*

e Universidad

* e
g deValparaiso
CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE NEUROQUIMICA Y NEUROFARMACOLOGIA
CENTRO DE NEUROBIOLOGIA Y PLASTICIDAD CEREBRAL

INSTITUTO DE FISIOLOGIA

CARACTERIZACION FARMACOLOGICA IN VIVO DE UN NUEVO DERIVADO
DE ANFETAMINA

Tesis para optar al titulo de Quimico Farmacéutico
FABRIZZIO GIOVANNI GUAJARDO CABELLO

Director de Tesis: Dr. Ramon Sotomayor-Zarate
Co-director de Tesis: Dr. Miguel Reyes-Parada

2016



AGRADECIMIENTOS

El desarrollo de esta tesis fue posible gracias al financiamiento de los proyectos
FONDECYT N°1160398 del Dr. Ramdn Sotomayor-Zarate y FONDECYT N°113-0185 del Dr.

Miguel Reyes-Parada.



DEDICATORIA

Quiero agradecer a todas aquellas personas que han contribuido en este proceso,
especialmente a mis amigos, los que siempre me dieron su apoyo y aliento para salir
adelante. Pero esta tesis, fruto de mi esfuerzo, estd dedicada a mis padres, Lucy y Jano,
quienes han sido el pilar fundamental desde que tengo memoria y me han guiado en esta
vida por el mejor de los senderos. También dedico este trabajo a mi hermana y amiga
Yennifer, que ha sido la persona que mejor me ha soportado durante estos afios de

carrera.



INDICE

INDICE DE IMAGENES Y TABLAS .......cooeueueiieeeeetetntessssssessssssssesssssassssssssssassssssssssssssssess 1
RESUMEN .....oooeveeeeetcectsssecsesse s s sas s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssassssssssssssnssssassssassassssans 3
Y= 33 I 2 2 Y N 5
TR | N 7o) 010 Ll [ ) N IO 7
I R B Lo o = 0 1] = OOt 7
1.1.1. Dopamina y Circuito de |la ReCOMPENSA ....covvirviriuiiruiiniinricniennecnecnnecnnes 8

1.2.  Dopaminay Neurobiologia de la AdiCCiON .....ceeuveieiiiiiiiiiiiicticicicicrcicis 9

4.

1.3.  Técnicas de Monitorizacion de Neurotransmisores y Modelos Animales Para

Estudiar los Efectos de [as Drogas de ADUSO ......coueevuerveruiciinicniiiinicnicnecicnnecnecnenes 10
1.3.1.  Modelos Animales Para el Estudio del Potencial Adictivo de las Drogas de
ADUSO ettt ettt st st s a s s b s s ab e s e e e s s nae s 11

1.4.  Anfetamina y Sus Derivados SiNtétiCoS......ccvirruirruiiieiniuiriiinieiiienicnecneecnens 14
1.4.1.  Anfetamina, una Droga ClASiCa ......cccevueruirirrrinieriiiiiicicicicicccccccee 14
1.4.2. Nuevas Sustancias PSiCOACtIVAS ..ceiiiiiiiiiiririniriiiriiiccenreeees s saneeeeceseseans 15
1.4.3.  Clasificacidn de los Derivados Anfetaminicos .....cccceeevvereceerrceereceenenneennnnens 15
1.4.4. Derivados Anfetaminicos del Tipo Metiltioanfetamina......ccccecuervuvenuennneen. 16
HIPOTESIS ....ooooeeeeeeetettcecete et ssesas e sesssssas st s s sas s s st sas s e st sssasassesesesssasassesasasnsasas 19
OBUETIVOS ....coiiiittiitiiiiiictettetes s snseetes s ssasstess s s sesssssasssasesssssssssanssssasssssas 20

3.1, ODbjetivo General. .. ittt 20

3.2 Objetivos ESPecifiCOs w.oiviiniriiniiiiiiiiiiiiciinicicctcectcnece e 20
MATERIALES Y METODOS.........oovevitirieererererereresesesssresesesessssesesesesssssesesesssssesessssssasane 22

0 DO A o 10 1= T PO s SUORSTUPRR S SPPRRR PRI 22

4.2, REACHIVOS. . cceeerrrrrrrrrrrrreeerrereeeerssseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 22

4.3.  Pruebas CoONAUCTUAIES......cevruirreiereieriieretereiteseneesesneesenesessnesssnnessssnessssnessnnees 23
4.3.1.  Prueba de Preferencia de Lugar Condicionado (CPP) ......ccccevevvrurcruruccnenee 23
4.3.2. Prueba de Actividad LOCOMOLOra ...cceeceeeeereerreeereeneeeeeceneeeesesneeesscsneesssenne 25

4.4. Microdialisis Cerebral in ViVO ... cceeeeeeieeeeecciieeeccceeessscseeeseccseeeeessnsesssessnaeeas 26
4.4 Preparacion de Canulas de Microdialisis........cccevuervueriuersueinecrnecnnnecsnecnnenes 26

4.4.2. Implantacion de Canulas de Microdialisis.....c..ccevuervuervvrnsueisueinsucriecnnuecnnee. 26



7
8.

4.4.3 Protocolo Experimental de Microdidlisis......cccccvvervuervuirnecrseinsuccsnecnecnane. 28

4.4.4 Corroboracién de la Postura de la Canula de Microdialisis......cccceeeuveeeeennnes 28
4.5. Determinacion del Contenido de DAy DOPAC €N NACC c.uuvereverrcuerecnerssnenannne 29
4.5.1 Procedimiento Experimental......cccoevirviniiniiseinnicninncnicnicicnicnnecncnneenne 29
4.5.2  Microdiseccién y Homogenizacion del NACC......ccovereereerenreieintiienicnnnnene 29

4.6. Determinacién de Dopamina y DOPAC por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién Acoplada a Deteccidn Electroquimica .....coceveeeeeuecnenicnuensicnicnecncnncnnnns 30

4.6.1  Fundamento Analitico de la Deteccion de Neurotransmisores y Sus

Metabolitos POr HPLC-EC ...ttt cnecsnecstcsnessssessessnnessnesans 31
4.7. Calculos y Analisis EstadiStiCoS ..cccervvevveeriiinieiiiiiiiiiiicnitiecnicceccsecsee s 32
RESULTADOS ....oovvrveeeeeiessesssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssassssssssssssssssssasssssssssssens 33

5.1  Actividad Locomotora Basal e Inducida por la Administracion Sistémica de
MITA e eeeseeseaeeas e eses s sss s sssassasesssaseassaseassasssssssssssasesssaseaseaseassasssssssasenseassasens 33

5.2  Actividad Locomotora Basal e Inducida Tras la Administracion Sistémica de

5.3  Evaluacidn de la Conducta tipo Adictiva a través de la Preferencia de Lugar
Condicionado ala Droga (CPP)....c.cceureiriiininuciniciniisitssecnsesisesessssesissessssssessssessssesens 36

5.4  Liberacion de DA en NAcc Inducida por la Administracion Sistémica de MTAy

5.5  Contenido de DAy DOPAC en NAcc de Ratas Tratadas con MT-But, MTA'y
Solucidn Salina FisiolOZICa ..ouveviiiiiiiiiiiieiicicictctttc 40

5.6  Relacién entre la Razén (DOPAC/DA) en NAcc de Ratas Tratadas con MT-But,

MTA y Solucidn Salina FiSiolOZICa .. .ottt 41
[0 1 e U (o] [ 42

6.1 Efectos Neuroquimicos de MT-But y MTA .....cocvvvivirniriiniinninrinicnnecnenncnnecanes 42

6.2  Efectos Conductuales de MT-But y MTA....ccccoviriiniininsicnicnninninicnecnesncnsecnnes 45

6.3 Relacion Estructura Actividad e Hipdtesis Serotoninérgica en la Atenuacion

D] 0 =1 0 11 aT=] = Tet= 45

6.4 Proyecciones Para Futuras INVestigaciones........ueeeeeeeinreenieeniecieinneenneenne 48
CONCLUSIONES .....coiiiiiiiiieetttttnnssscsneestes s s sssaestesssssssssssasssasesssssessssssssasssssas 49

BIBLIOGRAFIA ........ovveteereeteteteeeeetetesessesesesesssssesesesesesssesesesssssesesessssasasesessssssasesesens 50



9. ANEXOS ...ttt s e aasa s e s s s s s e s nannne 53

9.1 Certificado de Curso de Manejo y Uso de Ratas y Ratones para
(=54 0T=1 010 pT=] gLt [l (0] o 53

9.2  Planilla de Registro de Microdialisis .........ceouvuerueerenrirereeteiiiiiicicireicienenens 54

9.3. Agrupacion de Cromatogramas Representativos de la Curva Calibrado Para
Medicion de DA Y DOPAC..... ittt setesee st sssstesssaessssae s ssaesssssessssasssssassas 55

9.4. Curvade Calibrado de DA ....ciioiiietercetercttescrteecreeeereessssessssnessssnesssssessssnenes 55



INDICE DE IMAGENES Y TABLAS

Figura 1: Sintesis y Catabolismo de Dopamina. 7
Figura 2: Sistema Dopaminérgico Mesocorticolimbico de Rata. 8
Figura 3: Esquema del Modelo de Autoadministraciéon de Drogas de Abuso. 11

Figura 4: Esquema del Modelo de Actividad Locomotora y del Proceso de Sensibilizacion
Locomotora. 12

Figura 5: Esquema del Equipo y Fases del Paradigma de Preferencia de Lugar

Condicionado (CPP). 13
Figura 6: Estructuras Moleculares de Anfetamina, MTA y sus Derivados. 18
Figura 7: Ejemplo de Microdidlisis Cerebral in vivo. 27

Figura 8: Esquema de Oxidacién de Dopaminay su Principal Metabolito (DOPAC). 31
Figura 9: Curso Temporal de la Actividad Locomotora y Actividad Locomotora
Acumulativa Inducida por MTA. 34
Figura 10: Curso Temporal de la Actividad Locomotora y Actividad Locomotora
Acumulativa Inducida por MT-But. 35
Figura 11: Preferencia de Lugar Condicionado a la Administracion de
MTAy MT-But. 37
Figura 12: Microcorte Coronal de Cerebro de Rata. 39
Figura 13: Liberacion de DA en NAcc Basal e Inducida por la Administracion Sistémica de

MTA o MT-But. 39



Figura 14: Contenido de DA y DOPAC en NAcc después de la Administracion Aguda de

MTA, MT-But o Solucién Salina Fisiolégica. 40

Tabla 1: Contenido de DA y DOPAC en NAcg, y la Razén (DOPAC/DA) Después de la

Administracion Aguda de MTA, MT-But o Solucidn Salina Fisioldgica. 41



RESUMEN

La farmacoterapia actual para tratar patologias como la narcolepsia, déficit atencional y
obesidad ha estado en deuda durante las ultimas décadas en el desarrollo de nuevos
farmacos efectivos, con bajo potencial de dependencia y menos efectos adversos
cardiovasculares. En este sentido, actualmente siguen utilizandose para estas patologias
derivados anfetaminicos que a pesar de ser efectivos, presentan serios efectos adversos
que han llevado a descontinuar su uso.

Nuestro grupo de investigacion durante los ultimos afios ha estudiado el potencial
dopaminérgico de derivados estructurales de la p-metiltioanfetamina (MTA) con el
objetivo de buscar nuevas moléculas psicoestimulantes con un perfil de seguridad
adecuado. Por este motivo en esta tesis se decidid estudiar el potencial dopaminérgico
de p-metiltio-fenil-2-butanamina (MT-But), un derivado de MTA, a través de pruebas
conductuales y neuroquimicas. Nuestros resultados demuestran que la sustitucion del
metilo del carbono alfa de la cadena alquilica del MTA por un grupo etilo anula el
potencial dopaminérgico de MT-But, evidenciado por la ausencia en la liberacidn de
dopamina en Nucleo Accumbens, ausencia de actividad locomotora inducida por MT-But
y ausencia de la preferencia de lugar condicionado a la administracion de MT-But.
Nuestros resultados nos indican que la posicidn alfa de la cadena alquilica debe tener un
grupo metilo (como en anfetamina y MTA) como requisito estructural para mantener el
efecto farmacoldgico tipo anfetamina y que el aumento de este sustituyente en tan solo

un grupo metilo tiene un impacto significativo en la actividad dopaminérgica. Sin duda,



el disefio y evaluacidn pre-clinica de nuevas estructuras derivadas de anfetamina serd un

objetivo de nuestro grupo de investigacion.



ABSTRACT

Pharmacotherapy for the treatment of diseases such as narcolepsy, attention deficit
disorder and obesity has been in debt in last decades regarding the development of new
effective drugs with low abuse potential and cardiovascular effects. Currently,
amphetamine derivatives are used to treat these pathologies. Despite being effective,
these compounds elicit serious adverse effects, which has led to diminish or discontinue
their use.

In the last years, our research group has studied the dopaminergic effects of p-
metilthioamphetamine (MTA) and its structural derivates, with the aim of searching for
new psychostimulants with the appropriate safety profile. Therefore, in this thesis we
decided to evaluate the dopaminergic effects of p-methylthio-phenyl-2-butanamine (MT-
But), a MTA derivate, by means of neurochemical and behavioral tests in rats. Our results
show that the replacement of the methyl group on the alpha carbon of the alkyl chain of
MTA by an ethyl group abolished the dopaminergic activity in MT-But. Thus, MT-But
neither induced dopamine release in the Nucleus Accumbens nor affect locomotor
activity. In addition, MT-But was not able to induce place conditioning preference.

Our results indicate that the presence of a methyl group at the alpha carbon of the alkyl
chain (like amphetamine and MTA) is a structural requirement to keep the
pharmacological profile similar to amphetamine, and that the enlargement of this

substituent in just one methylene group has a significant impact upon dopaminergic



activity. Undoubtedly, the design and pre-clinical evaluation of new structural analogues

derived from amphetamine will remain as an objective of our research group.



1.  INTRODUCCION

1.1.  Dopamina

La dopamina (DA) es un neurotransmisor catecolaminérgico formado estructuralmente
por un nucleo catecol unido a una cadena etilamina. Neurofisioldgicamente, DA estd
implicada en diversas funciones a nivel cerebral, por lo que variaciones en su sintesis o
catabolismo se asocian a importantes neuropatologias, tales como la Enfermedad de
Parkinson (principalmente por déficit de DA) o Esquizofrenia (principalmente por exceso
de DA limbica). La DA es sintetizada a partir del aminoacido tirosina (ver Figura 1), el cual
se obtiene directamente desde la dieta o a partir de la hidroxilacién de la fenilalanina. En
esta ruta de biosintesis de DA, la enzima limitante es la tirosina hidroxilasa (TH), la cual
estd encargada de formar L-dopa que es el precursor directo de la DA. El principal
metabolito de DA proveniente de la metabolizacién por la monoamino oxidasa (MAO)
es el acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), el cual es uno de los analitos medidos en

esta tesis.

Figura 1: Sintesis y Catabolismo de Dopamina
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1.1.1. Dopaminay Circuito de la Recompensa

El conjunto de reacciones biosintéticas de DA es llevado a cabo principalmente en
neuronas que forman parte de circuitos dopaminérgicos cerebrales y que se localizan
principalmente en el Nucleo Arcuato del Hipotalamo (Sistema Tuberoinfundibular), enla
Sustancia Negra parte compacta (SN: Sistema Nigroestriatal) y en el Area Tegmental
Ventral (VTA: Sistema  Mesocorticolimbico). El  sistema  dopaminérgico
Mesocorticolimbico o circuito de la recompensa, es el circuito neuroanatémico
responsable de la percepcidn final del placer [1] frente a diversos estimulos, tales como
la ingesta de alimentos, liquidos [2,3], el sexo [4], entre otros. Neuroquimicamente este
efecto recompensante se produce por la liberacién de DA en Nucleo Accumbens (NAcc)
y en la Corteza Prefrontal (CPF) desde las proyecciones aferentes provenientes del VTA
[5,6] (ver Figura 2). La liberacidn de DA en estas dreas esta regulada por interneuronas
GABAérgicas del propio VTA, que en ausencia de estimulos recompensantes inhiben la

liberacion de DA [7,8].

Figura 2: Sistema Dopaminérgico Mesocorticolimbico de Rata.

Figura 2: Figura adaptada de Morikawa y cols.[9]. En rojo neuronas dopaminérgicas, en verde glutamatérgicas, en azul
GABAérgicas y en amarillo neuronas noradrenérgicas. PFC, corteza prefrontal; NAc, Nticleo Accumbens; VP, palido
ventral; VTA, drea tegmental ventral; LDTg, tegumento laterodorsal; PPTg, niicleo pedunculopontino tegmental; LC,
locus coeruleus; RMTg, nticleo rostromedial tegmental.



1.2. Dopaminay Neurobiologia de la Adiccién

La drogadiccion es una enfermedad crdnica recidivante que se caracteriza por la
busqueda y consumo compulsivo de la sustancia adictiva, pérdida del control en limitar
su ingesta y el surgimiento de un estado emocional negativo (por ejemplo, disforia,
ansiedad e irritabilidad) durante la abstinencia al consumo de la droga [5,10,11]. Las
drogas de abuso se caracterizan porque son capaces de generar refuerzos positivos y
refuerzos negativos tras un periodo libre de la droga. Los refuerzos positivos, tales como
el placery euforia, se asocian a la impulsividad previa al consumo de la sustancia adictiva,
mientras que los refuerzos negativos, es decir estrés, ansiedad, entre otros (sindrome
de abstinencia) se han asociado a trastornos compulsivos, los que llevan a una
automaticidad en la administracién [10]. Dichos refuerzos son caracteristicos de cambios
neuroplasticos que se producen tras administraciones repetidas de la droga, provocando
lo que se conoce como dependencia, la que determina la aparicidon de tolerancia y el
sindrome de abstinencia [5]. El sindrome de abstinencia genera entre otros sintomas el
craving o avidez [10], que corresponde a los deseos urgentes e intensos en la buisqueda
compulsiva de la droga, que llevan a desencadenar una recaida en el consumo [10-12].

A nivel neurofisioldgico, la plasticidad observada en el proceso adictivo involucra varias
areas cerebrales, en donde neurotransmisores como la DA y el glutamato (GLU),
participan en el fortalecimiento o debilitamiento de sinapsis del circuito de la
recompensa [13]. En este sentido, el fortalecimiento sindptico inducido por las drogas en

NAcc se ha asociado a lainsercion de receptores AMPA y NMDA para GLU, a través de la
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activacion de receptores dopaminérgicos que llevan a la activacion del factor
transcripcional CREB [14].

1.3. Técnicas de Monitorizacion de Neurotransmisores y Modelos Animales

Para Estudiar los Efectos de las Drogas de Abuso

Todas aquellas moléculas con potencial psicoactivo y a las cuales se les sospecha un
mecanismo de accidn central, pueden ser sometidas a una bateria de pruebas preclinicas
focalizadas a dilucidar los efectos de estas moléculas sobre la neurotransmisidn, tanto a
nivel neuroquimico y conductual. A nivel neuroquimico, se han utilizado diversas técnicas
que permiten monitorizar los cambios en la liberacion de neurotransmisores, por
ejemplo la amperometria, la voltametria ciclica de rapido escaneo, los biosensores y la
microdialisis cerebral in vivo, entre otras. Esta ultima técnica ha sido ampliamente
utilizada para dilucidar los efectos sobre la liberacidon de neurotransmisores producidos
por la administracidn sistémica o central de drogas. En este sentido, drogas que afectan
sistemas monoaminérgicos han sido ampliamente estudiadas usando la microdidlisis
cerebral in vivo, tanto en animales anestesiados y despiertos [15]. Esta ultima
aproximacion (animal despierto), ha permitido establecer correlaciones entre Ila
conducta inducida por las drogas y los cambios en los niveles de neurotransmisores
[2,3,5,6]. No obstante, el uso de la microdidlisis cerebral en animales anestesiados
presenta como ventaja alternativa, la determinacién de efectos farmacoldgicos sin que

interfieran estimulos externos.
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1.3.1. Modelos Animales Para el Estudio del Potencial Adictivo de las Drogas de
Abuso

Respecto a los modelos animales utilizados para el estudio del potencial adictivo de
nuevas drogas, se han establecido 3 tipos de paradigmas. El primero de ellos es la
autoadministracion y se basa en un paradigma operante derivado de la caja de Skinner
en que el animal debe realizar un trabajo (presionar una palanca, introducir el hocico en
un hoyo) para obtener una recompensa, que generalmente es asociada a la
administracion de una droga de abuso [16]. La principal ventaja de este paradigma es
que permite al experimentador evaluar las etapas del proceso adictivo, como la

adquisicién, la mantencién y las recaidas al consumo de las drogas de abuso [16,17] (ver

Figura 3).

Figura 3: Esquema del Modelo de Autoadministracidn de Drogas de Abuso.

Bomba dispersadora
de droga o saling

Figura 3: El esquema nos muestra la accién operante que realiza el animal al apretar una palanca que le entrega una dosis
intravenosa de la droga. El contexto ambiental del modelo de autoadministracién implica que el proceso se lleva a cabo
en und caja con claves ambientales que favorecen el aprendizaje del animal. Por ejemplo una luz ambiental que se prende
cuando el animal aprieta la palanca (accién operante) que le entrega la droga.

En los otros dos paradigmas experimentales para estudiar el proceso adictivo, y que han

sido utilizados en esta tesis, la administracion de la droga de abuso es realizada por parte
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del experimentador (ejemplo: oral, intraperitoneal, intramuscular o subcutdnea). En este
sentido, la actividad locomotora permite evaluar el potencial psicoactivo de la droga, ya
que de manera directa o indirecta si la droga favorece la liberacién de DA a nivel estriatal
se observara un aumento de la locomocién del animal [18]. Este paradigma, ha servido
también para desarrollar el modelo de sensibilizacion locomotora, en donde a través de
la administracion repetida de la droga de abuso se observa un aumento progresivo de la

respuesta locomotora [19,20] (ver Figura 4).

Figura 4: Esquema del Modelo de Actividad Locomotora y del Proceso de Sensibilizacién Locomotora.

i
i

2
5
@® Droga
4 O salino

Salino
12345 10 (Dias)

Distancia recorrida (m)
w

Figura 4: El esquema muestra el aumento de la actividad locomotora mediada por la administracién de la droga. Para el
caso de esta tesis solo se midio el efecto de la administracién de una dosis de la droga (dia 1), Sin embargo se puede
medir la actividad locomotora durante dias progresivos (dia 1 al 5), observdndose un leve aumento de la misma al pasar
los dias. Por otro lado, la sensibilizacién del animal a los efectos de la droga, puede observarse que después de un breve
periodo de abstinencia (dia 10).



13

El otro paradigma utilizado para evaluar conductas tipo adictivas es el de preferencia de
lugar condicionado (CPP) a la droga, el cual permite evaluar la asociacién al contexto de
administracion de la droga en equipos de dos o tres compartimientos. La Figura 5 nos
muestra un esquema de un equipo de CPP sesgado de 3 compartimientos que son
distintos entre si, tanto en color como en textura del piso, lo que establece un sesgo para
el animal [21]. En este sentido, el CPP es una herramienta poderosa y econdmica para
evaluar el potencial adictivo de drogas y el detalle del procedimiento para el uso de este

equipo se revisara en la Seccidon de Materiales y Métodos de esta tesis.

Figura 5: Esquema del Equipo y Fases del Paradigma de Preferencia de Lugar Condicionado (CPP).

/l
Vo
L

Figura 5: Fase A) Pretest: medicion del tiempo de permanencia en las tres cdmaras. Fase B) Condicionamiento:
administracidn por parte del experimentador de la droga en la cdmara de menor preferencia y de solucidn salina
fisiolégica en la de mayor preferencia. Fase C) Test: medicidn del tiempo de permanencia en las tres cdmaras.
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1.4. Anfetaminay Sus Derivados Sintéticos

1.4.1. Anfetamina, una Droga Clasica

Quimicamente la anfetamina corresponde a la 1-fenilpropan-2-amina, aunque su nombre
genérico deriva de la contraccion de su nombre quimico en inglés “a-methyl-phenethyl-
amine” (amphetamine). La anfetamina corresponde a una mezcla racémica, en la que
ambos isémeros tienen las propiedades farmacoldgicas de aumentar las
concentraciones extracelulares de DA, noradrenalina (NA) y serotonina (5-HT) en el
espacio sinaptico [22]. A nivel de mecanismo de accién, la anfetamina, al igual que la
cocaina, inhibe la recaptacion de monoaminas, especificamente inhibiendo con mayor
potencia el transportador de DA (DAT). La anfetamina, a diferencia de la cocaina y el
metilfenidato, actia como sustrato de DAT, invirtiendo el flujo de DA a través del
transportador DAT y del transportador vesicular de monoaminas tipo 2 (VMAT-2). Este
efecto llevaria al aumento de la liberacidn de DA desde las vesiculas al citosol y desde el
citosol al espacio sinaptico [23], lo que permite explicar el gran efecto liberador de
neurotransmisor inducido por esta droga. Ademas, recientemente se ha sugerido que
las vesiculas que contienen DA estarian “enganchadas” a DAT, liberando su contenido
directamente al espacio extracelular [24]. Por otra parte, también se ha descrito que la
anfetamina tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima MAO [25].
Clinicamente, la anfetamina es un farmaco terapéuticamente Util en el tratamiento del
déficit atencional con hiperactividad y el sindrome narcoléptico, ya que aumenta el

estado de alerta y disminuye el cansancio entre otros efectos farmacoldgicos. Sin
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embargo, estos efectos positivos se ven opacados por causa de eventos adversos
asociados a su potencial de dependencia y adiccién, y a nivel cardiovascular por su
capacidad de generar hipertension y valvulopatias [22]. Por este motivo, durante las
ultimas décadas se han disefiado nuevos derivados anfetaminicos con el objetivo de
mantener sus propiedades psicoestimulantes y reducir los efectos farmacoldgicos
indeseados.

1.4.2. Nuevas Sustancias Psicoactivas

El exhaustivo control legal en la tenencia y uso de drogas de abuso clasicas, como la
anfetamina, la heroina y los cannabinoides, entre otras, ha llevado al surgimiento de
nuevas sustancias psicoactivas (NPS; de su sigla en inglés “New Psychoactive
Substances”), también conocidas como “legal highs” o drogas de disefio. El término NPS
agrupa actualmente a todas estas drogas que no son controladas por la Convencién de
Estupefacientes de 19610 al Convenio de 1971 sobre sustancias psicotrépicas [26], ya que
las modificaciones estructurales permiten mantener los efectos caracteristicos de su
droga de origen pero sin las restricciones legales para su uso [27]. En este sentido, las
principales alzas en nuevas NPS durante los ultimos afios corresponden a catinonas
sintéticas, cannabinoides sintéticos y derivados anfetaminicos.

1.4.3. Clasificacion de los Derivados Anfetaminicos

En la actualidad existe una amplia gama de derivados anfetaminicos, cuya actividad
farmacoldgica depende en gran medida del ndimero y posicidn de las sustituciones enla

estructura anfetaminica base. Asi, derivados tales como trimetoxianfetamina (TMA) y
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2,5-dimetoxi-4-metilanfetamina (DOM) carecen de efecto psicoestimulante, pero son

potentes alucinégenos [28-30]. Respecto a la relaciéon estructura actividad de la

anfetamina se ha propuesto una clasificacién para sus derivados basados en los

siguientes efectos farmacoldgicos [28-31]:

* Psicoestimulantes: Derivados anfetaminicos caracterizados por la potente liberacién
de DAy en menor grado de 5-HT. Estructuralmente corresponden a compuestos sin
sustitucion del anillo aromatico y la anfetamina es el compuesto caracteristico de
este grupo.

* Entactégenos/Empatdégenos: El compuesto caracteristico de este grupo es el 3,4-
metilendioximetanfetamina (MDMA), el cual produce una mayor liberacién de 5-HT
que DA. Algunas de estas drogas entactégenas son aquellas mono sustituidas en la
posicién para del anillo fenilico, como por ejemplo 4-metiltioanfetamina (MTA).

* Alucinégenos: Un derivado anfetaminico prototipo de este grupo es el 2,5-dimetoxi-
4-metilanfetamina (DOM), el cual no produce liberacién de 5-HT ni de DA, ya que
actian como agonistas de receptores 5-HT,ajac y se caracterizan por presentar una

tri-sustitucion en el anillo aromatico.

1.4.4. Derivados Anfetaminicos del Tipo Metiltioanfetamina
La metiltioanfetamina mas estudiada corresponde a la 4-MTA (ver Figura 6) o también
conocida como “flatliner” [32]. Esta droga es una sustancia psicoactiva derivada de

anfetamina que presenta una metiltio-sustitucion en posicion para del anillo aromatico,
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y que ha sido caracterizada como una droga entactégena [32]. Es considerada un
potente liberador de 5-HT que no provoca efectos neurotdxicos [33] y presenta un
efecto bloqueador del transportador de 5-HT (SERT) [34]. Recientemente, nuestro
grupo ha caracterizado el efecto dopaminérgico de MTA a través de estudios in silico, in
vitro e in vivo, observdndose que el mecanismo de accién dopaminérgico se produce por
bloqueo de DAT [35]. Ademds, también se ha demostrado un potente efecto inhibitorio
de laisoforma A de la enzima MAO (MAO-A) [36-38].

Buscando nuevos derivados de esta droga que mantengan la actividad farmacoldgica de
MTA sobre las monoaminas, se disefié un nuevo derivado con sustituciones en el grupo
amino de la cadena alifatica, correspondiente a la N,N-dimetil-MTA (ver Figura 6). La
caracterizacion farmacoldgica de esta nueva molécula demostré que aumenta los
niveles extracelulares de DA [39] y 5-HT [40], e inhibe la actividad de la MAO-A [40].
Ademas, evaluando los efectos sobre el sistema cardiovascular de MTA y N,N-dimetil-
MTA, se demostré que esta Ultima molécula no afecta la contractibilidad adrtica in vitro
[39], favoreciendo un mejor perfil de seguridad cardiovascular del derivado de MTA.

En este sentido y en la busqueda de nuevos derivados de MTA que mantengan las
propiedades psicoestimulantes y entactégenas, pero con un perfil de seguridad mejor a
nivel cardiovascular, se decidié estudiar en esta tesis un nuevo derivado de 4-MTA, la p-
metiltio-fenil-2-butanamina (MT-But; ver Figura 6), usando modelos conductuales y

evaluaciones neuroquimicas comparativas contra MTA.
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Figura 6: Estructuras Moleculares de Anfetamina, MTA y sus Derivados.

NH, NH, N

H,CS H;CS
AMPH MTA Di-Me-MTA

H,CS

MT-But

Figura 6: AMPH (anfetamina), MTA (metiltioanfetamina), Di-Me-MTA (N,N-dimetilmetiltioanfetamina), MT-But (p-
metiltio-fenil-2-butanamina).
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2.  HIPOTESIS

La hipdtesis de este proyecto de tesis es la siguiente: “p-metiltio-fenil-2-butanamina
(MT-But), un derivado estructural de MTA, mantiene una actividad dopaminérgica
similar al MTA, evidenciada por la liberacién de dopamina en Nicleo Accumbens y la
generacion de las conductas tipo adictivas (como la actividad locomotora y la

preferencia de lugar condicionado a la administracion de la droga)”.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar los efectos de p-metiltio-fenil-2-butanamina (MT-But) en ratas Sprague-Dawley

machos adultas sobre la neuroquimica del sistema dopaminérgico mesolimbico y las

conductas asociadas a la administracion de la droga.

3.2

Objetivos Especificos

Determinar la actividad locomotora inducida por la administracion de MT-But en
ratas machos adultas, mediante la grabacidn de videos y posterior andlisis de los
mismos. Ademads, comparar este efecto con el producido por la administracion de
la droga de sintesis MTA y de solucidn salina fisioldgica.

Determinar la preferencia de lugar condicionada a la administracion de MT-But en
ratas machos adultas, mediante la grabacidn de videos y posterior andlisis de los
mismos. Ademds, comparar este efecto con el producido por la administracién de
la droga de sintesis MTA y de solucidn salina fisioldgica.

Determinar la liberacion de DA en NAcc inducida por la administracion de MT-But
en ratas machos adultas, mediante microdiadlisis cerebral in vivo y posterior
determinacion con HPLC acoplado a deteccidon electroquimica. Ademas,
comparar este efecto con el producido por la administraciéon de la droga de
sintesis MTA.

Determinar el efecto de la administracién de MT-But sobre el contenido de DAy

de DOPAC (principal metabolito de DA) en NAcc de ratas machos adultas,
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mediante procesamiento del tejido y posterior determinacién con HPLC acoplado
a deteccidn electroquimica. Ademds, comparar este efecto con el producido por

la administracion de la droga de sintesis MTA y de solucidn salina fisioldgica.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Animales

En esta tesis se utilizaron ciento un ratas Sprague-Dawley machos adultas (60-80 dias de
edad) en todos los procedimientos experimentales. Todos los animales fueron alojados
en una sala con temperatura (22 + 2°C) y humedad (55 * 5 %) controladas, y bajo ciclos
dia-noche (12:12), encendiendo las luces a las 8:00 am. Los animales fueron agrupados de
a 3 por jaulas de tamafo estandar (8,5 cm de alto, 10 cm de ancho y 18,5 cm de largo) con
disponibilidad de agua y comida ad libitum, en una sala de mantencién de animales de
experimentacién del Instituto de Fisiologia (Facultad de Ciencias, Universidad de
Valparaiso) bajo las condiciones anteriormente descritas. El estado general de salud de
los animales fue observado a diario y hasta el término de cada serie experimental,
haciendo todos los esfuerzos para reducir al minimo el nimero y sufrimiento de los
animales utilizados en esta tesis. En este sentido, se realizé el curso de “Manejo y uso de
ratas y ratones para experimentacion — versién 2015” (Ver Anexo 9.1).

4.2. Reactivos

La p-metiltio-fenil-2-butanamina (MT-But) y p-metiltioanfetamina (MTA), ambas como
clorhidrato, fueron sintetizadas por el Dr. Patricio Iturriaga-Vasquez (Universidad de la
Frontera) de acuerdo a ruta de sintesis publicada previamente [41]. El EDTA, acido1-
octanosulfénico, DA y DOPAC fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, Inc,St.
Louis, Missouri, USA). Todos los otros reactivos utilizados en cromatografia liquida

fueron de grado analitico.
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4.3. Pruebas Conductuales

4.3.1. Prueba de Preferencia de Lugar Condicionado (CPP)

4.3.1.1. Equipo de CPP: El equipo de CPP consta de tres compartimientos (blanco, negro
y gris), conectados entre si por puertas mdviles de accién manual tipo guillotina. Los
compartimientos blanco y negro son de igual tamafio y sus dimensiones son 21 cm de
ancho, 21 cm de largo y 28 cm de alto. El compartimiento central que conecta el
compartimiento negro y blanco es de menor tamafo, de color gris y sirve como punto
de partida durante las pruebas. El compartimiento blanco tuvo paredes y suelo liso,
iluminado con luz blanca tenue que genera una intensidad luminica de 30 lux en el centro
del compartimiento. El compartimiento gris fue de paredes y suelo liso sin iluminacion,
mientras que el compartimiento negro tuvo paredes lisas, el suelo con una malla con
orificios pequefios y sin iluminacién ambiental. Cada animal fue filmado por cdmaras
inaldmbricas (modelo LX-C202, Lynx Security, China) fijas sobre cada equipo de CPP, que
transmitieron la videograbacion a un ordenador en otra habitacién. El tiempo de
permanencia (segundos) de cada animal en cada uno de los compartimientos fue
determinado manualmente.

4.3.1.2. Protocolo para inducir CPP: Las ratas sometidas a CPP fueron divididas en tres
grupos experimentales (MT-But 5.0 mg/kg i.p., MTA 5.0 mg/kg i.p. y grupo control salino
1.0 mL/kg i.p.) y el protocolo de CPP estuvo dividido en tres fases (Pre-test,
Condicionamiento y Test) (ver Figura 5). La fase de Pre-test correspondié a una sesién

en ausencia de inyeccidn. En esta fase los animales fueron puestos en el compartimiento
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gris con ambas puertas mdviles abiertas. Los animales tuvieron un periodo de
aclimatacidn al equipo de 3 min, para luego registrar por los siguientes 15 min el tiempo
de permanencia en cada uno de los compartimientos. Estudios previos de nuestro
laboratorio han demostrado que las ratas presentan una preferencia natural por el
compartimiento negro durante la etapa de Pre-test en un equipo de CPP de iguales
caracteristicas al usado en esta tesis [35,39]. Con los valores de tiempo de permanencia
en los compartimientos obtenidos en el Pre-test, se definié al compartimiento blanco
como el compartimiento de menor preferencia y en el cual se administraron las drogas a
evaluar en esta tesis (MT-But y MTA), mientras que la inyeccidon de solucién salina
fisioldgica fue realizada en el compartimiento negro de mayor preferencia inicial.

La fase de Condicionamiento comenzd 24 hrs después de la fase de Pre-test y durd 5 dias.
Durante esta fase cada animal recibié 2 inyecciones diarias. La primera de las inyecciones
fue durante la mafana y consistié en la administracién de las drogas a evaluar (MT-But o
MTA) en el compartimiento blanco del equipo de CPP, mientras que la administracién de
solucidn salina al grupo control fue realizada en el compartimiento negro. Durante la
tarde y al menos 4 hrs después de la inyeccion de la mafiana, los animales de los grupos
MT-But y MTA recibieron la inyeccién de solucidn salina fisioldgica en el compartimiento
negro, mientras que el grupo control recibi6 la inyeccién de solucidn salina fisiolégica en
el compartimiento blanco. Después de cada inyeccidn los animales fueron confinados al

respectivo compartimiento por 60 min.
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El Test, la etapa final del CPP, fue realizada 24 hrs después de la ultima sesién de
condicionamiento (7™ dia) y consisti6 en dejar explorar libremente los 3
compartimientos del equipo de CPP. En esta fase, las ratas fueron puestas nuevamente
en el compartimiento central del equipo con ambas puertas mdviles abiertas, en donde
los animales tuvieron un periodo de aclimatacién al equipo de 3 min, para luego registrar
por los siguientes 15 min el tiempo de permanencia en cada compartimiento. La
diferencia de tiempo (AT) en segundos entre la permanencia en el compartimiento de
menor preferencia inicial en el test y el Pre-test se usd para determinar el grado de
condicionamiento en los animales segun el tratamiento. Cabe sefalar que cada
compartimiento del equipo de CPP fue limpiado con una solucién de etanol al 20 % V/v
entre cada ensayo.

4.3.2. Prueba de Actividad Locomotora

La actividad locomotora fue medida como distancia recorrida en metros (m) para los
grupos control y tratados con las drogas a evaluar (MT-But y MTA), segun protocolos
descrito previamente [42]. Brevemente, cada animal fue colocado en unajaula de ensayo
cuyas dimensiones son 44 cm de largo x 22 cm de alto x 28 cm de ancho y en donde se
registr6 la actividad locomotora basal durante los primeros 30 min. Una vez
transcurridos los 30 min de actividad locomotora basal se inyecté a los animales con MT-
But (2.5, 5.0 y 10.0 mg/Kg i.p.), MTA (2.5 y 5.0 mg/kg i.p.) o solucidn salina fisioldégica (1.0
mL/Kg i.p.), segun corresponda y se registré la actividad locomotora inducida por la

droga durante 60 min. La actividad locomotora fue registrada por protocolo de Camaras
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(IP) (modelo LX-C202, Seguridad Lynx, China) fijas por encima de la jaula de ensayo,
conectadas por internet a un computador en otra habitacién. Los videos se analizaron
con el sistema de seguimiento de video ANY Maze (Stoelting Co., IL, USA).

4.4. Microdiadlisis Cerebral in vivo

4.4.1 Preparacion de Canulas de Microdialisis

Las canulas de microdialisis utilizadas en esta tesis fueron de un largo de membrana de
2 mm y provistas por las empresas suecas CMA (modelo CMA-12, 20.000 Dalton de Cut-
Off, CMA Microdialysis AB, Kista, Suecia) y AgnTho's (modelo MAB 6.14.2, 15.000 Dalton
de Cut-Off, AgnTho's AB, Lidingd, Suecia). Cada canula de microdidlisis fue activada
segun protocolo provisto por la empresa respectiva y una vez activadas se les midio el
porcentaje de recuperacion in vitro antes de cada experimento (canulas CMA promedio
de recuperacién 9,00 * 0,38 %; canulas AgnTho's promedio de recuperacién 8,64 + 0,65
%).

4.4.2. Implantacidn de Canulas de Microdialisis

Las ratas Sprague-Dawley adultas fueron anestesiadas con Hidrato de Cloral (HC: 400
mg/Kg, i.p.) e instaladas en un equipo estereotaxico (modelo 68002, RWD Life Science
Co. Ltd, China). La temperatura corporal de los animales se mantuvo entre 36-37°C con
una manta eléctrica controlada por termostato (ver Figura 7). La mantencién de la
anestesia se logré administrando entre un cuarto a un quinto de la dosis inicial de HC
cada 45 min durante todo el curso del experimento. Se expuso el craneo de los animales

a través de una incision en la piel y un pequefio agujero fue taladrado sobre el drea del
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NAcc. Lentamente se introdujo la cdnula de microdialisis en el cerebro a una velocidad
de 1 mm/min usando las siguientes coordenadas respecto a Bregma de acuerdo al atlas
de Paxinos y Watson [43]: 1.5 mm anterior, 1.50 mm lateral y -8.2 mm ventral. Durante la
implantacion y a través de todo el experimento, la canula de microdidlisis fue perfundida
con una solucién de fluido cerebroespinal artificial (ACSF) compuesta por NaCl 147.0 mM,
KCl 2.7 mM, CaCl, 1.2 mM y MgCl 0.85 mM ajustada a pH 7.4 a una velocidad de 2 pL/min
por medio de una bomba de microinfusién RWD (modelo RWD 210, RWD Life Science Co.

Ltd, China).

Figura 7: Ejemplo de Microdidlisis Cerebral In Vivo.

Cénula de
Microdidlisis - p

Equipo Estereotaxico \

Recoleccién de
Dializado

Bomba de
Microperfusién

Manta Calefactora

Figura 7: A) Configuracion bdsica de una microdidlisis cerebral in vivo en animal anestesiado. B) Fotografia ampliada de la
implantacién craneal de la canula de microdidlisis.
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4.4.3 Protocolo Experimental de Microdialisis

Tras la implantacion de la cdnula de microdidlisis y después de un periodo de
estabilizacién de 90 min, se recolectaron muestras de dializado cerebral cada 10 min
segun el siguiente protocolo: Tres muestras basales fueron recolectadas alos 10,20y 30
min luego de terminado el periodo de estabilizacion. Almomento de recolectar la tercera
muestra se inyectd por via i.p. una dosis de MT-But (5.0 mg/Kg i.p.) o MTA (5.0 mg/Kg
i.p.), continuando cada 10 min hasta los 120 min post-estabilizacién. Cada una de las
muestras de dializado fue recolectada sobre 3 pL de PCA 0.02 N para evitar la oxidacion
de los analitos durante la recoleccién. Todas las muestras fueron almacenadas a -80°C
hasta el dia de su analisis y se registré en una planilla para cada microdialisis el protocolo,
coordenadas y dosis de anestesia utilizada (ver Anexo 9.2.).

4.4.4 Corroboracion de la Postura de la Canula de Microdialisis

Al finalizar cada uno de los experimentos, los animales fueron eutanasiados con
guillotina para animales menores (modelo 51330, Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA), sus
cerebros fueron rapidamente removidos y colocados en una solucidn de fijacién de p-
formaldehido al 4%P/.. Los cerebros, fijados por al menos 14 dias, fueron cortados en un
criostato semiautomatico (modelo KD-2950, Kedee, China) en secciones coronales de 50
pum de espesor, teflidos con una dilucién de hematoxilina y montados en un portaobjetos
con ayuda de gelatina al 1% P/, para luego microscépicamente verificar la localizacién de

la cdnula de microdialisis (ver Figura 11).
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4.5. Determinacién del Contenido de DA y DOPAC en NAcc

4.5.1 Procedimiento Experimental

En este protocolo, las ratas fueron divididas en tres grupos: MT-But (5.0 mg/Kg i.p., n=5),
MTA (5.0 mg/Kg i.p., n=5) y control (solucidn salina fisiolégica 1.0 mL/Kg i.p., n=4). Los
animales correspondientes a los grupos experimentales recibieron una inyeccién de
droga o solucidn salina segun grupo experimental. Sesenta minutos post-inyeccion los
animales fueron eutanasiados con guillotina para animales menores (modelo 51330,
Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA).

4.5.2 Microdiseccion y Homogenizacién del NAcc

El cerebro fue removido y se microdisectd bilateralmente el NAcc en hielo, usando un
molde para cerebro (modelo 68711, RWD Life Science, Shenzhen, P.R.China) y micro
sacabocado de 2 mm de didmetro (modelo 15076, Harris Uni-Core, Ted-Pella Inc., CA,
USA), segln protocolo publicado previamente [44]. Los NAcc fueron pesados
individualmente en balanza analitica (modeloJK-180, Chyo, Japdn) y posteriormente
homogenizados en 400 pL de 4cido perclérico frio (PCA) 0,2 N usando un sonicador de
ultrasonido (modelo XL2005, Microson Ultrasonic Cell Disruptor, Heat Systems, USA). El
homogenizado obtenido fue centrifugado a 13.000 g por 10 min a 4°C en centrifuga
refrigerada (modelo Z233MK-2, Hermle Labor Technik GmbH, Wehingen, Alemania) y el
sobrenadante obtenido fue separado y filtrado a través de una unidad de filtracion de
0,2 um de tamafio de poro (modelo EW-32816-26, HPLC Syringe Filters PTFE, Cole-

Parmer, Instrument Company, USA) para ser usado en la determinacién del contenido
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de DAy DOPAC en NAcc. La concentracién de DA y DOPAC fue expresada en picogramos
por miligramo de tejido.

4.6. Determinaciéon de Dopamina y DOPAC por Cromatografia Liquida de Alta

Resolucién Acoplada a Deteccién Electroquimica

Diez pL de cada solucién filtrada (para medicién de contenido) o de las muestras de
dializado fueron inyectadas en un sistema de cromatografia Liquida de Alta Resolucién
acoplada a un detector electroquimico (HPLC-EC) con la siguiente configuracién:
Inyector Rheodyne, una bomba isocratica (modelo PU-2080 Plus, Jasco Co. Ltd., Tokyo,
Japon), una columna C18 (modelo MF-8912, Microbore UniJet, BAS, West Lafayette, IN,
USA) y un detector electroquimico (modelo LC-4C, BAS, West Lafayette, IN, USA)
configurado a un potencial de oxidacidn de 650 mV y una sensibilidad de 0.5 nA. La fase
movil que se utilizé para la determinacién de DA fue bombeada a un flujo de 0.05 mL/min
y tuvo la siguiente composicion: 100.0 mM de NaH2PO4, 1.0 mM de &cido 1-
octanosulfénico, 1.0 mM de EDTA y 3.5 % ¥/, de acetonitrilo (ajustado a pH 2.3). Las areas
de los picos de DA y DOPAC en las muestras fueron comparadas con estandares de
referencia y se calcularon las concentraciones de DA y DOPAC usando una curva de
calibrado realizada en el programa cromatogréfico (Program ChromPass, Jasco Co. Ltd.,
Tokio, Japdn). Bajo estas condiciones los tiempos de retencién de DOPACy DA fue de 9

y 12 minutos, respectivamente.
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4.6.1 Fundamento Analitico de la Deteccion de Neurotransmisores y Sus Metabolitos
por HPLC-EC

La cuantificacién de DA y DOPAC por HPLC-EC es posible debido a que las moléculas

catecolaminérgicas pueden ser oxidadas en el anillo catecol, bajo las condiciones antes

descritas, generando por cada molécula oxidada 2 electrones (ver Figura 6). Estas

corrientes oxidativas son directamente proporcionales a la cantidad de moléculas

oxidadas de neurotransmisores, permitiendo generar una curva de calibrado (ver Anexo

9:3Y9.4).
Figura 8: Esquema de Oxidacién de Dopamina y su Principal Metabolito (DOPAC).
Anillo Catecol Ortoquinona
L4 0 f
HO g o
R R

R =-CH> - CH» -NH» = Dopamina (3-Hidroxitiramina, 3,4-dihidroxifeniletilamina)
R = -CH2 -COOH = DOPAC (Ac. 3,4-dihidroxifenil acético)
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4.7. Calculosy Analisis Estadisticos

Los resultados fueron expresados como valor promedio + error estdndar medio (eem).
Las figuras que muestran el curso temporal de actividad locomotora (medida como
distancia recorrida en m), la diferencia de tiempo en el CPP (medida en s), la liberacién
de DA en NAcc (medida como % sobre la liberacién basal) y el contenido de DA-DOPAC
en NAcc (medido como la concentracion en pg por mg de tejido) fueron analizadas por
analisis de varianza de una cola (One-way ANOVA) seguido por un post-test Fisher’s LSD.
Las diferencias estadisticamente significativas se establecieron con un intervalo de
confianza del 95% (P <0.05). Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con el

programa GraphPad Prism® v6.01 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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5. RESULTADOS

5.1  Actividad Locomotora Basal e Inducida por la Administracion Sistémica
de MTA

La actividad locomotora basal e inducida por la administracion de MTA y solucidn salina
fisiolégica fue registrada cada 5 min durante 90 min. La figura 9 nos muestra en el panel
A) el curso temporal de la actividad locomotora y en el panel B) la actividad locomotora
acumulativa. Durante los primeros 30 min se midid en los animales la actividad
locomotora basal producida por la exposicidn al ambiente nuevo, la cual es alta durante
los primeros 10 min en los grupos experimentales (Panel A), sin observarse cambios en
la distancia recorrida acumulativa total (Panel B). La actividad locomotora inducida por
la inyeccion de MTA o solucidn salina fisioldgica fue registrada desde los 30 a 90 min de
la prueba, observandose que inmediatamente después de la inyeccidn de salino o de la
droga se produce una hiperlocomocién (Panel A a los 35 min) inducida por la inyeccién
que actua como un agente estresor agudo. A pesar que el curso temporal de actividad
locomotora muestra un leve aumento en la distancia recorrida en los grupos
experimentales tratados con MTA entre los 30 y 90 min (Panel A), al graficar la actividad
locomotora acumulativa en este intervalo de tiempo, se observa un aumento
estadisticamente significativo de la distancia recorrida total en las ratas tratadas con
MTA (2.5 y 5.0 mg/Kg i.p.) respecto a ratas machos control que recibieron solo la

inyeccién de solucidn salina fisioldgica (1.0 mL/Kg i.p.) (Panel B).
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Figura 9: Curso temporal de la actividad locomotora durante 90 min (A) y actividad locomotora acumulativa en los
intervalos de 0-30 y 30-90 min (B). Los valores representan el promedio de la distancia recorrida en m + eem. La
actividad locomotora fue analizada por el programa Any-Maze a intervalos de 5 minutos durante 9o min. El andlisis
estadistico fue realizado por un One-way ANOVA seguido por un post-test Fisher’s LSD entre los grupos experimentales.
(Grupo salino control n = 9, Grupo MTA (2.5 mg/kg) n = 11, Grupo MTA (5.0 mg/kg) n = 1), demostrando diferencias
estadisticamente significativas ([F(;,28-6.154, P=0.0061]; **P<0.01).



35

5.2 Actividad Locomotora Basal e Inducida Tras la Administracion Sistémica
de MT-But

La actividad locomotora basal e inducida por la administracion de MT-But y solucion
salina fisiolégica fue registrada cada 5 min durante 90 min. La figura 10 nos muestra en
el panel A) el curso temporal de la actividad locomotora y en el panel B) la actividad
locomotora acumulativa. Como puede observarse (Panel B), la actividad locomotora
acumulativa basal (0-30 min) e inducida por la inyeccidn de solucién salina fisioldgica o
de las diferentes dosis de MT-But (30-90 min) no produjo cambios estadisticamente

significativos en la distancia recorrida total acumulativa entre los grupos experimentales

(Panel B).
Figura 10
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Figura 10: Curso temporal de la actividad locomotora durante 9o min (A) y actividad locomotora acumulativa en los
intervalos de 0-30 y 30-90 min (B). Los valores representan el promedio de la distancia recorrida en m + eem. La
actividad locomotora fue analizada por el programa Any-Maze a intervalos de 5 minutos durante 9o min. El andlisis
estadistico fue realizado por un One-way ANOVA seguido por un post-test Fisher’s LSD entre los grupos experimentales.
(Grupo salino control n = 9, Grupo MT-But (2.5 mg/kg) n = 11, Grupo MT-But (5.0 mg/kg) n = 7, Grupo MT-But (10.0 mg/Kg)
n =10), no observdndose diferencias estadisticamente significativas ([F (3, 32 = 0.6972, P=0.5606]).
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5.3  Evaluacién de la Conducta tipo Adictiva a través de la Preferencia de Lugar
Condicionado a la Droga (CPP)
La figura 11 muestra el grado de CPP obtenido con la administracién repetida de MTA,
MT-But y solucidn salina fisioldgica, durante 5 dias. El valor positivo de AT obtenido en el
grupo de animales tratados con MTA (5.0 mg/kg i.p.) representa un aumento
significativo en el tiempo de permanencia durante la fase de Test en el compartimiento
blanco que fue el lugar en donde se administré el MTA. Por otro lado, usando el mismo
protocolo de CPP para la administracion repetida de MT-But (5.0 mg/kg i.p.), no se
observaron cambios estadisticamente significativos en el tiempo de permanencia en el
compartimiento blanco en que se administré el MT-But. El andlisis estadistico demostrd
que el grado de condicionamiento inducido por MTA fue estadisticamente significativo

respecto al grupo control salino y al grupo tratado con MT-But.
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Figura 11: Preferencia de lugar condicionado a la administracién de MTA y MT-But. Los valores representan el promedio
de la diferencia de tiempo en s + eem. El andlisis estadistico fue realizado por un One-way ANOVA seguido por un post-
test Fisher’s LSD entre los grupos experimentales (Grupo salino control n = 8, Grupo MT-But (5.0 mg/kg) n = 9, Grupo
MTA (5.0 mg/kg) n = 8), observdndose un aumento estadisticamente significativo en el grado de condicionamiento en
animales tratados con MTA versus animales control salino y tratados con MT-But ([F (2, 22) = 5.674, P = 0.0103];
**¥P<0.001, ¥*P<0.01).
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5.4 Liberacion de DA en NAcc Inducida por la Administracion Sistémica de
MTA y MT-But

En budsqueda de los experimentos claves que permitiesen la caracterizacion
farmacoldgica de MT-But y basados en antecedentes de la literatura [35] que
demostraron un mecanismo de accién dopaminérgico para MTA, se decidié implantar
canulas de microdialisis en estriado ventral o NAcc (ver Figura 12) y medir la liberacién de
DA basal e inducida por la administracién sistémica de las drogas (5.0 mg/Kg).

Como se muestra en la figura 12, la liberacién de DA en NAcc durante las tres primeras
muestras basales obtenidas previo al estimulo (inyeccidén i.p. de droga), no muestra
variacion entre los distintos animales. No obstante, una vez administrada la dosis de 5.0
mg/kg i.p. de MTA se produjo un aumento significativo del porcentaje de liberacién de
DA en NAcc respecto a su propio basal, cuyo aumento maximo se observd entre los 60
a 70 min post-inyeccién del MTA (ver Figura 13). Sin embargo, usando el mismo protocolo
experimental no se observé un aumento estadisticamente significativo en la liberacién
de DA en NAcc inducida por la administracién sistémica de MT-But (5.0 mg/Kg). El
analisis estadistico de ANOVA de dos colas demostrd que las curvas de liberacion de DA
para la administracion de MTA y MT-But son estadisticamente diferentes (Interaccién [F
(1,72) = 5.019, P < 0.0001]; Tiempo [F (1, 72) = 7.960, P < 0.0001]; Droga [F (,72) = 67.91, P <

0.0001]).
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Figura 12
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Figura 12: Lado derecho muestra un ejemplo de un microcorte coronal de cerebro de rata de 50 um de espesor que
sefala la postura de la cdnula de microdidlisis. Lado izquierdo de la figura muestra una imagen representativa del
cerebro de rata extraida del Atlas de Paxinos y Watson [45], en donde de simula la postura de la cdnula y la membrana
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Figura 13: Liberacién de DA en NAcc basal (durante 30 min) e inducida por la administracién sistémica de MTA o MT-But

(5.0 mg/kg i.p.). Los resultados

se expresan como promedio del % de la liberacién basal + eem. El andlisis estadistico fue

realizado por un One-way ANOVA seguido por un post-test Fisher’s LSD entre los valores basales y los estimulados para
cada grupo experimental (Grupo MTA n = 4, Grupo MT-But n = 4), observdndose un aumento estadisticamente

significativo en la liberacién

de DA inducida por MTA ([F (11, 36) = 7.573, P < 0.0001]; ****P<0.0001, ¥***P<0.001,
*#%P<0.01, *P<0.05).
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5.5 Contenido de DA y DOPAC en NAcc de Ratas Tratadas con MT-But, MTA y
Solucidn Salina Fisiolégica
El contenido de DA y DOPAC en NAcc de ratas tratadas con una dosis aguda de MTA 'y
MT-But se midié 1 hr post-inyeccién de las drogas. La figura 14 nos muestra que la
administracion de MTA (5.0 mg/Kg i.p.) produjo un aumento significativo del contenido
de DA en NAcc, acompafiado de una disminucidn significativa del contenido de DOPAC
en la misma drea cerebral. Sin embargo, la administraciéon de MT-But (5.0 mg/Kg i.p.) solo
produjo una disminucidn significativa del contenido de DOPAC en NAcg, sin afectar el

contenido de DA en la misma area cerebral.

Figura 14
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Figura 14: Contenido de DA y DOPAC en NAcc 1 hora después de la administracién aguda de MTA, MT-But o solucién
salina fisioldgica. Los valores representan el promedio de los pg de DA o DOPAC por mg de NAcc = eem. El andlisis
estadistico fue realizado por un One-way ANOVA seguido por un post-test Fisher’s LSD entre los grupos experimentales
(Grupo salino control n = 4, Grupo MT-But (5.0 mg/kg) n = 5, Grupo MTA (5.0 mg/kg) n = 5), observdndose un aumento
estadisticamente significativo del contenido de DA en NAcc inducido por MTA ([F (3, 11) = 12.41, P = 0.0015]***P<0.0001,
**P<0.001) respeto a los grupos salino control y MT-But . Respecto al contenido de DOPAC en NAcc se observé que MTA
y MT-But produjeron una disminucién estadisticamente significativa respecto al grupo salino control ([F (5,1 = 12.90, P =
0.0013]***P<0.0001, **P<0.001).
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5.6  Relacion entre la Razén (DOPAC/DA) en NAcc de Ratas Tratadas con MT-

But, MTA y Solucidn Salina Fisiolégica

La razén (DOPAC/DA) es una forma de analizar el contenido de neurotransmisores y sus

respectivos metabolitos que nos entrega valiosa informacién de la captacién neuronal

del neurotransmisor y de su metabolismo. La Tabla 1 nos muestra que las razones

(DOPAC/DA) en NAcc para los animales tratados con MTA y MT-But fueron

significativamente menores al compararlos con el grupo control salino. Adicionalmente,

larazén (DOPAC/DA) en NAcc para los animales tratados con MTA fue significativamente

menor que la razén (DOPAC/DA) en animales tratados con MT-But.

Tabla1
Grupos DOPAC DA DOPAC/DA Valor P
(pg/mg + eem) (pg/mg* eem) (promedio + eem)
Salinos 1186,12 + 167,06 5598,35 * 687,023 0,211 + 0,007
MTA 474,76 t 51,83 8667,02 + 272,68 0,055 + 0,006 < 0,0001"
MT-But 650,18 = 76,84 5502,66 * 580,39 0,123 % 0,018 0,0005 8
0,0020 ¢

Tabla 1: Muestra el contenido de DA y DOPAC en NAcc, y la razén entre ambos, 60 min posteriores a la administracién
aguda de MTA (5.0 mg/kg i.p.), MT-But (5.0 mg/kg i.p.) o solucién salina fisiolégica (1.0 mL/kg i.p.). Los resultados se
expresan como promedio + eem. El andlisis estadistico fue realizado por un One-way ANOVA seguido por un post-test
Fisher’s LSD entre los grupos experimentales, observdndose una disminucion significativa de la razén (DOPAC/DA) en
NAcc entre Grupo MTA v/s Salino Control (A), entre Grupo MT-But v/s Salino Control (B) y entre Grupo MTA v/s MT-But

©.
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6. DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta tesis nos demuestran que MT-But, un derivado de MTA,
pierde la propiedad de estimular farmacoldgicamente vias dopaminérgicas relacionadas
con motivacién y locomocién, y que han sido demostradas previamente para MTA [35].
No obstante si se pudo demostrar que MT-But tiene una actividad inhibidora de la MAO,
observada por una reduccién significativa del contenido de DOPAC en NAcc. Sin
embargo, no podemos descartar que MT-But genere efectos sobre otros sistemas de
neurotransmisores monoaminérgicos, como el serotoninérgico. Por lo tanto, otros
experimentos deben ser realizados para evaluar esta posibilidad.

6.1  Efectos Neuroquimicos de MT-But y MTA

Los niveles extracelulares de DA en NAcc aumentaron significativamente luego de la
administracion de MTA (ver Figura 13), lo que corrobora la capacidad de esta droga para
inducir la liberacion de este neurotransmisor, demostrada previamente en cuerpo
estriado (35). Sin embargo los niveles extracelulares de DA no se modificaron
significativamente luego de la administracion de MT-But. El aumento en la liberacion de
DA en NAcc inducida por MTA fue demostrado previamente por estudios in silico, in vitro
e in vivo que evidenciaron un mecanismo de accién directo en inhibir el DAT como
bloqueador [35], de forma similar a las acciones de cocaina o metilfenidato [46].

Otro mecanismo de accidn descrito para MTA es la propiedad farmacolégica de inhibir la
MAO [29,41,47]- En este sentido, el andlisis de contenido de DA y DOPAC en NAcc nos

demuestra que MTA produce un aumento en el contenido de DA y una disminucidn del
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contenido de DOPAC. Esto es muy interesante, ya que a través del efecto bloqueador de
DAT que posee MTA [35], se produciria el aumento del contenido de DA mediado por el
bloqueo de DAT, que impediria la recaptacién de DA por el terminal presindptico y la
formacién de DOPAC producido por la MAO mitocondrial del terminal. Adicionalmente,
MTA en la hendidura sindptica estaria inhibiendo a la MAO postsindptica, lo que
reforzaria ain mas la reduccién en el contenido de DOPAC. Por otro lado, en el caso de
las ratas tratadas con MT-But en que no se observd un aumento en el contenido de DA,
pero si una reduccidn significativa del contenido de DOPAC (ver Figura 14), este efecto
se podria deber fundamentalmente a la inhibicion de la MAO postsinaptica que
produciria la reduccidn del contenido de DOPAC Yy explicaria laleve tendencia a aumentar
los niveles extracelulares de DA en NAcc que se observa en la figura 13 y que no alcanza
a dar cuenta de un aumento en el contenido de DA en NAcc inducido por MT-But (ver
Figura 14). En este sentido, se ha reportado el efecto Inhibidor de MAO (IMAO) de varios
derivados anfetaminicos [47] principalmente sobre la isoforma A para drogas
psicoestimulantes y entactégenas, pero no asi para anfetaminas alucindgenas [29]. La
actividad IMAO de MTA y MT-But ha sido reportada previamente por estudios in vitro
[29,37,41,47] estableciéndose que MTA tiene una actividad inhibitoria aproximadamente
3.4 veces mayor que MT-But (MTA ICso 0.25 UM v/s MT-But 1Cs0 0.84 uM; [41]). Esta
diferencia en la potencia inhibitoria sobre la MAO podria darnos cuenta de las diferencias
estadisticamente significativas observadas en el contenido de DOPAC en NAcc entre

ratas tratadas con MTA y MT-But.
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Utilizando un protocolo experimental parecido al utilizado en esta tesis, Golembiowska
y cols. midieron el contenido de DA y DOPAC en NAcc tras una administracién aguda de
5.0 mg/kg i.p. de p-metoxianfetamina (PMA) y p-metoximetanfetamina (PMMA),
observando un aumento significativo en el contenido de DA respecto al grupo control,
atribuible por los autores al efecto inhibidor de la recaptacion de DA[48]. En este trabajo
no se observaron cambios estadisticamente significativos en el contenido de DOPAC que
podrian ser explicados por la menor actividad IMAO de PMA (1Cs0 0.55 uM; [29]) y PMMA
(1Cs01.7 uM; [29]), que MTA (1Cs0 0.25 uM; [29]). Sin embargo, el protocolo experimental
para medir el contenido de DOPAC fue distinto al utilizado en esta tesis.

En esta tesis evaluamos la razén (DOPAC/DA) (ver Tabla 1), como una forma de estudiar
los efectos bloqueadores de DAT e IMAO. En este sentido, la reduccion del cociente
(DOPAC/DA) respecto a un grupo control puede reflejar la reduccién del metabolismo
mediado en este caso por la actividad IMAO, o por un aumento de neurotransmisor que
puede ser producido por el bloqueo de la recaptacion. En el caso de las ratas tratadas
con MTA en donde se observé la menor razén de los tres grupos experimentales, se
puede establecer que la reduccién del cociente se debe a un efecto mixto entre la
actividad IMAO y bloqueante de DAT. Por otro lado, la reduccidon del cociente
(DOPAC/DA) observado por la administraciéon de MT-But se deberia principalmente a su

accion IMAO.



45

6.2 Efectos Conductuales de MT-But y MTA
Como se observd en la Figura 9.B, la actividad locomotora acumulativa y la preferencia
de lugar condicionado (ver Figura 11) inducidos por la administracion de MTA,
aumentaron significativamente. Sin embargo en ambas pruebas conductuales la
administracion de MT-But no produjo cambios estadisticamente significativos (ver
Figuras 10.B y 11). Estas pruebas conductuales son un fiel reflejo de los efectos
neuroquimicos de estas drogas y como discutimos previamente se producirian por el
aumento en laliberacién mesolimbica y mesoestriatal de DA inducida por MTA. En ambos
casos el aumento de DA favoreceria la activacién de vias generadoras de locomocion (via
directa en indirecta estriatal) y de motivacidn (a nivel del NAcc), a través de favorecer un
aumento de la transmision sindptica entre neuronas dopaminérgicas y neuronas
espinosas medianas [9]. En el caso de MT-But no favoreceria la generacién de actividad
locomotora ni de CPP, ya que no produciria un aumento de la transmisidn sinaptica.
6.3  Relacién Estructura Actividad e Hipétesis Serotoninérgica en la
Atenuacién Dopaminérgica
Estudios llevados a cabo por Richard Glennon y cols. [30] demostraron como la actividad
biolégica de los derivados anfetaminicos varia segin la estructura de cada molécula. Esto
llevé a clasificar a los derivados anfetaminicos en los tres grupos funcionales antes
mencionados. Ademds, en una caracterizacién adicional de la relacién estructura-
actividad de las anfetaminas [49,50] se describié que el andlogo alfa desmetilado de la

anfetamina (feniletilamina) no provoca los efectos psicoestimulantes producidos por la



46

droga parental, debido al rapido metabolismo por la MAO y una menor lipofilia de la
molécula [49,50]. Por esta razdn, la ausencia del grupo metilo en la anfetamina genera
una disminucién de la potencia psicoestimulante [51]. Posteriormente se demostré que
los derivados alfa etilhomdlogos de PMMA [31] o de MDMA [52,53] tienen una
disminucién de su potencia psicoestimulante. En resumen, la ausencia del grupo metilo
en el carbono alfa de la cadena alifatica de los derivados anfetaminicos o sustituciones
mayores, disminuyen la potencia psicoactiva de las moléculas. En este contexto nuestros
resultados son coherentes con estos estudios previos, y dan cuenta que posiblemente la
causa de ausencia de efecto dopaminérgico observado con MT-But, tenga que ver con la
presencia de un grupo etilo en posicidn alfa.

El MTA como droga entactdgena se caracteriza por poseer efectos serotoninérgicos
[40], adicionales a los dopaminérgicos [35]. De hecho, comparativamente los efectos
dopaminérgicos de MTA son menores a los producidos por anfetamina. Esta atenuacion
dopaminérgica observada en drogas entactégenas (en comparacién a las anfetaminas
psicoestimulantes) se podria explicar como consecuencia del aumento extracelular de 5-
HT. En este sentido, se ha demostrado que el aumento de 5-HT activaria receptores 5-
HT.. (acoplados a proteina Gq) que se encuentran expresados principalmente en
neuronas GABAérgicas del VTA 'y del NAcc [54,55]. La activacidn de receptores 5-HT,c en
VTA por accion de drogas entactdgenas llevaria a la activacion de neuronas GABAérgicas
del VTA, disminuyendo la liberacidn de DA en NAcc. En este sentido, a nivel preclinico se

ha demostrado que el uso de antagonistas 5-HT.c provocaria mayores efectos
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recompensantes, mientras que estudios con agonistas 5-HT,c disminuirian los efectos

dopaminérgicos [55,56].
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6.4 Proyecciones Para Futuras Investigaciones

Como se pudo observar, el principal efecto observado en esta tesis de MT-But fue la
actividad IMAO, asociada al no desarrollo de conductas tipo adictivas inducidas por la
administracion de la droga. Por esta razén y a nivel preclinico, el indagar los efectos de
MT-But en modelos de animales depresivos seria la progresion [6gica de experimentos a
realizar en el futuro. Ademads, y considerando el efecto liberador de 5-HT observado con
MTA, seria muy relevante estudiar a través de microdialisis cerebral in vivo, los posibles
efectos serotoninérgicos de MT-But, especificamente en dreas ricas en terminales

serotoninérgicos como Hipocampo.
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CONCLUSIONES

La administracién sistémica de MT-But no afecta significativamente Ia
locomocidn horizontal en ratas machos adultas, mientras que la droga control
MTA si produce un aumento en la actividad locomotora acumulativa.

La administracion sistémica y cronica de MT-But no produce la conducta tipo
adictiva de preferencia de lugar condicionado a la droga, mientras que la droga
control MTA si produce CPP.

La liberacion de DA en NAcc no se ve afectada tras la administracién sistémica de
MT-But, mientras que MTA provoca un notorio aumento en los niveles
extracelulares de DA en NAcc, respecto a la liberacién basal.

La administracidn sistémica de MT-But produce una disminucidn en el contenido
de DOPAC en NAcc pero no asi de DA, mientras que MTA es capaz de disminuir el
contenido de DOPAC y aumentar el contenido de DA en la misma area cerebral.
La sustitucion del grupo metilo en el carbono alfa de la cadena alifatica de Ia
molécula de MTA por un grupo etilo (MT-But), anula los efectos dopaminérgicos

observados con MTA.
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9. ANEXOS

9.1  Certificado de Curso de Manejo y Uso de Ratas y Ratones para
Experimentacion

Universidad

deValparaiso
CHILE
Direccion de Investigacion

La Direccion de Investigacion en conjunto con el Comité
Institucional de Bioética para la Investigacion con
Animales otorga el presente certificado a:

Fabrizzio Guajardo

quien ha participado en calidad de asistente en el
Curso "Manejo y uso de ratas y ratones para
experimentacion - Version 2015" aprobando con nota
6,5.

La jornada realizada conté con 8 horas de duracion.

UNIVERSIDAD DE VALPARAISO
_L__.OMTE INSTITUCIONA! 0€ 310ETICA
; 7 wrtizas PARALAIWESTIGACION CON ANMALES
Dr. Adrian Palacios Vargas Dr. Sebastian San Martin Henriquez
Director de Investigacién Presidente
Universidad de Valparaiso Comité Institucional de Bioética para la

Investigacién con Animales UV
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Microdidlisis n°

RATA
Ratan’ Camada
Peso Rata (g) Sexo
Sonda % Recuperacion
COORDENADAS
Coordenadas rata Coord. NAcc Coord. finales
AP
ML
DV
VHCi 8%
Dosis ataque
Hora Cantidad (mL)
Dosis mantencion
Hora Cantidad (mL)
PROTOCOLO
Droga Dosis ‘
Flujo uL/min
Tiempo de recogida min
V PCA 0,02N 3uL
V total uL
Tiempo estabilizacién 90 min
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