caracterizando los cambios comportamentales y/o neuroquímicos a mediano y/o largo

plazo. Una diferencia principal de este tipo de neurotoxicidad experimental con la teratologia de tipo
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estructural es la ausencia en la primera de cambios morfológicos macroscópicos en los niveles

órganico, sistémico y/o corporal en los animales tratados con neuroteratógenos durante los períodos

perinatales de sensibilidad a los mismos. Los fármacos utilizados en esta tesis tienen antecedentes a

favor y en contra respecto a su capacidad de inducir teratogenia estructural.

Para considerar esta posibilidad, antes de realizar otro tipo de determinaciones, se realizaron

evaluaciones de distintos marcadores de teratología estructural. o alteraciones groseras del desarrollo.

Integrando todos los resultados presentados sobre evaluación de marcadores de teratología estructural

hubo algunos indicios de cambios morfológicos en el NE al momento del sacrificio de los animales

tratados con HAL durante el neurodesarrollo (cambios en el peso), como así también se detectaron

algunos retrasos en la ganancia de peso postnatal en estos animales durante los tratamientos

farmacológicos. Sin embargo, la observación de los animales tratados durante el experimento y su

organización anatómica interna (para el SNC) y externa general al ser sacrificados (datos no

mostrados) no fue modificada. En conclusión, como era deseado, se pudo obtener animales con signos

de neuroteratología fiJncional (ver discusión mas adelante), en ausencia de anomalías somáticas

persistentes evidentes.

Los hallazgos presentados en la figuras 13-15 confirman que:

l. Los efectos neuroteratológico-fimcionales se producen en forma dependiente del pen’odo del

neurodesarrollo expuesto al agente químico.

2. Existen varias revisiones que alertan sobre las diferencias en los hallazgos y en las conclusiones

consecuentes cuando se testea un mismo grupo de animales donde se indujo neuroteratología

funcional con un mismo testeo comportamental en distintos pen'odos del desarrollo postnatal. Por lo

tanto, durante el desarrollo postnatal la detectabilidad de las alteraciones comportamentales

persistentes inducidas durante la gestación o el período postnatal temprano es no sólo dependiente del
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testeo aplicado sino también de las edades que fileron seleccionadas para realizar las evaluaciones

funcionales, como fuera recientemente discutido en la revisión de Spear & File (1996).

3. Por otra parte, los resultados confirman el carácter neuroteratogénico funcional propuesto

previamente en modelos animales experimentales por nuestro laboratorio y otros grupos (Brusés et al,

1991, 1993-,Vorhees, 1983, 1986, 1937-,Spear & Scalzo, 1986).

En los últimos 30 años se ha acumulado una cierta cantidad de trabajos en modelos animales

experimentales sobre el efecto tóxico persistente de fármacos, pesticidas, metales pesados, etc. sobre

el SNC en desarrollo.

A partir de la década pasada comenzaron a realizarse estudios longitudinales para evaluar si los

resultados obtenidos en modelos animales eran transferibles a los hallazgos en humanos (Rogan, 1982;

Werler et al, 1985; Yerby et al., 1992; Granstrom & Gaily, 1992",Maschover Reinisch et al, 1995).

El diseño de estrategias terapéuticas es un campo que viene retrasado posiblemente debido al gran

debate que se ha manifestado en la comunidad científica en los últimos años sobre el punto antedicho.

Respecto a las terapias propuestas en esta tesis se pueden citar unos pocos antecedentes.

l. Como un primer antecedente del efecto de fármacos neuroactivos sobre el SNC inmaduro podría

citarse un trabajo de Rodríguez Echandía & Broitman (1983). Ellos expusieron ratas durante el

período prenatal, postnatal temprano o en ambos períodos al antidepresivo clorimipramina (CI) y

observaron en neonatos la presencia de teratogenia estructural y en la adultez temprana (a 2 o 4 meses

de edad) la ocurrencia de alteraciones comportamentales. Los resultados indicaron que la

administración postnatal de Cl no sólo no prevenía la neuroteratología funcional hallada en los

individuos expuestos durante la gestación, sino que en algunos casos potenciaba las alteraciones.

2. Por otro lado, Spear & File (1986) han reportado una revisión de los efectos a largo plazo sobre la

rata expuesta al HAL en distintos períodos del neurodesarrollo. Estos autores integraron los
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resultados de experimentos todos los cuales tenian como objetivo estudiar cambios neuroquímicos

(principalmente en la densidad de receptores a dopamina del NE) y la respuesta del individuo adulto a

la administración farmacológica de agonistas y antagonistas del sistema dopaminérgico luego de los

bloqueos tempranos con HAL.

3. Mas recientemente, el grupo de Robinson (1996) evaluó en ratas si el retraso en el desarrollo

colinérgico estriatal y las alteraciones dopaminérgicas presentes en los infantes que fueron expuestos a

meladona durante la gestación era un efecto teratogénico directo del opiode sobre el SNC prenatal, o

si las alteraciones eran una consecuencia de la abstinencia postnatal abrupta luego del nacimiento. Para

esto expusieron a las ratas en el pen'odo prenatal, en el postnatal temprano o en ambos períodos, y

concluyeron que en la mayoría de los marcadores colinérgicos y dopaminérgicos medidos la

administración postnatal no revertía los efectos de la exposición prenatal.

No obstante, estos reportes no han enfocado el aprovechamiento de los periodos críticos de

sensibilidad a fármacos para realizar terapias de neuroteratologia funcional, sino que tuvieron como

objetivo principal evaluar los efectos que se inducían en forma dependiente del período madurativo.

De cualquier forma, indirectamente estos reportes plantean que para las alteraciones neuroquímicas o

funcionales de largo plazo, inducidas mediante la exposición prenatal a una droga neuroactiva, el

período postnatal para realizar la terapia farmacológica debe ser seleccionado luego de realizar un

estudio de la respuesta del SNC en distintas etapas de la maduración a partir de la lactancia.

4. Por último se puede citar un ejempo de los trabajos del grupo de Druse. La exposición prenatal a

etanol produce, entre otros efectos a mediano y largo plazo, alteraciones en la densidad de sitios de

binding a receptores serotoninaceptivos y los sitios especificos de recaptación de serotonina en

distintas areas cerebrales sensibles a dicho neuroteratógeno. El grupo de Druse encontró que la

administración prenatal de buspr'rona prevenia la aparición postnatal de las alteraciones neuroquímicas

asociadas a la exposición prenatal a etanol (Kim et al., 1997). Aunque este es de alguna forma un

reporte de reversión de una alteración neuroquímica inducida durante la gestación -que podria estar

asociada a cambios comportamentales persistentes- presenta una diferencia substancia] con las

alternativas terapéuticas propuestas en esta tesis: aquellos resultados corresponden a una terapia



DlSCUSlON 114

paralela a la exposición neurotóxica, lo cual eventualmente impediría realizar una etapa diagnóstica y

pronóstica que generalmente permite prescribir un tratamiento más específico.

Los experimentos de esta tesis presentan estrategias terapéuticas

abordadas en el pen'odo postnatal temprano o tardío, suponiendo que, si fiJera el caso en humanos, el

efecto prenatal o neonatal de neuroteratógenos podría ser detectado y las consecuencias fucnionales

diagnosticadas y cuantificadas antes de finalizar la lactancia. Se podría operar entonces con terapias

sobre la plasticidad postnatal tardía.

Considerando la bibliografia accesible por internet a través de los servicios clásicos (MEDLINE;

PUBMED) sólo es posible encontrar un reporte que concretamente presenta una alternativa

terapéutica postnatal para neuroteratología funcional. Yanai et al. (1996) revirtieron las alteraciones

neuroquímicas y comportamentales inducidas (principalmente sobre la vía colinérgica

septohipocampal) mediante la exposición prenatal a heroína o fenobarbital, transplantando neuronas

colinérgicas fetales al hipocampo previamente afectado. Esta alternativa terapéutica quirúrgica, sería

la única prueba experimental que puede ser encontrada en la bibliografia previa a las presentadas en

esta tesis.

ESTRATEGIA TERAPEUTICA l

Exp. HAL/DEP

Mientras los animales deprivados (grupo DEP) no tuvieron diferencias significativas en los estudios

comportamentales y neuroquímicos con respecto al grupo control C, el grupo tratado con HAL

durante la lactancia si presentó alteraciones motoras y espaciales junto a aumento en la densidad de

sitios estriatales aparentes D2Rs en P90, los cuales pudieron ser corregidos con deprivación lo cual

fue realizado en el grupo HALDEP (ver Fig. 8-12). No hubo diferencias entre los hallazgos de

hembras y machos.
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Respecto al aumento inicial de la respuesta motora en el grupo DEP existen antecedentes que el

aislamiento fisico y social causa diferentes cambios en el comportamiento como ser aumento de la

actividad en el campo abierto (“open field”) y otros paradigmas para la evaluación del

comportamiento motor, alteración de las relaciones interindividuales, disminución de la exploración

directa, entre otros (DaVanzo & Sydow, 1979; Hilakivi et al., 1989; Gentsch et al., 1982, 1983).

A priori podn’a interpretarse una oposición parcial de estos resultados a los de los otros autores

mencionados. Debe considerarse que además de las distintas funciones neurales involucradas en el

open field (y otros testeos de actividad locomotora espontánea) y en el TEC, los registros de respuesta

motora en diferentes paradigmas experimentales son algunas veces contradictorios dado que estas

respuestas dependen de la dosis y la vía de administración de la droga, las condiciones de aislamiento

(ya sea fisico o social), la duración de la exposición a la droga, el período del neurodesarrollo tratado,

la especie animal, la edad al momento de la evaluación comportamental, la calidad del estres asociado

con el testeo fiJncional, etc.»

En consecuencia, todas estas variables afectan el resultado final de este tipo de experimentos y no

pueden ser excluidas del análisis e interpretación de los mismos. Por ejemplo, Barron et al. han

reportado que mientras la droga canabinoide cocaina ha sido asociada con la producción de

hiperactividad en el testeo en open field (Barron & Irvine, 1995), en un testeo de 30 min en una rueda

giratoria la actividad locomotora de los animales tratados con el mismo agente fue similar a la de los

controles (Barron et al., 1994).

No obstante, no existieron diferencias en las consecuencias del tratamiento de deprivación social­

ambiental de este experimento (mayor actividad motora en el grupo DEP estadísticamente significativa

en la sesión S1) y la hiperactividad locomotora -en testeo de sesión única o pocas sesiones- reportada

por el grupo de Gentsch (1982, 1983) y otros (Hilakivi et al., 1989).

Discusiones sobre la variabilidad de las consecuencias detectadas postnatalmente luego de la

exposición temprana a neuroteratogenos (en particular haloperidol) segun el diseño experimental

seleccionado han sido ya publicadas (Spear & Scalzo, 1986; .Spear & File, 1996).

Bajo una simplificación de los resultados, si la deprivación no hubiera interferido las consecuencias de

la exposición temprana a HAL, el grupo HALDEP se habría comportado como el HAL.
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Revisando la bibliografia existente sobre efectos del HAL sobre la neuroquímica y la función nerviosa

de animales inmaduros y de adultos, se puede hallar una interpretación teón'ca a estos hallazgos.

La exposición postnatal temprana al HAL produce cambios de largo plazo como ser aumento de sitios

aparentes D2Rs (detectable luego de meses) en el NE de rata (Rosengarten & Friedhoff, 1979; Spear

& Scalzo, 1986; Miller & Friedhoff, 1988). El HAL afecta la atención, el comportamiento en el test de

evitación pasiva, la habilidad espacial en el Y-rnaze y la actividad locomotora en el open field en forma

dependiente de dosis (Kovacs & de Wied, 1978; Oades et al., 1985; Brockel & Fowler, 1995). En

animales adultos estos hallazgos son reversibles con el tiempo (en el término de días a pocas semanas

después de la exposición al HAL) (Spear & Scalzo, 1986).

Blanc et al. (1980) reportaron que el aislamiento disminuia la actividad dopaminérgica

mesocorticofrontal que se expresaba como una baja relación DOPAC/DA en el cortex frontal, pero la

situación era distinta (y casi opuesta) en el NE y en el núcleo acumbens (NA).

Bean & Lee (1991) también demostraron que los infantes de rata sometidos a condiciones de

aislamiento crónico (meses) disminuían la expresión estriatal de D2Rs, y Rosengarten & Friedhoff

(1979) encontraron en P35 el efecto opuesto exponiendo ratas a HAL durante la lactancia. Además, el

bloqueo de los receptores D2Rs produce supersensibilidad dopaminérgica, un aumento posterior de la

actividad de las neuronas colinérgicas estriatales y del tumover de acetilcolina (Ach) (Muller &

Seeman, 1978; Dewey et al., 1990; Russi et al., 1993).

Ciertamente, en el caso del bloqueo por via icv. con HAL se encuentra que el NE es el principal

blanco del SNC para la acción de aumento de la síntesis de Ach (Buccafusco, 1982). Este hallazgo

sugiere que en los resultados de este experimento y el siguiente (ver en Exp. HAL/HAL) las

respuestas funcionales de cada uno de los grupos experimentales podria ser debidos en gran parte a

cambios neuroquímicos en el NE.

Mas precisamente, los cambios fiJncionales persistentes del sistema motor inducidos por exposición

temprana a drogas estaria en muchos casos relacionados a efectos neuroquímicos sobre el sistema

dopaminérgico nigroestriatal en desarrollo. En este sentido, Middaugh & Zemp (1985) sugirieron que

existen pruebas suficientes para relacionar a la exposición prenatal a metadona, anfetamina o

fenobarbital con alteraciones motoras permanentes, produciéndose la neuroteratologia funcional a

través de modificaciones del patrón de desarrollo doparninérgico normal.
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Otras modificaciones del sistema colinérgico estriatal inducidas por bloqueantes del sistema

dopaminergico incluye la disminución del binding al antagonista muscarinico [N-“C-metil]­

benztropina hallada luego de la administración del antagonista de sitios D2Rs N-metil-spiperona,

debido a probables respuestas compensatorias frente a un nivel endógeno más alto en la concentración

de Ach (Inqvar et al, 1993).

Para una evaluación adicional del comportamiento de los animales tratados se estudiaron los errores

en la elección del sentido de giro durante las sesiones del TEC, como un marcador representativo del

aprendizaje asociativo-espacial.

La sesión Sl del TEC es cuando el animal tendría el primer día de aprendizaje espacial sin ayuda en

toda la sesión. Para evitar la variabilidad biológica asociada a la fatiga fisiológica durante el desarrollo

del TEC, que podria ser más prominente en los animales deprivados (grupos DEP y HALDEP), se

registraron los errores sólo en los primeros 5 min de las sesiones evaluadas.

Con los datos actuales es imposible definir si el HAL afectó directamente el aprendizaje espacial, o si

el aumento de la respuesta motora (+28% en Vm del grupo HAL con respecto al grupo control) actuó

como una interferencia para la adquisición del aprendizaje espacial asociado al TEC.

Teniendo en cuenta que el grupo HALDEP no mostró diferencias significativas en la respuesta

espacial con respecto al C (para ninguna de las dos formas en que se registraron los errores), y que

presentó una corrección del comportamiento motor alterado previamente por la HAL (todo esto

evaluado simultáneamente), se podn’a argumentar en favor de la hipótesis de la hiperactividad como

correlacionada al déficit espacial. Además, la correlación hallada en animales no tratados entrenados

en el TEC a la misma edad que la seleccionada en este Exp. indica que alteraciones de la respuesta

motora podría afectar el procesamiento de señales necesario para responder normalmente al desafio

espacial (ver Fig. 3). No obstante, se ha reportado que habrian cambios funcionales en el sistema

dopaminérgico que se correlacionan con síndromes cognitivos (Beninger, 1989; Murphy et al., 1996),

y Cuomo (1981) demonstró que dos meses despues de la exposición temprana a HAL se hallaba un

deterioro en la habilidad para presionar una palanca en el marco de un condicionamiento asociativo.
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Estos resultados confirman trabajos preliminares de nuestro laboratorio y otros indicando que el

tratamiento postnatal temprano con HAL produce cambios persistentes en la respuesta funcional los

cuales pueden ser discriminados como mínimo hasta varias semanas después del bloqueo de la

neurotrasmisión dopaminérgica (Spear & Scalzo, 1986; Cuomo et al., 1987; Brusés, 1993).

Es conocido desde hace mas de 20 años que la especificidad en la interacción entre neurolépticos y

otras drogas con el sistema de receptores a dopamina determina las propiedades farmacológicas y la

eficacia clinica de estos agentes, y el tratamrento prolongado con drogas antipsicóticas incrementa el

tumover de DA, lo cual podn'a ser un mecanismo compensatorio al bloqueo de neurorreceptores

DARs centrales por el neuroléptico (Ljunberg & Ungerstedt, 1979; Creese et al., 1976). Al suspender

estos tratamientos, permanece un aumento de D2Rs que es transitorio si los expuestos fueron adultos,

y es persistente (tal vez permanente) si la exposición farmacológica se realizó durante la lactancia

(Rosengarten & Friedhoff, 1979; Spear & Scalzo, 1986).

Los resultados neuroquímicos de este Exp. (ausencia de cambios en la densidad de receptores D2r en

grupos tratados DEP y HALDEP con respecto al control) no se concilian directamente con los

previamente citados, aunque si se encontró un aumento en los sitios a (3H)SPI en NE y en el CER de

los animales del grupo HAL en el límite de la significación estadística (p<0.05 y p<0.0l,

respectivamente).

Sin embargo, en el mismo trabajo de Rosengarten & Fn'edhofi' se reporta que el contacto prenatal con

HAL produce una caída de sitios aparentes D2Rs, lo cual fue determinado a diferentes edades del

desarrollo postnatal (de P21 a P60) luego de la exposición temprana al HAL, y una tendencia clara a

una disminución gradual de esta diferencia con los animales controles fue evidente cuando los animales

tratados eran sacrificados para el ensayo de binding al final del desarrollo postnatal (Rosengarten &

Friedhoff, 1979).

Además, el efecto del aislamiento sobre la relación DOPAC/DOPA reportado por Blanc et al. (1980)

en el cortex frontal, el NE y el NA fue parcialmente reversible con el tiempo. Reuniendo estos

antecedentes y los resultados de este Exp. se puede concluir que las alteraciones inducidas por

exposición prenatal ó postnatal temprana a HAL y los cambios que pudiera inducir el aislamiento

social y ambiental podrian ser parcialmente o totalmente compensados por la plasticidad de los

sistemas dependientes de DA en el SNC inmaduro. Ciertamente, existe acuerdo en que el sistema
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dopaminérgico nigroestriatal poseería alta plasticidad y capacidad de compensación de déficits

funcionales originados a nivel perinatal por lo cual las consecuencias de la exposición temprana a

agentes activos en este sistema es detectable de acuerdo al area y la edad en que se evalúa el cambio

neuroquímico (Hornyiewicz, 1985; Prosser et al, 1988), lo cual estaría de acuerdo con la dificultad

para encontrar mayor significación estadistica en los cambios en receptores doparninérgicos en el NE

del adulto luego de los tratamientos incluidos en este exp. (algo similar ocurrió en el experimento

HAL/HAL).

Aparte, un rol plástico del I-IAL en el remodelamiento sináptico ha sido reportado (Klinzova et al.,

1990). Castro et al. (1994), más concretamente, reportó que la exposición prenatal a HAL produce

cambios persistentes en la modulación postnatal de la expresión de genes relacionados a la plasticidad.

No obstante no se ha estudiado aun lo que ocurrin'a luego de la administración postnatal temprana.

Finalmente, existe un reporte que ya había sugerido indirectamente que las condiciones ambientales de

cría podían ser moduladas para revertir respuestas farmacológicas a la exposición a drogas que actúan

sobre el sistema dopaminérgico y que las consecuencias de la manipulación del ambiente podia

interactuar con los efectos de la administración de HAL, aunque no fue el interés del trabajo presentar

una terapéutica para neuroteratología fiJncional (Zis et al, 1974).

Es evidente que hará falta mas investigación sobre la respuesta plástica del sistema dopaminérgico

estriatal a las manipulaciones fisicas, químicas y sociales. Independientemente de estos estudios

firturos, los resultados indican que la deprivación social-ambiental modifica respuestas

comportamentales inducidas originalmente por acción de drogas sobre el SNC inmaduro. También

agrega soporte a la postulación pionera de Young (1964) que la interacción de factores

farmacológicos y ambientales durante la vida temprana detemúna cambios de largo plazo en el

comportamiento (motor o cognitivo según el caso).
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ESTRATEGIA TERAPEUTICA 2

Entre los agentes químicos demostrados como potencialmente peligrosos para el neurodesarrollo se

encuentran drogas ampliamente usadas en la práctica clínica como el Haloperidol (HAL, ver

clasificación farmacológica y aplicación clínica en Goodman & Gilman, 1990). Existe cierto acuerdo

que el HAL, en las dosis, vias y periodos utilizados en la experiencia clinica humana de los últimos

años dificilmente induciría neuroteratología estructural ya sea en modelos animales o en humanos

(Briggs et al, 1998). Pero a juzgar por las evidencias de las investigaciones en modelos animales

experimentales esta droga sen'a un neuroteratógeno funcional.

Diferentes autores han mostrado que la administración crónica de este bloqueante de receptores a

dopamina tipo D2 (DZRs) durante la vida postnatal temprana induce luego cambios persistentes en la

ganacia de peso corporal, en el comportamiento motor y en la expresión de neurotransmisores y

neuroreceptores centrales (Cuomo et al., 1981, 1983; Cuomo, 1987; Rosengarten & Friedhofi', 1979;

Brusés et al, 1991). Como ejemplo de alteración funcional persistente se pueden citar la inducción de

comportamiento estereotipado (Rosengarten & Friedhofi', 1979; Cuomo, 1983), y la redución de la

actividad locomotora espontánea y el deterioro de la etapa de adquisición de un condicionamiento por

refiJerzo diferencial de tipo “low-rate task” (protocolo DRL-lSs) casi 2 meses luego de la exposición

a HAL durante la lactancia (Cuomo et al, 1981).

Notablemente, los efectos neuroteratogénicos comportamentales inducidos por exposición temprana a

HAL hallados en modelos animales son fiJertemente dependientes del período de tratamiento. HAL

induce incremento o descenso de largo plazo en la expresión de sitios de binding a receptores D2Rs

dependiendo de si la exposición fue prenatal o postnatal temprana, respectivamente (Rosengarten &
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Friedhoff, 1979; Spear & Scalzo, 1986). También se ha reportado alteraciones funcionales de largo

plazo y opuestas en forma dependiente del pen’odo de exposición temprana a HAL (Cuomo et al.,

1985). En paralelo a estos hallazgos nuestro laboratorio encontró previamente un déficit motor o

leves oscilaciones sobre los valores controles en el TEC testeando animales entre P30-37 los cuales

fueron expuestos a HAL durante la gestación o la lactancia, respectivamente (Brusés et al., 1991;

Brusés, 1993; Brusés & Azcurra, 1993). Además, ya fue descripto que entrenando animales no

tratados a distintas edades entre P20 y P60 en el TEC, se evidencia un pen'odo crítico estriatal (PCE)

de plasticidad dependiente de actividad restringido en P30-37. La inducción de actividad motora

durante el PCE produce cambios permanentes en receptores estriatales mAchRs y D2Rs (Ibarra et

al., 1995; Azcurra et al., 1995; Ibarra et al., 1996).

Focalizando sobre aquellos cambios neuroquimicos y funcionales persistentes dependientes de período

de exposición, diseñamos una estrategia farmacoterapéutica para neuroteratología funcional. De este

modo, estudiamos si la neuroteratología motora inducida prenatalmente a través de la administración

de HAL podía ser atenuada por una farmacoterapia con HAL aplicada durante la lactancia.

Considerando que existían leves diferencias dependientes del sexo en la caída permanente de

neurorreceptores estriatales luego del entrenamiento motor durante el PCE (Ibarra et al., 1995; 1996),

nos preguntamos si los resultados de la terapéutica con HAL dependen’an o no de la modulación por

factores hormonales asociados a la maduración sexual. Existe acuerdo en la presencia de modulación

hormonal de procesos biológicos neurales propios de la maduración postnatal. Por ejemplo, en

hembras la tasa de muerte neuronal programada postnatal temprana del ganglio cervical superior es

mas alta que en machos. Esto podría ser planteado también para otras areas neurales (Diana et al.,

1993). De mayor interés para la terapéutica de neuroteratología funcional con HAL es que Arenas et

al. (1995) encontraron que en ratón adulto, habría sensibilidad farmacológica diferencial para el HAL

en cada sexo, relacionándolo a posibles dimorfismos sexuales en la modulación hormonal de los

mecanismos de aprendizaje. Además, Ferretti et al. (1992) reportaron que el estradiol afecta la

ontogénesis postnatal de los receptores dopaminérgicos estriatales tipo D1 y D2, con ciertos efectos

diferenciales para machos y hembras, y ya se han planteado diferencias en las edades críticas para la
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acción de las hormonas sexuales femeninas sobre el sistema dopaminérgico durante el neurodesarrollo

(Fujii & Ikeda, 1982).

Estos antecedentes indicaban a priori la presencia de dimorfismo sexual para la probabilidad de

detección de neuroteratogenia funcional luego de exposición temprana a HAL, y para la eficacia del

HAL como agente corrector de la anterior. En los resultados de este experimento no se detectaron

diferencias asociadas a sexo en las respuestas de los grupos tratados respecto a los controles

respectivos en el TEC. Tampoco el grado de corrección funcional alcanzado "enlos animales tratados

con HAL en ambos períodos dependió del sexo (comparar machos y hembras en Fig. 16-17).

Pese al tiempo transcurrido desde la publicación de los trabajos del grupo de Friedhoff sobre la

dependencia de período para los efectos neuroquímicos y comportamentales producidos por

exposición temprana a HAL, todavía no ha aparecido una explicación integral a que hace que las

neuronas estriatales respondan a largo plazo de tal diferente forma en distintos períodos.

Se ha propuesto que la inmadurez puede hacer que el HAL provoque una acción farmacológica

inhibidora de la maduración dopaminérgica nigroestriatal especialmente cuando la exposición prenatal

también abarca la última semana donde comienzan a llegar al NE las prolongaciones dopaminérgicas

nigrales (Rosengarten & Friedhofl', 1979).

Por otra parte, hay que considerar que la neurogénesis estriatal se dispara al comienzo de la segunda

mitad de la gestación, y que existen reportes sobre producción de muerte neuronal, inhibición de la

mitosis en NE y deficiencia en la expresión de genes relacionados a la plasticidad temprana por

exposición neurotóxica a neurolépticos como el HAL (Nielsen & Lyon, 1978; Castro et al., 1994). Es

posible hipotetizar que, si sería aditiva la muerte prenatal por neurotoxicidad y la muerte apoptótica

que normalmente se produce durante el desarrollo postnatal temprano, el NE de los animales del

grupo HAL/S poseerían menos neuronas (gabaérgicas y/o intemeuronas colinérgicas), lo cual a su vez

podría repercutir en las capacidades estriatales de aprendizaje motor, como aquel necesario para

cumplir normalmente con las tareas asociadas al TEC. Se podría anticipar también que una menor

densidad neuronal estriatal podn'a luego representar en el individuo maduro un desvío del balance

normal entre los mecanismos inhibitorios gabaégicos estriatonigrales y los dopaminérgicos

nigroestriatales.
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En el grupo HAL/HAL, la exposición postnatal no pudo haber afectado la neurogénesis estriatal o

nigral porque estos eventos son casi exclusivamente prenatales. Teón'camente, si pudo haber afectado

el programa de apoptosis y la maduración fenotípica nigroestn'atal (esta última hacia el final de la

pn'mera semana de vida se encontran'a recién en un 15-30% de su desarrollo) (Coyle & Campochiaro,

1976)

A priori, a nivel postnatal es mas probable que el HAL bloquee y afecte el sistema dopaminérgico en

una forma mas cercana al caso de la exposición y los efectos farmacológicos adultos. Esto incluye un

aumento de los sitios aparentes D2Rs estriatales, una supersensibilidad dopaminérgica durante el

tratamiento prolongado, y los otros efectos citados previamente (ver también discusión del Exp.

HAL/DEP).

Como un correlato neuroquimico se seleccionó al receptor D2R dado que es un marcador clásico del

estado del sistema motor ya sea en condiciones fisiológicas o patológicas.

Se detemúnó los niveles de expresión de D2R en el NE de machos en P90 porque en esta etapa de la

vida de la rata, considerada adultez temprana, los cambios hallados significarían alteraciones de (¡po

permanente, lo cual confirmar-íaque la exposición temprana a HALfue neuroteralogénica. Como en

el TEC en animales no tratados la actividad funcional circular podría inducir cambios asimétricos en

NE como sen'a el caso para la activación de TH (Yamanioto & Freed, 1982, 1984; Morgan et al.,

1984), y no sabíamos a priori si estos cambios podían ser persistentes "‘*, los procedimientos de

disección y homogenización de los estriados se realizó manteniendo separadas las hemipartes izquierda

y derecha.

Aunque los cambios encontrados fueron en parte análogos a los reportados por Rosengarten &

Fn'edhoff (1979), en NE sólo se detectó un cambio (aumento) estadísticamente significativo de la

concentración de sitios D2Rs en los animales expuestos a HAL durante la lactancia respecto a los

controles (ver Fig. 18, para NEI y NED, p<0.04 y p<0.09, respectivamente). Como resultado no

previsto, según la bibliografia clásica existente al respecto, en el CER aparecieron cambios

dependientes del período de exposición a HAL siguiendo notablemente las mismas direcciones de

" considerando que los animales fueron entrenados en el PCE que

afecta en forma persistente la densidad de sitios aparentes D2Rs
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cambio vistas en el NE (Fig. 18, para grupo HAL/S, p<0.03, para grupo S/HAL, p<0.04, siempre con

respecto al grupo C). También en el CER el grupo HAL/HAL presentó una densidad de D2Rs similar

al grupo control. Los efectos neuroquímicos antedichos fueron den'vados de las consecuencias de los

tratamientos pre- o post-natales y no de la interacción de los mismos (para el efecto Interacción,

p=o_35).

En relación a estos últimos hallazgos, hasta hace pocos años se reportaba una relativamente pobre

densidad de receptores dopaminérgicos y se buscaban roles funcionales de este sistema de

neurotransmisión en el cerebelo, sin éxito.

En la actualidad se ha encontrado que también estarían representados en el cerebelo los receptores a

dopamina de tipo D3 los cuales podn’an tener un rol fiincional, al estar involucrados en la respuesta

locomotora, dado que la microinyección local de HAL en lóbulos del cerebelo adulto n'cos en D3 y

pobres en D2 ha demostrado afectar la actividad locomotora (Ban'k & Beaurepaire, 1996). De este

modo, es posible sugerir que en la acción del HAL en los grupos tratados en uno u otro período y en

el corregido el CER podría ser, además del NE, otro blanco de alteraciones dopaminérgicas afectando

en el largo plazo post-exposición la respuesta locomotora en el TEC.

Desde hace décadas se reconoce que drogas antipsicóticas incrementan el turnover de DA y el número

de D2Rs, lo cual probablemente representa una pane de las respuestas compensaton'as al bloqueo de

largo plazo de DARs centrales por antagonistas de tipo DZR. Otros hallazgos previos sobre los

mecanimsos compensatorios del sistema dopaminérgico durante el neurodesarrollo fueron abordados

en la discusión de los resultados neuroquímicos del Exp. HAL/DEP (ver pág. 118-119).

En consecuencia, es posible hipotetizar que en los hallazgos fiincionales y neuroquímicos

persistentes de este experimento se ponen de manifiesto cambios en los niveles endógenos de Ach y

DA y probables respuestas compensatorias propias del sistema motor inmaduro.

Finalmente, los reportes de otros autores y este experimento acuerdan que:

l. La exposición perinatal a HAL puede producir cambios persistentes de conducta.

2. Los cambios son críticamente dependientes del período expuesto.
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3. Los cambios pueden ser tanto neuroquímicos como funcionales.

4. En algunos casos estos cambios pueden ser discriminados en la rata semanas o meses despues de

finalizar el contacto con el HAL, lo cual sugiere que podrían ser de tipo permanente.

5. La sensibilidad particular de distintas etapas del neurodesarrollo pueden ser aprovechadas

con el fin de diseñar estrategias terapéuticas para neuroteratología funcional.

6. Los procesos de modelamiento sináptico dependientes de actividad juegan un rol significativo en la

maduración de las conexiones neuronales adultas durante el desarrollo del SNC, como es también el

caso para el sistema motor. La combinación de intervenciones farmacológicas y ambientales

apropiadas podría proveer la actividad neural apropiada en los circuitos motores involucrados

en las tareas realizadas en el TEC..

Lo antedicho, tuvo en el Exp. HAL/HAL el potencial para modificar (mas precisamente, recuperar o

compensar) patrones de redes sinápticas alterados tempranamente en forma dependiente del agente

farmacológico seleccionado como corrector.

ESTRATEGIA TERAPEUTICA 3

EXP. DFH/DFH

La pregunta original que se quizo responder con este experimento fue:

Sepuede realizar con DFH la misma estrategia experimental que Ia utilizada en el Exp. HAL

y tener éxito en la corrección farmacológica de una alteración de conducta originada en la

exposición in utero a Ia misma droga ?
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A partir del éxito alcanzado en la correccion con HAL, creimos necesario validar el modelo animal de

inducción y terapia de neuroteratología funcional aplicando otro agente químico. Si encontrábamos

un agente neuroactivo que produzca cambios neuroquímicos y/o funcionales opuestos en distintos

períodos del neurodesarrollo temprano, actuando a través de los mismos o distintos mecanismos que

el HAL, podríamos sugerir que el modelo experimental propuesto era útil para un amplio espectro de

disfunciones funcionales de origen temprano.

Los criterios de selección del agente inductor de neuroteratogenia a probar era que:

-- Exista suficiente bibliografia sobre su carácter neuroteratogénico funcional en humanos, lo cual

asignaría una prioridad respecto a la transferencia de los resusltados a la salud pública

--- Que los cambios comportamentales inducidos con el agente teratógeno o el corrector sean

cuantificables con la mayor precisión posible con el testeo funcional que teníamos experiencia, el TEC

Asi fue que seleccionamos al anticonvulsivante DFH. Esta droga cumplía con los requisitos

enunciados

l. La población humana expuesta durante la gestación a DFH presenta un coeficiente intelectual IQ

medio 2 SD menor al de la población control respectiva, entre otros hallazgos de déficit cognitivo

persistente reportado hasta el presente (Granstrom & Gaily, 1992; Yerby et al., 1992; 1996; 1997).

2. En modelos animales, la DFH produce alteraciones cuantificables en una gran parte de los testeos

validados para evaluar el carácter neuroteratogénico de nuevos y viejos agentes de consumo humano,

incluyendotesteos motores y asociativos en openfield, running wheel, rotarod, T-maze, water maze,

etc. (ver efectos y referencias presentadas en páginas 29-37).

3. Como se muestra en la Fig. 19, la exposición durante la gestación o la lactancia a DFH induce

neuroteratología motora evidenciada como aumento de la respuesta motora y de los errores espaciales

en el TEC realizado en el período P40-47.

Además, a partir de un relevamiento de la bibliografia existente en cuanto a la sensibilidad perinatal a

la DFH, seleccionamos los períodos prenatal Gl3-20 y postnatal temprano Pl3-23 como factibles de

ser utilizados en un diseño experimental alternativo al del EpoAL/HAL. Galaguer & Mallorga

(1980) obtuvieron respuestas neuroquímicas opuestas (en el N° de sitios benzodiazepínicos de binding
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especifico al (m’Diazepam) en el mediano plazo, según se aplicara la DPH pre- o postnatalmente en los

antedichos periodos. A su vez, en un capítulo de un libro dedicado al estudio de los efectos de la

administración prenatal de anticonvulsivos (incluyendo las hidantoínas), se comunicó en 1986 que la

aplicación de DFH prenatal producía hiperactividad locomotora en un circuito en 8 (testeo en “eight

figure”) y aumento de los errores en un laberinto en T ("T-maze" , con distinta significación

estadística de acuerdo al subperíodo prenatal afectado (Vorhees, 1986).

Frente a la hipótesis de que el cambio neuroquímico en receptores reportado por Gallaguer precederia

algún cambio funcional, considerando que los ajustes plásticos de los circuitos inhibitorios recién

maduran hacia la cuarta semana de vida postnatal (Coyle & Campochiaro, 1976; Coyle & Enna, 1976;

Spear & Scalzo, 1986) probamos el efecto de la DFH como corrector postnatal de la neuroteratología

motora-asociativa inducida prenatalmente.

En trabajos preliminares también testeamos el efecto de DFH postnatal cuando administrada durante

dos períodos postnatales mas tardíos que el usado por Gallaguer & Mallorga: PIS-28 y P25-35, en

los cuales las consecuencias funcionales no diferían de las presentadas para el período Pl3-23 (datos

no mostrados).

Como se muestra en las Fig. 19-20, la exposición a DHF ya sea prenatal o postnatal temprana induce

distintos grados de hiperactividad en el testeo con TEC a la edad P40. Este hecho presentaba claras

diferencias con el efecto de la exposición a HAL, el cual dependía críticamente del período de

neurodesarrollo (ver Fig. 13-15). Pero dado que no debía tenerse como prejuicio una linealidad total

en las combinaciones [Tratamiento Neuroteratogénico Prenatal +Tratamiento Corrector Postnatalj‘,

decidimos poner a prueba un esquema postnatal de atenuación con DFH de neuroteratologia funcional

prenatal inducida con DFH.

Como puede observarse en las Fig. 20, la administración postnatal de DFH no solo no corrigió la

hiperactividad motora inducida con DFH durante la gestación sino que en algunos casos la potenció.

Esto pudo detectarse ya sea en el TEC realizado en la adolescencia temprana (P40-47) como también

en un segundo entrenamiento en el TEC en la adultez (PISO-183, ver Fig. 23).
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Pero pese al aparente fracaso en la corrección de la hiperactividad motora, y como un hecho notable,

otra fue la situación con el registro de los errores asociativo-espaciales en la elección del sentido de

giro durante las sesiones del TEC.

En los dos testeos antedichos, y por las dos formas en que se registraron los errores espaciales en el

TEC, los grupos tratados con DFH en uno u otro período perinatal fueron deficitian'os en su

aprendizaje espacial mientras el grupo tratado con DFH en ambos pen’odos presentó una atenuación

casi total de este déficit comportamental (ver Fig. 22-24). Es interesante que cuando se analizó la

actividad motora como vueltas totales, correctas +incorrectas, por sesión en el segundo testeo en TEC

ya no se evidenció un diferencia significativa con el grupo C (comparar la hiperactividad del grupo

DFH/DFH respecto al control C en Fig. 20 y 23, y la atenuación de la misma cuando evaluada como

actividad locomotora total en Fig. 23.B).

Este hallazgo puede ser explicado analizando los parámetros que se grafican en cada caso.

Mientras en las Fig. 20 y 23 lo que se registró automáticamente fue las velocidades (como vueltas

correctas/min/ sesión) en el caso de la Fig. 23.B. se presenta el desplazamiento total de la rata durante

las sesiones del segundo TEC. Con esta última forma de evaluar la actividad motora, se incluye las

vueltas incorrectas que en el grupo DFH/DFH fueron menores que en los grupos DFH/S o S/DFH,

como fiie mostrado en Fig. 22 y 24). En consecuencia, la ausencia de diferencias estadísticamente

significativas entre el grupo C y el corregido DFH/DFH en la Fig. 23.B confirma la atenuación de las

alteraciones espaciales inducidas con DFH durante el neurodesarrollo.

Según los procedimientos seguidos en la evaluacion con el TEC, cada sesion tiene 2 criterios de

finalización:

tiempo (30') vueltas (100 o 150 según sesión)
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por lo tanto si el animal sufre una hiperactividad motora que le disminuye la capacidad de atencion a

las señales ambientales e internas necesarias para elegir la dirección de giro correcta, en el tiempo

evaluado han'a una mayor cantidad de errores de tipo I en forma independiente de la hiperactividad y

del tipo II en forma dependiente de la hiperactividad. Esta sería la consecuencia directa del registro de

vueltas acumuladas incorrectas por sesión, después que un animal que se dispara hacia un blanco con

hiperactividad motora se desplazar un recorrido mayor que un animal control hasta adquirir la señal de

inaccesibilidad de la recompensa buscada.

En cambio, en el registro del error de tipo I, hay menor incidencia de la actividad motora sobre el

instante en que el animal elige el sentido de giro. Por lo tanto, los hallazgos en estos últimos registros

son mas representativos de la respuesta espacial manifestada en el TEC.

No debe descartarse el efecto secundario de la hiperactividad superpuesto al deterioro de la respuesta

espacial inducido en los grupos S/DFH o DFH/S en el registro del error, como fue discutido para el

Exp. HALDEP (pág. 117). En estos grupos hubo animales que comenzaron la sesión de TEC con casi

doble de velocidad (tomando intervalos de 2 minutos en los primeros 4 min, datos no mostrados), que

los controles, alcanzando registros de hasta 18-22 vueltas/min.

Otra aproximación para interpretar la disociación entre el fracaso en la corrección motora y el exrto en

la corrección espacial es considerar que los circuitos neurales involucrados con la respuesta motora y

asociativa son ciertamente distintos, lo cual no implica obligatoriamente que la lesión neuroquírnica de

uno no afecte la respuesta funcional del otro.

La función asociativa-espacial ha recaído según la bibliografia especializada en el Hipocampo, y las

habilidades motoras y el aprendizaje procedural están directamente organizados en el NE.

Considerando este tipo de compartimentalización fiincional no es raro el hallazgo de efectos sobre el

sistema motor en un sentido y sobre el procesamiento de señales espaciales en otro. Por otra parte,

aunque el NE ha sido largamente indicado como pieza clave del sistema motor, también está

involucrado en otras respuestas conductales (Hikosaka, 1991; Calabresi et al., 1996). Además, el

efecto de la DFH debe ser explicado luego de considerar todos los caminos neuroquimicos activados

en las neuronas blanco que directa o indirectamente puedan afectar el output motor.
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Los resultados alcanzados con la estrategia de corrección farmacológica con HAL y DFH representan

un ejemplo de las condiciones biológicas y experimentales que se deben considerar al diseñar una

terapia para neuroteratología funcional.

En síntesis, estos diseños deberían incluir van'as etapas:

a) Cuantificación del éxito en la corrección terapéutica

b) Evaluación si la corrección fue parcial o total

c) Testeo comportamental y neuroquímico, en distintos pen’odos postnatales, incluyendo la adultez,

para definir mas precisamente la calidad de la correccion

d) Estudio de dosis respuesta para evaluar cual es la menor dosis de agente corrector que produce la

recuperación funcional buscada. Este item esta estrechamente ligado a los estudios de efectos

colaterales derivados del uso del agente corrector que serian realizados en una última etapa y no fiJe

abordado en esta tesis.
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MODELO EXPERIMENTAL UTILIZADO

MODIFICACION DEL PERIODO CRI¡ICO DE SENSIBILIDAD MUSCARINICA ESIRIA TAL

DEPENDIENIF DE AC77VIDADFISIOLOGICA INDUCIDA

ANTECEDENTES DE LOS EXPERMENTOS NGF l y NGF 2

Durante la maduración del SNC el NGF ha demostrado actuar sobre la supervivencia, el crecimiento y

la diferenciación de las neuronas sensoriales y simpáticas (Levi-Montalcini 8LAngeletti, 1968; Cuello

& Thoenerg 1995). Ciertamente, neuronas aferentes convergentes en areas distintas o la misma región

dependen de NGF para sobrevivir o diferenciarse en estadios distintos (Black, 1986; Mendell, 1995).

En consecuencia, la ocurrencia de una disminución natural o una deprivacion experimental de NGF o

cambios marcados en su concentración podrian inducir diferentes consecuencias en el cerebro adulto

dependiendo del período de desarrollo afectado. Hasta el presente, esto ya ha sido sugerido para los

modelos experimentales corticales y el hipocampo (Bonherer, 1996).

La aplicación de NGF durante el período critico de maduración de la vía visual retiene la capacidad de

este sistema para responder, en forma plástica y dependiente de actividad, luego de la edad en la cual

esta propiedad ya ha desaparecido en animales no tratados (Domeneci et al.,199l; Carmignoto et al,

1993). Mas recientemente, se ha reportado cambios en la fosforilación de GAP-43 como una de las

consecuencias asociadas a la restauración de la plasticidad dependiente de actividad en el cortex visual

adulto (Liu et al., 1996).

En nuestro laboratorio, previamente se encontró que durante la maduración del NE de rata, el período

P30-3 7 representa una ventana de sensibilidad colinérgica-muscarínica a la actividad motora inducida

con el TEC (paradigma TEC descripto en: Brusés & Azcurra, 1993).
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l. Sólo cuando el TEC se realiza en dicho período crítico estriatal (PCE) se observa una

disminución permanente en sitios de binding al Quinuclidilbenzilato (vivsitios especificos a]

‘3">QNB)en NE (Ibarra et al., 1995 -,Azcurra et al., 1995).

2. A mayor número de sesiones de TEC (mayor actividad motora acumulada), menor expresión de

sitios marcadores de mAchRs en el NE adulto (Ibarra et al.,1995', 1996).

3. La actividad fisiológica inducida con el TEC durante el PCE también reduce en forma persistente

la expresión de sitios de binding al ligando Spiperona (como (3")SPI, lo cual indican'a una

correlación entre la caida de neurorreceptores estriatales muscarínicos y dopaminérgicos de

tipo D2 (Ibarra et al., 1996).

4. Mas recientemente, he colaborado en trabajos que indicaron que 30 min luego de la sesión S; del

TEC, o tambien luego de ejercitar ratas en la plataforma giration'a, PG, libre de condicionamiento

asociativo-espacial, se detecta una caída de la fosforilación del marcador presinaptico de plasticidad

neuronal, growth activating protein 43 (GAP-43), por la protein-kinasa C (PKC), en NE.

Notablemente, el cambio ocurre en forma asimétrica, en el hemiestn'ado contralateral al sentido de

giro ya sea en el TEC o la PG, pero desaparece a los 90 min. Simultáneamente, a los 60-90 min

aparece una caida de la fosfon'lación de la GAP-43 en la porción del NE ipsilateral respecto al

sentido de giro (Paratcha et al., 1998; Azcurra et al., 1998; Paratcha et al., en prensa). La

ontogénesis de la actividad de PKC en las fracciones soluble y particulada también es modulada por

actividad ñmciona] en los modelo corticales de plasticidad de la vía visual y olfatoria (Elkabes et al.,

1993), y podria estar implicada en la modulación de la expresión y la respuesta del sistema mAchR

en el NE (El-Fakahani et al., 1988).

Además, existen antecedentes que indican que la actividad de locomoción circular produce cambios

asimétricos en el sistema dopaminérgico nigroestn'atal (Yamamoto & Freed, 1982, 1984).

Todos estos hallazgos sugieren la presencia de :

l. una respuesta plástica, de tipo bifásica, en el corto (quizás mediano) plazo en la transducción de

señales disparada por el ejercicio motor en el TEC durante el PCE. Resultados preliminares indican

que otras kinasas también serían moduladas en forma asimétrica en el corto plazo luego de la sesión

S; del CT.
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2. una relación entre los eventos de fosforilación de corto plazo y los cambios permanentes de ­

neurorreceptores estriatales luego del entrenamiento en el TEC durante el PCE ("'), dado que la

GAP-43 está estrechamente involucrada en procesos de remodelamiento sináptico dependientes de

actividad funcional o de injuria neural, ya sea durante el desarrollo o en la adultez.

Al presente, todavia no queda claro como cambios asimétricos en el corto y mediano plazo como los

disparados por el ejercicio en el TEC y la PG durante el PCE, podn'an setear el nivel de

neurorreceptores estriatales en forma simétrica en el largo plazo.

El NGF ya tenía antecedentes como agente terapéutico para alteraciones tempranas del SNC en

modelos animales experimentales y así fue propuesto por Calarnandrei y col.(1993).

En adultos, el NGF ya había sido propuesto como terapéutica para patologías neurodegenerativas

como Alzheimer y Parkinson (Liben'ni & Cuello, 1994) y también como un factor principal en la

maduración temprana y el refinamiento sináptico dependiente de actividad (Hendersorg 1996). Pero

todos estos trabajos postulaban al NGF como agente terapéutico per se, en general para restaurar o

compensar deficits colinérgicos a posteriori de ablación, deaferenciación o neurointoxicación local

aguda de un area cerebral (Cuello & Thoenen, 1995).

Estos hechos nos motivaron a preguntarnos si el NGF podn’a participar en este PCE.

EXP. NGF l

Primero estudiamos la respuesta del sistema muscan'nico a la actividad motora en animales no tratados

entrenados durante o luego del PCE, para disponer de los controles positivo y negativo,

respectivamente, del lote de animales del experimento para los cambios plásticos inducidos por el

TEC. Como se muestra en la Fig. 26-27, encontramos un cambio en la expresión de sitios (3H)QNB

en el grupo control positivo E30respecto al grupo C30de la misma naturaleza de los observados en los

reportes previos del PCE, y del mismo orden de la caida hallada en los animales del grupo NGFE
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r'especto a los del grupo CCE (en animales no operados, -32% / -28%, o Fig. 25, en animales

operados y perfiindidos con la mayor dosis de NGF, -42% / -44%, para los hemiestriados NEI y NED,

respectivamente). Mas aun, los datos a partir del grupo E40(control negativo) y los controles de los

procedimientos quirúrgicos (SHC, SHE) y de especifidad biológica del agente perfundido (CCC, CCE)

indican que los efectos observados en los animales perfundidos con NGF (grupos NGFE y ngfg) no

son una consecuencia del manipuleo, la anestesia o los procedimientos para la canulación de los

animales. Por otra parte, no se detectaron diferencias ni entre los pesos corporales entre las sesiones

del TEC o a posteriori del testeo, ni en los pesos de los NE de los grupos experimentales al momento

del sacrificio de los animales (Fig. 24).

Segundo, el efecto encontrado sen’aespecífico, puesto que en la corteza motora no hubo diferencias

en los sitios (BmQNBmuscarinicos entre los distintos grupos experimentales (datos no mostrados). El

dato de corteza motora sirve como control endógeno de sitio perfundido y selectividad de la actividad

biológica del NGF (lamentablemente el cumplimiento estricto de los procedimientos de

fraccionamiento subcelular no permitió analizar las cortezas motoras separando las hemipartes

izquierda y derecha, lo cual hubiera permitido obtener información respecto a posibles asimetrías

dependientes del sentido de giro del entrenamiento en el TEC y del lado perfundido con NGF).

Por la cercanía anatómica y los contactos funcionales de la corteza motora al NE (Hikosaka, 1991;

Calabresi et al., 1996), aportan’a un nuevo control para la actividad plástica del NGF encontrada en el

estriado.

Un efecto de NGF per se puede ser excluido debido a que se hallaron cambios no significativos en la

concentración de sitios mAchRs aparentes en el grupo NGFC con respecto al CCC(ver Fig.27. C).

Además, la interacción de los efectos de la perfusión de NGF con los inducidos por el ejercicio en el

TEC pudo ser mas ampliamente analizada en el Exp.2. Aplicando una MANOVA de dos factores y

comparando a posteriori las condiciones ¡NGF x Trainingï y [NGF x No TrainingI (Scheffé F-test),

los valores de p resultaron p<0.003 y p<0.007 para los herniestriados NEI y NED, respectivamente.

Tercero, los cambios en los grupos tratados con NGF y entrenados respecto a los controles no puede

explicarse a partir de diferencias en las respuestas motoras o espaciales en el TEC dado como

muestran las Fig. 25, ninguna diferencia estadística hubo entre los grupos operados o entre los grupos

operados y los controles positivos y negativos no operados.
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¡1

Un punto de posible debate apareció en este exp. cuando se detectó una caida estadísticamente

significativa en NED a pesar que el NGF fue perfundido Sobre el lado izquierdo (ver grupo NGFE en

Fig. 27A).

La infusión in vivo de neurotrofinas muestra que a 3 mm de distancia de la punta de la cánula la

velocidad de perfusión real es aprox. 500 veces menor que la originalmente descargada (White &

Schwartz, 1994), y la infusión intraestriatal de unos pocos ng de NGF es suficiente para afectar a

marcadores especificos de neuronas de tipo colinérgico en el NE (Kordower et al, 1996).

De este modo, la concentración fisiológica que produce efectos biológicos estan'a en el orden de los

pg NGF/g de tejido. Además, la liberación y difusión de NGF por la vía intraparenquimal sen'a más

eficiente que la alternativa intraventricular (Venero et al, 1996). En consecuencia, sólo 1.4 ug

NGF/día permitin'a una distribución biológicamente efectiva de la neurotrofina entre los dos

hernisferios cerebrales.

Por otro lado existen antecedentes de efectos neuroquimicos bilaterales luego del tratamiento

unilateral incluyendo al sistema nigreoestn'atal (Wilson et a.l., 1986; Norrnand et al., 1988)

Respecto a las propiedades biológicas del NGF se conoce hace van'os años que influencia las neuronas

colinérgicas por medio de mecanismos acoplados a un sistema receptor específico, que involucra al

receptor para neurotrofinas de baja afinidad -p75NGFR-y un producto de un proto-oncogen relacionado

a la familia trk designado TrkA (Chao, 1992; Chao & Hempstead, 1995). La presencia de TrkA

durante el neurodesarrollo no sería sólo dependiente de la concentración local de NGF sino también de

la actividad fimciona] que reciba el area a partir de las aferencias. Por ejemplo, se ha reportado que la

deaferenciación temprana a la oliva inferior por eradicación de una población de neuronas cerebelares

induce cambios persistentes en el patrón ontogenético postnatal de expresión del sistema Trk (Riva­

Depaty et al., 1998).

La expresión de estos receptores en las vias colinérgicas de] SNC respeta patrones espaciales y

temporales particulares de area desde el desarrollo embrionario tardío hasta la adultez (Yan 8L

Johnson Jr., 1988; Ringstedt et al, 1993; Steininger et al, 1993; Gibbs & Pfafl', 1994; Yu et al,
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1995). Durante el desarrollo est-riatal de _la rata, la inmunoreactividad a NGF alcanza un pico hacia

P12-20 (aprox. 0.3 ng/g tejido) y, notablemente, a la edad P26 no seria detectable para luego llegar a

los valores adultos relativamente bajos en forma gradual (Mobley et al, 1989). Además, el producto

TrkA aumenta su actividad tirosin-kinasa en forma gradual desde la primera semana de vida hasta

aprox. P30. En cambio, para otros miembros de la familia de neurotrofinas como el BDNF, NT-3 y

NT-4/S en el NE existe escasa respuesta tirosin-kinasa a la presencia del agonista específico luego de

P14 (Knü'sel et al., 1994).

Estos reportes y los hallazgos de esta tesis arguyen en favor de un rol del sistema NGF-TrkA en la

maduración postnatal tardía del sistema colinérgico estriatal, particularmente durante el periodo de

remodelamiento sináptico, como ya fuera sugerido por Altar (1991) y Pagan et al. (1997).

Esta es una diferencia substancia] con los reportes derivados del modelo visual y el núcleo geniculado

lateral (NGL) donde el receptor TrkA no pudo ser detectado, y la transducción de señales mediada

por TrkB es un componente principal de la maduración de la dominancia ocular (Schoups et al, 1995;

Cabelli et al, 1997).

Notablemente, entre los numerosos estudios de la plasticidad cortical dependiente de actividad, existe

uno sobre el modelo de desarrollo de la vía visual donde se ha reportado que la ontogénesis

colinérgica dentro de la corteza visual es afectada por la actividad fisiológica durante la maduración

postnatal (Walch et al, 1989), y otro que refiere un patrón temporo-espacial de cambios en el sistema

nigroestriatal a posteriori de la hemideprivación de vibrizas (Steiner et al, 1992). Si estos hallazgos en

modelos corticales de plasticidad implican o no analogías con el modelo estriatal no es posible

definirlo en esta instancia de las investigaciones.

Una diferencia entre los fenómenos plásticos que ocurren en el NE durante el periodo natural de

refinamiento sináptico y los efectos farmacológico: presentados en este experimento es que, en el

primer caso, el nivel de NGF disminuye a partir de P18 hasta hacerse indetectable en P26 (Mobley et

al, 1989). En las condiciones de perfusión aplicadas en este experimento la desaparición de los niveles

farmacológicos de NGF a partir de P39 sería mas abrupta.
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Una semana después de la infusión intraparanquimal contínua de NGF por dos semanas en el NE se

encuentra hiperinervación coline'rgica, reducción de la velocidad de descarga neuronal espontánea y

una inducción de los RNA mensajeros para los receptores de NGF de baja y alta afinidad (Forander et

al., 1996). Mas aun, el tratamiento con NGF induce aumento de la síntesis y liberación de Ach,

principalmente en NE (Rylett et al., 1993; Maysinger et al., 1992). En consecuencia, es posible

hipotetizar que un down regulación de los sitios mAchRs postsinápticos ocurrió en los animales

perfundidos con NGF alrededor de P40. Esto podria verse potenciado mas ampliamente por medio de

la hiperestimulacion presinaptica en respuesta a la activación de las neuronas colinergicas y la up­

regulacion de la sintesis de NGF a traves de la activación de receptores a Ach de tipo muscarinico

(Lindholm et al., 1994) disparada duamte la ejecución de las sesiones de TEC. Según el acuerdo

actual, la activación funcional haría que las neuronas capten mas NGF (Black, 1986; Cuello &

Thoenem 1995), generando así un feedback positivo.

Un efecto directo de NGF sobre la postsinapsis, aunque no puede ser excluido con argumentos

experimentales, no estaría sustentado teóricamente si consideramos la conocida distribución de los

receptores TrkA. Las neuronas colinérgicas estriatales constituyen el compartimento predominante en

estudios de binding de NGF al sistema TrkA en el NE y, a partir de la bibliografia accesible al

presente, los mecanismos por los cuales NGF afecta las vias colinérgicas de neurotrasnmisión han sido

focalizados sobre la presinapsis (Riopelle et al., 1987; Lapchak et al., 1993; Berninger & Poo, 1996).

Por otra parte, recientemente se ha reportado que las neuronas colinérgicas estriatales no expresan el

receptor de neurotrofinas de baja afinidad p75 (Yeo et al., 1997) lo cual a priori disminuye el rol de

esta pane del sistema receptor de NGF en los mecanismos estriatales involucrados en los

experimentos NGF 1 y 2 de esta tesis.

No es posible descartar que otras neurotrofinas podrian estar involucradas en la modulación de la

sensibilidad muscarínica en el PCE. Por ejemplo, recientemente, se ha reportado que el Glia] Cell-line

Derived Neurotrophic Factor (GDNF) fue el único de 9 factores neurotróficos -previamente

descriptos como soportes del desarrollo embrionario del sistema dopaminérgico- que tuvo efectos

tróficos relevantes específicamente sobre las neuronas dopaminérgicas de la SN durante el desarrollo

postnatal (Burke et al., 1998). Sin embargo, recientemente Fischer et al. (1998) encontraron que NGF
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potencia la actividad colinérgica estriatal también en cultivosbrganotípicos aunque GDNF no tuvo el

mismo efecto. Esto indicaría a priori que el aporte del GDNF a la plasticidad muscan'nica estnatal

sólo podn’a ser mediada a través de efectos sobre la propiedades de la vía dopaminérgica provenientes

de SN y sus consecuencias en el sistema colinérgico estn'atal en el PCE.

En este punto es pertinente indicar que los receptores tipo D2Rs sen'an necesan'os para el

procesamiento estriatal de señales motoras provenientes de la corteza. El grupo de Calabresi ha

trabajado desde hace van'os años sobre este tema. La interfemcia de la funcion de los D2Rs resulta en

un déficit motor, lo cual ya fue probado en roedores. Además, mientras la estimulación corticoestriatal

en ratones normales produce depresión de largo plazo (“LTD”) de los potenciales excitatorios

postsinápticos, en ratones nulos para el sistema D2R, la misma estimulación produce la respuesta

opuesta en el NE: potenciación de largo plazo (LTP). Este LTP pudo ser bloqueado mediante la

suplementación simultanea de un antagonista de receptores glutamato tipo NMDA (Calabresi et al.,

1997). Mas recientemente, el mismo grupo ha reportado que la determinación de estos cambios de

largo plazo depende también de la activación de los receptores estriatales muscarinicos tipo m2

presinápticos que modulan’an la respuesta a la estimulación corticoestriatal funcional (Calabresi et al,

1998).

Florio (1993) también encontró que la neurotransrnisión dopaminérgica nigroestriatal afecta la

sensibilidad estriatal a estimulación prelimbica y senson'omotora cortical. También existe un reporte

que presenta a la dopamina como un agente modulador de la liberación y/o síntesis de NGF (Pardo et

al., 1977).

Por otra parte durante el desarrollo postnatal del sistema nigroestn'atal existiría una íntima

interrelación entre los patrones de maduración de cada una de las partes del sistema (Amauld et al,

1995). El soporte trófico pn'ncipal que recibe la SN deriva de las neuronas estriatales, las cuales

presentan un determinado patrón ontogenético de expresión para cada neurotrofina. Marti et al.,

recientemente encontraron que los transplantes de neuronas fetales a la SN tienen su mayor viabilidad

celular y funcional cuando son adicionados con BDNF. Pero lo más interesante es que mientras la

supervivencia era pobre cuando se realizaba el tratamiento neurotrófico de las células a partir del

momento que eran implantadas, aumentaba significativamente el éxito de la operación cuando se

exponia previamente las células a BDNF por el mismo tiempo que precisa esta neurotrofina para
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alcanzar su pico de expresión en el NE durante el neurodesarrollo postnatal natural (Marti et al,

1996).

Estos hallazgos sugieren que el sistema dopaminérgico nigroestriatal podn’a estar involucrado en la

determinación del sentido de los cambios de largo plazo en los ajustes finos de la organización

estructural y funcional sináptica del NE durante el neurodesanollo postnatal tardío.

Otra posibilidad es un efecto indirecto de NGF mediado por alguno de los neuropéptidos involucrados

en el remodelamiento sináptico dependiente de actividad funcional durante el neurodesarrollo

postnatal, como podn’a ser el precursor de péptidos secretarios VGF el cual es presente en el NE

(Snyder et al., 1998).

La transcripción del gen de VGF es rápidamente inducida por NGF en células PC12 en cultivo (Baybis

& Salton, 1992). Además, VGF es modulado en el NGL por la actividad retiniana durante el período

cn’tico de la maduración visual. Mas aun, una inducción persistente del RNA mensajero de VGF es

producida en el NE después de la deaferenciación ipsilateral por medio de lesión cortical (Snyder et

al., 1998).

Por otra parte, ha aparecido recientemente un reporte que considerando los resultados de este

experimento podría sugerir que la dinorfina está involucrada en el PCE. Sivam estudió la relación

entre la ontogénesis de la biosíntesis de este péptido opioide y la irrigación doparninérgica

nigroestriatal. Encontró que luego del nacimiento, los niveles de dinorfina en NE aumentaban

gradualmentehasta llegar a un pico entre la quinta y la sana semana postnatal y que el normal

desarrollo de la sintesis de dinorfina podía ser afectado cuando se inducía una depleción cuasitotal de

DA en NE (Waters et al., 1996).

Como un último antecedente que coloca al NGF en un rol principal en los cambios de corto y largo

plazo activados durante el PCE y las consecuencias biológicas de la modulación del mismo, se puede

citar al trabajo de Nye et al. (1992).

Este reporte mostró que in vitro la vía de fosforilación por PKC está implicada en la transduccióon de

señales mediada por el receptor a NGF de alta afinidad TrkA. Las fosforilaciones inducidas en cultivo

por agregado de NGF y posterior binding de este a TrkA eran bloqueadas con K252A y

Staurosporina, potentes inhibidores de PKC. En cambio, si se activacba la fosfon'lación mediada por
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otros factores de crecimiento como EGF y FGF, los inhibidores de PKC no producían efecto alguno,

lo cual indicaba que la via de fosforilación por PKC está específicamente ligada con la transducción de

señales mediada por NGF. Considerando que, como fue mencionado anteriormente, la fosforilación de

GAP-43 por PKC en el corto plazo post-ejercicio es alterada sólo si se entrenan animales en el TEC

en el PCE (Paratcha et al., 1998; Azcurra et al., 1998; Paratcha et al., en prensa), se puede aportar

otro argumento en favor de una relación entre los cambios en PKC encontrados en el corto plazo y la

caida en mAchRs y D2Rs halladas en el largo plazo en animales entrenados en el TEC en el PCE. En

este sentido, ya se ha terminado un primer experimento donde los resultados preliminares confirman la

relación entre los eventos de fosforilación de corto plazo y la modulación de receptores mAchRs en

NE en el largo plazo post-entrenamiento motor en el PCE (reunión de la ASN, Paratcha et al., 1999).

Si interrumpíamos la actividad de neurotransmisión inmediatamente después de finalizadas las sesiones

de TEC a partir de la sesión Sz (que es cuando los animales recie'n alcanzan una actividad motora

significativa), podriamos prevenir los eventos celulares y moleculares necesarios para disparar los

cambios plásticos sobre receptores a largo plazo. Este bloqueo circuital estn'atal podia ser hecho con

un anestésico local como la Lidocaína (clásicamente usada en modelos de aprendizaje, ver ref.

Floresco et al., 1997). La lidocaina per se no ha demostrado afectar el comportamiento locomotor

luego de ser microinyectada en el núcleo accumbens y el NE (Delfs et al., 1990). Pese a una similitud

en la actividad motora respecto a los grupos controles entrenados en el TEC, a la edad P70 los NES de

los animales entrenados del grupo LID mostraron una atenuación casi total de la caida de sitios

(3H)QNB -pese a que el entrenamiento fue realizado en el PCE--, respecto a los controles de

entrenamiento. Como esperado, los animales controles positivos para los cambios en la densidad

estn'atal de mAchRs inducidos durante el TEC, presentaron caídas promedio en los sitios de binding

para cada hemiestriado de -25 % y -28% (p<0.02), respecto a los animales no entrenados de estos

grupos.

La eliminación sináptica debida a la competencia aguda cuando una neurotrofina es un factor limitante

durante el neurodesarrollo y el mantenimiento de aquellos terminales previamente activos en la adultez

es el mecanismo que tiene mas sustento a juzgar por los reportes especializados dentro del campo de

la modulación de la diferenciación neuronal y el remodelamiento sináptico por neurotrofinas (Black,
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1986; Mendell, 1995; Berninger & Poo, 1996). De cualquier forma, es posible que no alcance esta

explicación para elucidar los mecanismos complejos que subyacen a los efectos plásticos del NGF

sobre el sistema motor estriatal o en el caso de la vía visual.

Finalmente, es dificil en esta etapa de las investigaciones dilucidar la cuestión de cómo interactúa el

pretratatrniento estriatal con NGF farmacológico y la actividad fisiológica inducida con el TEC para

poder producir una caida persistente de los niveles de mAchRs.

Cómo estos efectos de mediano plazo son estabilizados en el largo plazo y de qué manera los efectos

neurotroficos están relacionados causalmente a la permanencia de las modificaciones sinapticas

dependientes de la experiencia ya ha sido motivo de debate (Easter et al., 1985; Lohof et al., 1996) y

deberá ser definido en futuras investigaciones. Por el momento y a juzgar por los efectos del NGF en

los experimentos NGF l y el exp. NGF 2 que sigue, y los patrones naturales de expresión del NGF en

NE, sí es posible llegar a un acuerdo con la bibliografia actual sobre que tanto el NGF endógeno como

el exógeno afectan los programas de maduración del sisterna'eoline'rgico estriatal (Li et al., 1995; Altar

et al., 1992). Los resultados de este Exp. permiten esbozar una terapia potencial a las disfuciones

motoras tempranas al igual que file propuesto en su momento en el modelo de la via visual respecto a

la ambliopía y el estrabismo (Gu, 1995).

EXP. NGF 2

Este experimento tuvo el objetivo de aumentar el conocimiento sobre la relación del NGF con el PCE

considerando los resultados previos en el exp. NGF 1.

Nuevamente no hubo diferencias en el comportamiento motor en el TEC realizado en e] PCE entre los

distintos grupos experimentales (Fig. 28), lo cual excluye a la variable respuesta motora en el análisis y

explicación de los resultados neuroquímicos. Nuevamente, a pesar de la similitud en la respuesta

motora en el TEC, en el único grupo donde la diferencia en la densidad de los sitios de binding a
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(3H)QNB en NEI y NED entre animales entrenados y controles de TEC fiJe no significativa fue en el

perfundido con NGF durante el PCE (Fig. 29).

Como ya fue mencionado, en el PCE la presencia de NGF en el NE sería relativamente muy baja

(Mobley et al., 1989), lo cual podría ser un elemento principal en la selección sináptica por

competencia por neurotrofinas potenciada por la actividad funcional inducida con el TEC en ratas no

tratadas. En este experimento, la administración de NGF exógeno durante el PCE podria presentar al

NE de P30 como si fuera de P20, edad en la cual el entrenamiento en el TEC no induce cambios

permanentes en los receptores estriatales mAchRs ni D2Rs (Ibarra et al., 1996).

De este modo, el NGF ya no sen'a un factor limitante, lo cual podria atenuar o anular la competencia

sináptica por esta trofina ante la alta presión de selección que implica el entrenamiento motor en el

TEC entre 12 y 30 minutos por día, siete días seguidos. Ciertamente ya se ha reportado que estos

tiempos de actividad funcional son suficientes para producir cambios pasajeros o persistentes en la

cantidad y la organización de sinapsis en el hipocarnpo (Chang & Greenougl'g 1984).

Existen antecedentes de que la exposición a NGF por semanas no producin'a alteraciones

comportamentales senson'omotoras durante el pen'odo de infiisión aunque sí podn’a modificar de tal

forma la neuroquímica neural como para alterar la respuesta funcional cuando el NGF farmacológico

ya no está presente (Fn'ck et al., 1997). .­

Otros argumentos que permiten interpretar los resultados de este segundo experimento con NGF

fueron vertidos en la discusión del Exp. NGF 1.



DISCUSION 143

Respecto al significado para la fisiología adulta de la ocurrencia del PCE, sólo se pueden citar los

resultados preliminares de un experimento de corrección de neuroteratologia funcional, inducida con

HAL durante la gestación, aplicando la terapéutica postnatal antes o dentro del PCE. En estos

estudios se evaluaron los animales a largo plazo post-teratogenización en TEC en el período P75-83, y

el TRR entre P180 y P210 (6-7 meses).

La respuesta motora en el TEC y la coordinacion motora en el TRR, meses despues del tratamiento

temprano con HAL, dependía del periodo de exposicion y del sexo. Mientras en ambos sexos el

tratamiento prenatal con HAL disminuyó las habilidades motoras respecto al grupo control (corno

había sido previamente demostrado), sólo en las hembras se pudo corregir la hipoactividad con la

administración postnatal de HAL o DFH ("‘) ya sea durante la lactancia (PS-21) o durante el PCE

(PZS-40). En los machos, la administración de HAL o DPH no sólo no corrigió la neuroteratología

funcional inducida sino que en algunos casos la potenció. Este efecto particular de los machos pudo

ser apreciado por medio de los dos testeos aplicados en distintas etapas de la adultez de la rata (datos

no mostrados).

Como fue expuesto previamente, el periodo P30-37 representa una etapa de maduración donde la

actividad fisiológica inducida con el TEC o la PG produce cambios plásticos en el corto y largo plazo

en el CE (Ibarra et al, 1996, Paratcha et al., 1998). Aunque en ambos sexos se observaron caidas

permanentes de los neurorreceptores estn'atales y mAchR luego del TEC, en hembras se observó una

particularidad: la caida de mAchRs en animales con entrenamiento completo con TEC (hasta S7) fiie

menor (Jr de sitios de binding a QNB en hembras=25% vs. 35% en machos).

La posibilidad de un dimorfismo sexual en cuanto al comienzo y fin precisos del PCE en rata será

evaluada en el corto plazo como parte de los trabajos futuros de nuestro laboratorio.

(‘) fue mas efectivo como terapéutica el HAL



DISCUSION 1.1.4

CONSIDERACIONES

Todos los hallazgos de esta tesis plantean que:s

l. La presencia de efectos comportarnentales permanentes deben ser validados con distintos tipos de

testeo, realizados a distintas edades. Lo mismo es válido para la evaluación conportarnental en

modelos experimentales de corrección de neuroteratología funcional.

Esto se basa en que:

Existen periodos críticos de remodelamiento sináptico dependientes de actividad fimcional para las

areas comico-sensoriales y para la via motora. Dicha plasticidad sináptica permite la ocurrencia

natural de mecanismos compensatorios para atenuar parcialmente neuroteratologia funcional

indicando que la ausencia de alteraciones inducidas por un neuroteratógeno de conducta potencial

debe ser validada testeando grupos tratados en distintos periodos del neurodesarrollo postnatal.

La ausencia de alteraciones en el adulto joven no indica con certeza absoluta que durante un periodo

previo del desarrollo postnatal no hubo cambios significativos en la misma función bajo las mismas

condiciones experimentales.

Sin embargo, parece lógico pensar que mientras una deficiencia motora puede mas tarde ser

enmascarada por mecanismos compensatorios, durante el periodo donde la actividad neuronal no fue

la apropiada para desarrollar la tarea evaluada, se puede haber afectado otras fimciones dependientes o

reguladas por la primera. Esta deficiencia colateral puede no ser detectada si se estudian animales

sólo en el estado adulto y aplicando un único testeo.

La presencia de periodos críticos de plasticidad dependiente de actividad fimcional y la sensibilidad

farmacológica dependiente de periodo ontogenético -los cuales no sen’antotalmente homólogos entre

distintas especies- indica que la transferencia de los resultados hallados en nuestro modelo animal

experimental a la clínica humana no sería directa.

La recuperación de la respuesta motora normal en los animales sometidos a deprivación ambiental­

social sólo pemn'te confirmar que la actividad fisiológica de los sistemas sensoriales y motores es

crucial durante el desarrollo postnatal para determinar el grado de maduración que alcanzará el SNC
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en la adultez. Desde ningún punto de vista, podn'a ser aplicada esta estrategia terapéutica para casos

de neuroteratologia funcional leve o moderada en humanos, puesto que se contrapondría a los

conceptos previamente vertidos sobre la necesidad obligatoria de la estimulación fisiológica para

alcanzar un SNC maduro normal.

De existir un caso humano muy severo de, por ejemplo, neuroteratologia del sistema motor, podría

pensarse poner a punto una extrapolación parcial del diseño del experimento HAL/DEP.

Las estrategias farmacológicas mostradas en esta tesis (Exp. HAL/HAL y DFH/DFH) pueden aportar

los elementos básicos de una estrategia terapéutica para este tipo de alteraciones funcionales.

En este sentido, los resultados pueden ser interpretados como un éxito terapéutico parcial, puesto que

en esta tesis no se abordó los efectos colaterales que pudieran tener los agentes químicos

seleccionados corno correctores en la maduración de otras funciones del SNC, como ser la ansiedad,

la emotividad, la actividad social, etc.

En síndromes comportamentales originados durante el desarrollo corno los déficits atencionales DDA,

se prescribe como terapia de elección el estimulante dopamine'rgico d-anfelamina o el metilfenidato.

Aparentemente, la clásica hiperactividad psicomotora es atenuada sin una relación costo/beneficio alta

(considerando los años que lleva como terapéutica para este tipo de alteración) que impida su

prescripción. En este punto es necesario resaltar que dichas terapias, al igual que las terapias de

estimulación motora psicomotriz en niños con disfunción temprana del sistema motor, no siempre se

basan totalmente en los resultados de estudios de la neuroquímica, pen’odos críticos de sensibilidad y

plasticidad perinatal y postnatal tardía de modelos animales experimentales.

En muchos casos, los programas son aceptados, aplicados y difimdidos en función del éxito alcanzado,

en términos estadísticos, con una u otra alternativa empírica. No es claro aun que terapéuticas

farmacológicas y que programas de estimulación son los mas adecuados (Nakano et al, 1997;

Dahlstrom & Theorell, 1997).

En consecuencia, es altamente probable que las alternativas terapéuticas para este tipo de alteraciones

funcionales se amplian'an significativamente con los aportes que pudieran derivar de modelos animales

validados de inducción y atenuación posterior de neuroteratogenia funcional.
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Uno de los agentes mas relacionados a la aparición y desaparición del Pen’odo Crítico (PC) visual en

distintas condiciones experimentales son las neurotrofinas, en particular el NGF (Gu, 1995).

Hasta el presente la presencia de PCs era casi patrimonio exclusivo de distintos modelos animales pero

siempre en areas corticales. Reportes de nuestro laboratorio han aportado una serie de resultados que

sugieren fuertemente la presencia de un período cn'tico motor en la rata que involucra a un area

subcortical como es el NE. La sensibilidad de] PCE a la administración exógena de NGF dependió de

si la actividad fisiológica fue inducida durante o despues del tratamiento farmacológico intraestriatal.

A juzgar por los resultados el NGF sen’anecesario para modular la aparición del PCE. Aunque deben

considerarse ciertas diferencias entre los modelos. Que el NGF haya prolongado tanto el PCE

(resultados de esta tesis) como el PCV (Gu, 1995) de alguna forma agregar-íaotro argumento en favor

de la presencia de plasticidad sináptica dependiente de actividad funcional.

Además, la atenuación por NGF en el Exp. NGF 2 de las respuestas plásticas de largo plazo inducid'a's‘ï

por el TEC ejecutado en el PCE, arguyen en favor de la posibilidad de manipular artificialmente PCs. .

Si la situación en el modelo estriatal presentado fuera analogable a aquella de los modelos corticales,-¿­

entonces los resultados previos de nuestro laboratorio y los presentados en esta tesis representaríadél.

punto de partida para profimdizar estudios con el fin de abrir la posibilidad potencial de revertir!

alteraciones motoras originadas por disturbios de la maduración pre- o postnatal temprana conociendo

como responde el sistema motor antes, durante y después del PCE. Considerando los hallazgos

acumulados hasta el presente lo antedicho representa mas un estado de motivación actual y una

ambición que un objetivo postulado luego de integrar los antecedentes cientificos suficientes.

El éxito de la alternativa terapéutica que finalmente sea validada y aceptada dependerá seguramente de

la detección y el diagnóstico, lo más temprano posible, de la presencia de neuroteratogenia filncional.

Esto último también se encuentra en actual experimentación en nuestro laboratorio (Amdt et al,

1994, 1995), dado que las alternativas actuales de testeos motores y cognitivos validados son en su

gran mayoria de aplicación relativamente tardía (luego de los 2 o 3 años), cuando la probabilidad de

éxito terapéutico se reduce significativamente.
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CONCLUSIONES FINALES

l. Se propuso un modelo animal experimental para la corrección postnatal de

neuroteratología funcional inducida durante la gestación o la lactancia

Dicho modelo animal permitió detectar tanto la neuroteratología funcional en los

animales expuestos a neuroteratógenos como la atenuación de la misma en los

animales tratados post-teratogenización con el agente corrector seleccionado, en el

mediano y/o largo plazo, según el caso.

En segundo término, se concluye que es necesario un testeo repetido a lo largo del

desarrollo postnatal tardío y hasta la adultez para determina; con precisión la

presencia de secuelas cognitivas o motoras luego de la exposición temprana a

neuroteratógenos funcionales.

2. El modelo animal presentado tuvo éxito en la terapéutica farmacológica de

neuroteratología motora en un caso (Exp. HAL/HAL), y de neuroteratologfia

asociativa-espacial en otro (Exp. DFH/DFH).

4. El NGF está involucrado en la ocurrencia del PCE.

El NGF exógeno fue capaz de prolongar el PCE, lo cual soporta la posibilidad de

aplicar nuevas estrategias farmacológicas al disponer de diferente sensibilidad

estn'atal fuera del pen’do crítico a posteriori de tratar el NE con NGF.

La posibilidad de modulatr la ocurrencia del PCE con NGF agrega otro argumento en

favor de la existencia de dicho pen’odo critico de plasticidad sináptica
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ANEXO I

MARCOS LEGALES E INSTITUCIONES IMPLICADOS EN LA

BIOSEGURIDAD FARMACOLOGICA

A nivel mundial existen 2 redes de farmacovigilancia teratológica: la OTIS (USA) y la versión

europea, European Network in Teratological Services.

Los paises subscriptos a dichas redes poseen grupos de trabajo bajo la denominación Centro de

Información Teratológica (sigla inglesa TIS). En nuestro país existe en el Hospital Italiano

acceso a una base de datos toxicológica (Reprotox) y funciona un centro TIS, el cual desarrolla

actividades de prevención primaria y farmacovigilancia de teratología estructural y funcional.

CATEGORIAS SEGUN EL RIESGO POR EXPOSICION

A UN FARMACO DURANTE LA GESTACION

Por medio de la clasificacion de las drogas de prescripcion humana se informa sobre el nivel de

riesgo para el feto y la magnitud de las precausiones que hay que tener durante su uso. La FDA

ha establecido 5 categorias (A,B,C,D y X) para indicar el potencial teratogénico de una droga.

Este cn'ten'o fue por primera vez anunciado en un boletin de la FDA para manejo de drogas de

1979. Luego de varias revisiones de la clasificación de las drogas preexistentes ahora es común

el uso de este criterio. Un sistema alternativo fue adoptado por la Australian Drug Evaluation

Committee (ADEC) desde 1989 (Batagol, 1993). Las 2 clasificaciones son detalladas:
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CATEGORIZACION DE FARMACOS APLICADOS DURANTE EL EMBARAZO

SEGUN LA PRINCIPAL INSTITUCION ESTADOUNIDENSE DE APROBACION DE

DROGAS DE CONSUMO HUMANO (FDA, USA)

A - Estudios supervisados en mujeres fallan en demostrar un riesgo para el feto en el primer

trimestre y la posibilidad de peligro fetal es remota.

B - a) Estudios en animales no indican un riesgo para el feto y no existen estudios controlados

en humanos, o b) estudios en animales nO demuestran efectos adversos sobre el feto y estudios

validados en mujeres embarazadas no detectaron riesgo para el feto.

C - a) Los estudios han demostrado que la droga produce efectos teratogénicos en animales o

embriones, pero no existen estudios controlados en mujeres,o b) no hay ningún estudio

disponible ya sea en animales o mujeres.

D - Existe evidencia de riesgo fetal en humanos, pero los beneficios en ciertas situaciones

(cuando hay peligro de muerte o cuando se trata de enfermedades serias donde no existe una

droga mas segura o las que se encuentran disponibles son inefectivas) hacen que se pueda

utilizar la droga a pesar de los peligros asociados.

X - Los estudios en animales o humanos han demostrado anormalidades fetales o existe

evidencia de riesgo fetal basada sobre la experiencia humana (o ambos casos) y el riesgo

claramente sobrepasa al beneficio.

CATEGORIZACION DE FARMACOS APLICADOS DURANTE EL EMBARAZO

SEGUN LA INSTITUCION AUSTRALIANA (ADEC) HOMOLOGA A LA FDA-USA



ANEXOS Ill

A. - Drogas que han sido tomadas por un gran numero de mujeres embarazadas y madres de

lactantes o niños, y no se ha demostrado un aumento reconocido de la fiecuencia de

malformaciones u otros efectos, directa o indirectamente peligrosos sobre el feto.

B - Drogas que han sido tomadas por un limitado numero de mujeres embarazadas o madres de

lactantes o niños, sin un incremento en la frecuencia de malformaciones u otros efectos, directa.

o indirectamente peligrosos sobre el feto. Como la experiencia humana con drogas de esta

categoria es limitada, los resultados de estudios toxicológicos (incluyendo estudios de

reproducción en animales) son necesarios para asignar a la droga a uno de los 3 subgrupos que

siguen:

B] - Los estudios en animales (*)no han demostrado evidencia de un riesgo aumentado de

peligro fetal.

B2 - Los estudios en animales(*) son inadecuados o defectivos, pero los datos disponibles no

muestran evidencia de un aumento de la ocurrencia de peligro fetal.

B3 - Los estudios en animales(*) han mostrado un aumento de la ocurrencia de peligro fetal

pero la significancia de los hallazgos en humanos es considerada como incierta.

C - Drogas que, de acuerdo con sus efectos farmacológicos, han causado (o puede existir

sospecha de ser la causa de) peligro para el feto o neonato sin la producción de malformaciones.

Estos efectos deben ser reversibles. Textos específicos del caso sen'an consultados para obtener

mas detalles.

D - Drogas que han causado, son sospechosas de haber causado o son consideradas como causa

potencial de una incidencia aumentada de malformaciones fetales en humanos o daños

irreversibles. Estas drogas pueden tener también efectos farmacológicos adversos. Textos

específicos del caso sen'an consultados para obtener mas detalles.

X - Drogas que poseen un n'esgo tan alto de causar daño fetal permanente que no serían usados

durante el embarazo o cuando existeposibilidad de embarazo.
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(*) Los estudios en animales que sirven de evidencia de nuevas aplicaciones de

una droga preexistente deben ajustarse a los lineamientos de clasificación

para nuevas drogas

La clasificacion de las drogas con uso reconocido durante el trabajo de parto o el parto, deriva

de la información disponible respecto a los efectos sobre madre o feto, ya sea que la aplicación

esté o no establecida en la sección INDICACIONES del prospecto (por ej., analgésicos).

Las drogas jpsicotrópicas no han _sido:testeadas 2.o:aprovadas por-la FDAtpara :su uso en la

gestación (Cohen .& Rosenbmnflïl998).j¿._

Luego de muchos años de servir la FDA como referencia mundial para este tipo de

clasificaciones y directivas, recientemente el Teratology Society Public Affairs Committee ha

señalado que la información que bn'nda la FDA es muchas veces incompleta y algunas veces

incorrecta, especialmente para psicofármacos, y se propone que las categorias farmacológicas

de riesgo durante la gestación (ver cuadro precedente en pág. 55) sean reemplazadas por textos

informativos impresos en los prospectos de los productos farmacéuticos comercializados

(Haakinson et al., 1996).
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CRITERIOS PARA DETERMINAR LA DOSIS TOXICA EQUIVALENTE

EN HUMANOS A PARTIR DE LA INVESTIGACION

EN MODELOS ANIMALES EXPERIJVIENTALES

Se acepta que un factor de lO considera la variabilidad interespecífica hombre-modelo animal,

un factor de 10 adicional considera la variabilidad inten'ndividual en la respuesta orgánica a la

exposición a agentes exógenos, y un factor de 5 es el margen de seguridad final. De este modo,

la mínima dosis tóxica detectada en la investigación y desarrollo de nuevos agentes químicos

debe ser 500 veces mayor a la dosis máxima permitida para consumo humano, aunque existen

diferentes propuestas al respecto (Newman et al., 1993; otra isviski).
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ANEXO III

INTERFERENCIAS ADICIONALES EN LA UTILIZACION DEL FARMACO

EFICAZ, EN EL PACIENTE ADECUADO Y CON LA INDICACION PRECISA

(DATOS REPRESENTATIVOS DE LA SITUACION NACIONAL)

El costo que implica la investigación, desarrollo y distribución masiva de nuevas moléculas

oscila entre 300 y 500 mill. de dólares. Ante esta inversión, las empresas farmacéuticas han

optado por trabajar para mercados de alto poder adquisitivo a partir de la década pasada. Hasta

1992, año en que comenzó a funcionar el ANMAT, el mayor problema que tenia nuestro pais en

materia de medicamentos era la falta de controles efectivos sobre la calidad de agentes

medicinales. Desde entonces, el problema del control de calidad se ha diluido y creció el impacto

del precio. En la Argentina, el principal componente del precio final del remedio no es ni los

insumos ni los esfuerzos de investigación, sino los presupuestos de promoción, que como

minimo representan un 45%. Este %, traducido en dinero, es del mismo orden a lo que utilizan

USA y Europa en investigación y desarrollo de nuevos productos. En parte, esta

desproporción, se debe a las limitaciones de la legislacion actual sobre patentes. La copia de

medicamentos abarcan’a en Argentina hasta un 10% del mercado. No sólo se afecta el precio

final del fármaco, sino la eficacia del mismo. Cuando las versiones patentadas tienen una

eficacia terapeutica entre el 96 y 99%, las copias oscilan entre un 5-10% hasta 90-95%

(Tiopental sódico, ketaminas, fentanilos son ejemplos relevados y presentados el año pasado por

la Asociac. Arg. de Anestesiol. ).

Hay que tener en cuenta que gran parte de las compras masivas de medicamentos a nivel de

instituciones nacionales y municipales se realiza por licitaciones donde en una mayoria de los

casos decide el precio.

En Argentina se elaboran 7500 productos. Se distribuyen por 10.000 farmacias.

Considerando el mercado farmaceutico nacional, 50% de los productos comercializados deriva

de laboratorios nacionales y 50% de los extranjeros. Hay 350 laboratorios.

En una encuesta a médicos, casi 40% de los mismos estimó que el precio es el primer factor

condicionante a la hora de prescribir fármacos. Mas del 50% no supo contestar cual es la

segunda consideracion que los lleva a optar por tal o cual medicamento.
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Los productos elaborados mas vendidos son :

AmoxídaJ : droga generica : amoxicilina--derivado sintetico de la penicilina (antibiotico)

Lotrial‘ : droga genen'ca : lorazepam-derivado sintetico benzodiazepinico (ansiolitico)

Lexotanil' : droga genen'ca: " r L " r' (ansiolítjco)

Bayaspirina : droga generica : acido acetilsalicilico (analgesico). 20000000 unidades por año

(Ducrot, V.E., 1998).

" son drogas neuroactivas
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2. Wolansg, M.J., Paratcha, G.C., Ibarra, G.R. & Azcurra, J.M. (11/1995).Corrección
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Reunión anual de la Sociedad Argentina de Neuroquímica (SAN). Bahia Blanca. Buenos Aires.
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2. Wolanslg, M.J. & Azcurra, J.M. (1996). Prolongation of rat stiiatum postnatal critical
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